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A3 - PROFESSEUR(E)S DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITALIERS (PU-PH)

NOM et Prénoms cs* Services Hospitaliers ou Institut / Localisation Sous-section du Conseil National des Universités
ADAM Philippe NRPo6 « Péle de I'Appareil locomoteur 50.02 Chirurgie orthopédique et traumatologique
P0001 NCS - Service de chirurgie orthopédique et de Traumatologie / HP
AKLADIOS Cherif NRP6 « Pole de Gynécologie-Obstétrique 54.03 Gynécologie-Obstétrique ; gynécologie
P0191 Cs - Service de Gynécologie-Obstétriquel/ HP médicale

Option : Gynécologie-Obstétrique
ANDRES Emmanuel NRP& « Péle de Médecine Interne, Rhumatologie, Nutrition, Endocrinologie, 53.01 Option : médecine Interne
P0002 Diabétologie (MIRNED)
(o] - Service de Médecine Interne, Diabéte et Maladies métaboliques / HC
ANHEIM Mathieu NRP6 « Pole Téte et Cou-CETD 49.01  Neurologie
P0003 NCS - Service de Neurologie / Hopital de Hautepierre
ARNAUD Laurent NRP& « Péle MIRNED 50.01 Rhumatologie
P0186 NCS - Service de Rhumatologie / Hopital de Hautepierre
BACHELLIER Philippe RP6 « Pole des Pathologies digestives, hépatiques et de la transplantation 53.02 Chirurgie générale
P0004 CS - Serv.de chirurgie générale, hépatique et endocrinienne et Transplantation / HP
BAHRAM Seiamak NRP6 « Pole de Biologie 47.03 Immunologie (option biologique)
P0005 (O] - Laboratoire d’lmmunologie biologique / Nouvel Hopital Civil
Institut d’Hématologie et d’'Immunologie / Hopital Civil / Faculté
BALDAUF Jean-Jacques NRP& « Pdle de Gynécologie-Obstétrique 54.03 Gynécologie-Obstétrique ; gynécologie
P0006 NCS - Service de Gynécologie-Obstétrique / Hopital de Hautepierre médicale
Option : Gynécologie-Obstétrique
BAUMERT Thomas NRP&  « Pdle Hépato-digestif de I'Hopital Civil 52.01 Gastro-entérologie ; hépatologie
P0007 Ccu - Unité d’Hépatologie - Service d’Hépato-Gastro-Entérologie / NHC Option : hépatologie
Mme BEAU-FALLER Michéle ~ NRP6 « Péle de Biologie 44.03 Biologie cellulaire (option biologique)
M0007 / PO170 NCS - Laboratoire de Biochimie et de Biologie moléculaire / HP
BEAUJEUX Rémy NRP&6  « Pdle d'Imagerie - CME / Activités transversales 43.02 Radiologie et imagerie médicale
P0008 Resp « Unité de Neuroradiologie interventionnelle / Hopital de Hautepierre (option clinique)
BECMEUR Frangois RP6 « Péle médico-chirurgical de Pédiatrie 54.02 Chirurgie infantile
P0009 NCS - Service de Chirurgie Pédiatrique / Hopital Hautepierre
BERNA Fabrice NRPo6 « Pdle de Psychiatrie, Santé mentale et Addictologie 49.03 Psychiatrie d’adultes ; Addictologie
P0192 Cs - Service de Psychiatrie | / Hopital Civil Option : Psychiatrie d’Adultes
BERTSCHY Gilles NRP& « Pole de Psychiatrie et de santé mentale 49.03 Psychiatrie d’adultes
P0013 (O] - Service de Psychiatrie Il / Hopital Civil
BIERRY Guillaume NRPo6 « Pole d'Imagerie 43.02 Radiologie et Imagerie médicale
P0178 NCS - Service d’'Imagerie Il - Neuroradiologie-imagerie ostéoarticulaire-Pédiatrie / (option clinique)
Hépital Hautepierre
BILBAULT Pascal NRP6 « Pdle d’Urgences / Réanimations médicales / CAP 48.02 Réanimation ; Médecine d’urgence
P0014 (O] - Service des Urgences médico-chirurgicales Adultes / Hopital de Hautepierre Option : médecine d’urgence
BODIN Frédéric NRP6 « Pole de Chirurgie Maxillo-faciale, morphologie et Dermatologie 50.04 Chirurgie Plastique, Reconstructrice et
P0187 NCS - Service de Chirurgie maxillo-faciale et réparatrice / Hopital Civil Esthétique ; Brilologie
Mme BOEHM-BURGER Nelly  NCS « Institut d’Histologie / Faculté de Médecine 42.02 Histologie, Embryologie et Cytogénétique
P0016 (option biologique)
BONNOMET Frangois NRPo6 « Péle de I'Appareil locomoteur 50.02 Chirurgie orthopédique et traumatologique
P0017 CS - Service de Chirurgie orthopédique et de Traumatologie / HP
BOURCIER Tristan NRP& « Pdle de Spécialités médicales-Ophtalmologie / SMO 55.02 Ophtalmologie
P0018 NCS - Service d’Opthalmologie / Nouvel Hopital Civil
BOURGIN Patrice NRP&  « Pdle Téte et Cou - CETD 49.01  Neurologie
P0020 NCS - Service de Neurologie / Hopital Civil
Mme BRIGAND Cécile NRP& « Pole des Pathologies digestives, hépatiques et de la transplantation 53.02  Chirurgie générale
P0022 NCS - Service de Chirurgie générale et Digestive / HP
BRUANT-RODIER Catherine NRP6 « Pole de I'Appareil locomoteur 50.04 Option : chirurgie plastique,
P0023 Cs - Service de Chirurgie Maxillo-faciale et réparatrice / Hopital Civil reconstructrice et esthétique

NHC = Nouvel Hopital Civil

HC = Hopital Civil

HP = Hépital de Hautepierre PTM = Plateau technique de microbiologie



NOM et Prénoms cs* Services Hospitaliers ou Institut / Localisation S tion du Conseil National des Universités
Mme CAILLARD-OHLMANN NRPd -« Péle de Spécialités médicales-Ophtalmologie / SMO 52.03 Néphrologie
ggme NCS - Service de Néphrologie-Transplantation / NHC
CANDOLFI Ermanno RP6 « Péle de Biologie 45.02 Parasitologie et mycologie
P0025 (O] - Laboratoire de Parasitologie et de Mycologie médicale / PTM HUS (option biologique)
« Institut de Parasitologie / Faculté de Médecine
CASTELAIN Vincent NRP6 « Pdle Urgences - Réanimations médicales / Centre antipoison 48.02 Réanimation
P0027 NCS - Service de Réanimation médicale / Hopital Hautepierre
CHAKFE Nabil NRP6 « Péle d'activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire 51.04 Chirurgie vasculaire ; médecine vascu-
P0029 Cs - Service de Chirurgie Vasculaire et de transplantation rénale / NHC laire / Option : chirurgie vasculaire
CHARLES Yann-Philippe NRPo6 « Pole de I'Appareil locomoteur 50.02 Chirurgie orthopédique ettraumatologique
MO0013 / P0172 NCS - Service de Chirurgie du rachis / Chirurgie B / HC
Mme CHARLOUX Anne NRP& « Pdle de Pathologie thoracique 44.02 Physiologie (option biologique)
P0028 NCS - Service de Physiologie et d’Explorations fonctionnelles / NHC
Mme CHARPIOT Anne NRPo6 « Pdle Téte et Cou - CETD 55.01  Oto-rhino-laryngologie
P0030 NCS - Serv. d'Oto-rhino-laryngologie et de Chirurgie cervico-faciale / HP
CHELLY Jameleddine NRPo6 « Péle de Biologie 47.04 Génétique (option biologique)
P0173 (O] - Laboratoire de Diagnostic génétique / NHC
Mme CHENARD-NEU Marie-  NRP6 « Pole de Biologie 42.03 Anatomie et cytologie pathologiques
Pierre (O] - Service de Pathologie / Hopital de Hautepierre (option biologique)
P0041
CLAVERT Philippe NRP6 < Pdle de I'Appareil locomoteur 42.01  Anatomie (option clinique, orthopédie
P0044 CS - Service d'Orthopédie / CCOM d’lilkirch traumatologique)
COLLANGE Olivier NRPG6 « Pdle d’Anesthésie / Réanimations chirurgicales / SAMU-SMUR 48.01 Anesthésiologie-Réanimation ;
PO193 NCS - Service d’Anesthésiologie-Réanimation Chirurgicale / NHC Médecine d’'urgence (option Anesthésio-
logie-Réanimation - Type clinique)
CRIBIER Bernard NRP6 « Pole d’Urologie, Morphologie et Dermatologie 50.03 Dermato-Vénéréologie
P0045 Cs - Service de Dermatologie / Hopital Civil
DANION Jean-Marie NRP& « Pole de Psychiatrie et de santé mentale
P0046 NCS - Service de Psychiatrie 1/ Hopital Civil 49.03 Psychiatrie d’adultes
de BLAY de GAIX Frédéric RPo « Pdle de Pathologie thoracique
P0048 Cs - Service de Pneumologie / Nouvel Hopital Civil 51.01 Pneumologie
DEBRY Christian NRP6 « Pole Téte et Cou - CETD
P0049 CS - Serv. d’Oto-rhino-laryngologie et de Chirurgie cervico-faciale / HP 55.01  Oto-rhino-laryngologie
de SEZE Jérome NRP6 -« Pdle Téte et Cou - CETD
P0057 NCS - Service de Neurologie / Hopital de Hautepierre 49.01 Neurologie
DERUELLE Philippe « Pdle de Gynécologie-Obstétrique 54.03 Gynécologie-Obstétrique; gynécologie
- Service de Gynécologie-Obstétrique / Hopital de Hautepierre médicale: option gynécologie-obsté-
trique
DIEMUNSCH Pierre RP6 « Pole d’Anesthésie / Réanimations chirurgicales / SAMU-SMUR 48.01 Anesthésiologie-réanimation
P0051 CS - Service d’Anesthésie-Réanimation Chirurgicale / Hopital de Hautepierre (option clinique)
Mme DOLLFUS-WALTMANN  NRPo « Pole de Biologie 47.04  Génétique (type clinique)
Hélene CsS - Service de Génétique Médicale / Hopital de Hautepierre
P0054
DUCLOS Bernard NRP& « Péle des Pathologies digestives, hépatiques et de la transplantation 52.01  Option : Gastro-entérologie
P0055 CS - Service d’'Hépato-Gastro-Entérologie et d’Assistance Nutritive / HP
DUFOUR Patrick (5) (7) S/nb « Centre Régional de Lutte contre le cancer Paul Strauss (convention) 47.02 Option : Cancérologie clinique
P0056 Cons
EHLINGER Matfhieu NRPo6 « Pdle de I'Appareil Locomoteur 50.02  Chirurgie Orthopédique et Traumatologique
P0188 NCS - Service de Chirurgie Orthopédique et de Traumatologie/Hbpital de Hautepierre
Mme ENTZ-WERLE Natacha NRP6 « Pole médico-chirurgical de Pédiatrie 54.01 Pédiatrie
P0059 NCS - Service de Pédiatrie Il / Hopital de Hautepierre
Mme FACCA Sybille NRPo6 « Péle de I'Appareil locomoteur 50.02 Chirurgie orthopédique et traumatologique
P0179 NCS - Service de la Main et des Nerfs périphériques / CCOM lllkirch
Mme FAFI-KREMER Samira NRPo6 « Pole de Biologie 45.01 Bactériologie-Virologie ; Hygiéne Hospitaliére
P0060 Cs - Laboratoire (Institut) de Virologie / PTM HUS et Faculté Option Bactériologie-Virologie biologique
FALCOZ Pierre-Emmanuel NRP& « Pdle de Pathologie thoracique 51.03 Chirurgie thoracique et cardio-vasculaire
P0052 NCS - Service de Chirurgie Thoracique / Nouvel Hopital Civil
GANGI Afshin RP6 « Pole d'Imagerie 43.02 Radiologie et imagerie médicale
P0062 Cs - Service d’'Imagerie A interventionnelle / Nouvel Hopital Civil (option clinique)
GAUCHER David NRP6 < Pdle des Spécialités Médicales - Ophtalmologie / SMO 55.02 Ophtalmologie
P0063 NCS - Service d’Ophtalmologie / Nouvel Hopital Civil
GENY Bernard NRP6 « Pole de Pathologie thoracique 44.02 Physiologie (option biologique)
P0064 CS - Service de Physiologie et d’'Explorations fonctionnelles / NHC
GEORG Yannick Péle d’activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire 51.04 Chirurgie vasculaire ; médecine vascu-
- Service de Chirurgie Vasculaire et de transplantation rénale / NHC laire / Option : chirurgie vasculaire
GICQUEL Philippe NRP&6  « Pole médico-chirurgical de Pédiatrie 54.02  Chirurgie infantile
P0065 Ccs - Service de Chirurgie Pédiatrique / Hopital Hautepierre
GOICHOT Bernard RPo « Pole de Médecine Interne, Rhumatologie, Nutrition, Endocrinologie, 54.04 Endocrinologie, diabéte et maladies
P0066 Diabétologie (MIRNED) métaboliques
Cs - Service de Médecine interne et de nutrition / HP
Mme GONZALEZ Maria NRP6  « Pdle de Santé publique et santé au travail 46.02 Médecine et santé au travail Travail
P0067 CS - Service de Pathologie Professionnelle et Médecine du Travail / HC




NOM et Prénoms Ccs* Services Hospitaliers ou Institut / Localisation Sous-sectionduConseilNationaldes Universités
GOTTENBERG Jacques-Eric NRPoO « Péle de Médecine Interne, Rhumatologie, Nutrition, Endocrinologie, 50.01 Rhumatologie
P0068 Diabétologie (MIRNED)
(O] - Service de Rhumatologie / Hopital Hautepierre
HANNEDOUCHE Thierry NRP6 « Pole de Spécialités médicales - Ophtalmologie / SMO 52.03 Néphrologie
P0071 Cs - Service de Néphrologie - Dialyse / Nouvel Hopital Civil
HANSMANN Yves NRP6 « Pole de Spécialités médicales - Ophtalmologie / SMO 45.03 Option : Maladies infectieuses
P0072 Cs - Service des Maladies infectieuses et tropicales / Nouvel Hopital Civil
HERBRECHT Raoul RP6 « Péle d’Oncolo-Hématologie 47.01 Hématologie ; Transfusion
P0074 NCS - Service d’hématologie et d’Oncologie / Hop. Hautepierre
HIRSCH Edouard NRP& < Pole Téte et Cou - CETD 49.01  Neurologie
P0075 NCS - Service de Neurologie / Hopital de Hautepierre
IMPERIALE Alessio NRP& < Pdle d'Imagerie
PO194 NCS - Service de Biophysique et de Médecine nucléaire/Hbpital de Hautepierre 43.01 Biophysique et médecine nucléaire
ISNER-HOROBET! Marie-Eve « Pole de Médecine Physique et de Réadaptation 49.05 Meédecine Physique et Réadaptation
P0189 - Institut Universitaire de Réadaptation / Clémenceau
JAULHAC Benoit NRP6 « Péle de Biologie 45.01 Option : Bactériologie-virologie (biolo-
P0078 CS - Institut (Laboratoire) de Bactériologie / PTM HUS et Faculté de Méd. gique)
Mme JEANDIDIER Nathalie NRPG6 « Péle de Médecine Interne, Rhumatologie, Nutrition, Endocrinologie, 54.04 Endocrinologie, diabéte et maladies
P0079 Diabétologie (MIRNED) métaboliques
CS - Service d’Endocrinologie, diabéte et nutrition / HC
Mme JESEL-MOREL Laurence « Péle d’activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire 51.02 Cardiologie
- Service de Cardiologie / Nouvel Hopital Civil
KALTENBACH Georges RPo6 « Pole de Gériatrie 53.01 Option : gériatrie et biologie du vieillis-
P0081 CS - Service de Médecine Interne - Gériatrie / Hopital de la Robertsau sement
KEMPF Jean-Francgois RP6 « Pole de I'Appareil locomoteur 50.02 Chirurgie orthopédique et traumatologique
P0083 CS - Centre de Chirurgie Orthopédique et de la Main-CCOM / llikirch
Mme KESSLER Laurence NRPo « Péle de Médecine Interne, Rhumatologie, Nutrition, Endocrinologie, 54.04 Endocrinologie, diabete et maladies
P0084 Diabétologie (MIRNED) métaboliques
NCS - Service d’Endocrinologie, Diabéte, Nutrition et Addictologie / Méd. B / HC
KESSLER Romain NRP& « Péle de Pathologie thoracique 51.01 Pneumologie
P0085 NCS - Service de Pneumologie / Nouvel Hopital Clvil
KINDO Michel NRP& « Pole d’activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire
PO195 NCS - Service de Chirurgie Cardio-vasculaire / Nouvel Hopital Civil 51.03 Chirurgie thoracique et cardio-vasculaire
KOPFERSCHMITT Jacques NRP& « Pole Urgences - Réanimations médicales / Centre antipoison 48.04 Thérapeutique (option clinique)
P0086 NCS - Service d’'Urgences médico-chirurgicales adultes/Nouvel Hopital Civil
Mme KORGANOW Anne- NRP6 « Péle de Spécialités médicales - Ophtalmologie / SMO 47.03 Immunologie (option clinique)
Sophie CS - Service de Médecine Interne et d'lmmunologie Clinique / NHC
P0087
KREMER Stéphane NRP6 « Pole d'Imagerie 43.02 Radiologie et imagerie médicale (option
MO0038 / P0174 (O] - Service Imagerie 2 - Neuroradio Ostéoarticulaire - Pédiatrie / HP clinique)
KUHN Pierre NRP6 -« Pdle médico-chirurgical de Pédiatrie 54.01 Pédiatrie
P0175 NCs - Service de Néonatologie et Réanimation néonatale (Pédiatrie 1)
/ Hopital de Hautepierre
KURTZ Jean-Emmanuel NRP&  « Pdle d’Onco-Hématologie 47.02 Option : Cancérologie (clinique)
P0089 (O] - Service d’hématologie et d'Oncologie / Hopital Hautepierre
Mme LALANNE-TONGIO « Pole de Psychiatrie et de santé mentale 49.03 Psychiatrie d’adultes
Laurence - Service de Psychiatrie | / Hopital Civil
LANG Hervé NRP& « Pole de Chirurgie plastique reconstructrice et esthétique, Chirurgie maxillo- ~ 52.04  Urologie
P0090 faciale, Morphologie et Dermatologie
NCS - Service de Chirurgie Urologique / Nouvel Hopital Civil
LANGER Bruno RP6 « Péle de Gynécologie-Obstétrique 54.03 Gynécologie-Obstétrique ; gynécologie
P0091 NCS - Service de Gynécologie-Obstétrique / Hopital de Hautepierre médicale : option gynécologie-Obstétrique
LAUGEL Vincent NRP& « Pdle médico-chirurgical de Pédiatrie 54.01 Pédiatrie
P0092 CS - Service de Pédiatrie 1 / Hopital Hautepierre
LE MINOR Jean-Marie NRP6 « Péle d'Imagerie 42.01 Anatomie
P0190 NCS - Institut d’Anatomie Normale / Faculté de Médecine
- Service de Neuroradiologie, d'imagerie Ostéoarticulaire et interventionnelle/
Hopital de Hautepierre
LIPSKER Dan NRP6 « Pdle de Chirurgie plastique reconstructrice et esthétique, Chirurgie maxillo- ~ 50.03 Dermato-vénéréologie
P0093 faciale, Morphologie et Dermatologie
NCS - Service de Dermatologie / Hopital Civil
LIVERNEAUX Philippe NRP&  « Pole de I'Appareil locomoteur 50.02 Chirurgie orthopédique et traumatologique
P0094 Cs - Service de Chirurgie de la main - CCOM / lllkirch
MALOUF GABRIEL « Pole d’Onco-hématologie 47.01  Hématologie: transfusion
- Service d’Hématologie et d’Oncologie / Hopital de Hautepierre
MARESCAUX Christian (5) NRP& - Pole Téte et Cou - CETD 49.01  Neurologie
P0097 NCS -Service de Neurologie / Hopital de Hautepierre
MARK Manuel NRP& < Pole de Biologie 54.05 Biologie et médecine du développement
P0098 NCS - Laboratoire de Cytogénétique, Cytologie et Histologie quantitative / Hopital et de la reproduction (option biologique)
de Hautepierre
MARTIN Thierry NRP6  * Pdle de Spécialités médicales - Ophtalmologie / SMO 47.03  Immunologie (option clinique)
NCS - Service de Médecine Interne et d’lmmunologie Clinique / NHC

P0099




NOM et Prénoms cs* Services Hospitaliers ou Institut / Localisation Sous-section du Conseil National des Universités
MASSARD Gilbert NRP& -« Pdle de Pathologie thoracique
PO100 NCS - Service de Chirurgie Thoracique / Nouvel Hopital Civil 51.03 Chirurgie thoracique et cardio-vasculaire
Mme MATHELIN Carole NRPS « Pé6le de Gynécologie-Obstétrique Gynécologie-Obstétrique ; Gynécologie
PO101 NCS - Unité de Sénologie - Hopital Civil 54.03 Meédicale
MAUVIEUX Laurent NRP& « Pdle d’Onco-Hématologie 47.01 Hématologie ; Transfusion
PO102 Cs - Laboratoire d’Hématologie Biologique - Hopital de Hautepierre Option Hématologie Biologique
« Institut d’Hématologie / Faculté de Médecine
MAZZUCOTELLI Jean-Philippe RP6 « Pole d’activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire 51.03 Chirurgie thoracique et cardio-vasculaire
P0103 Cs - Service de Chirurgie Cardio-vasculaire / Nouvel Hopital Civil
MERTES Paul-Michel NRP&  « Pole d’Anesthésiologie / Réanimations chirurgicales / SAMU-SMUR 48.01 Option : Anesthésiologie-Réanimation
PO104 (O] - Service d’Anesthésiologie-Réanimation chirurgicale / Nouvel Hopital Civil (type mixte)
MEYER Nicolas NRP6  « Pdle de Santé publique et Santé au travail 46.04 Biostatistiques, Informatique Médicale et Tech-
PO105 NCS - Laboratoire de Biostatistiques / Hopital Civil nologies de Communication (option biologique)
« Biostatistiques et Informatique / Faculté de médecine / Hopital Civil
MEZIANI Ferhat NRP& « Pole Urgences - Réanimations médicales / Centre antipoison 48.02 Réanimation
P0106 NCS - Service de Réanimation Médicale / Nouvel Hopital Civil
MONASSIER Laurent NRP6 « Pole de Pharmacie-pharmacologie 48.03 Option : Pharmacologie fondamentale
P0107 (O] « Unité de Pharmacologie clinique / Nouvel Hopital Civil
MOREL Olivier NRP6  * Pole d’activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire 51.02 Cardiologie
P0108 NCS - Service de Cardiologie / Nouvel Hopital Civil
MOULIN Bruno NRPo  « Pole de Spécialités médicales - Ophtalmologie / SMO 52.03 Néphrologie
P0109 (O] - Service de Néphrologie - Transplantation / Nouvel Hopital Civil
MUTTER Didier RP6 « Pole Hépato-digestif de 'Hopital Civil 52.02  Chirurgie digestive
PO111 Cs - Service de Chirurgie Digestive / NHC
NAMER lzzie Jacques NRP6  « Péle d'lmagerie 43.01  Biophysique et médecine nucléaire
PO112 Cs - Service de Biophysique et de Médecine nucléaire / Hautepierre / NHC
NISAND lIsragl NRP6  * Pdle de Gynécologie-Obstétrique 54.03 Gynécologie-Obstétrigue ; gynécologie
PO113 NCS - Service de Gynécologie Obstétrique / Hopital de Hautepierre médicale : option gynécologie-Obstétrique
NOEL Georges - Centre Régional de Lutte Contre le Cancer Paul Strauss (parconvention) 47.02  Cancérologie ; Radiothérapie
Po114 NCS - Département de radiothérapie Option Radiothérapie biologique
OHLMANN Patrick NRP6  * Péle d'activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire 51.02 Cardiologie
PO115 Cs - Service de Cardiologie / Nouvel Hépital Civil
Mme OLLAND Anne « Pole d'activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire 51.03  Chirurgie thoracique et cardio-vasculaire
- Service de Chirurgie thoracique / Nouvel Hopital Civil
Mme PAILLARD Catherine NRP&S « Pole médico-chirurgicale de Pédiatrie 54.01 Pédiatrie
PO180 CS - Service de Pédiatrie 11l / Hopital de Hautepierre
PELACCIA Thierry « Pole d’Anesthésie / Réanimation chirurgicales / SAMU-SMUR 48.02 Réanimation et anesthésiologie
- Service SAMU/SMUR Option : Médecine d’urgences
Mme PERRETTA Silvana NRP6  + Pdle Hépato-digestif de I'Hopital Civil 52.02 Chirurgie digestive
PO117 NCS - Service d’Urgence, de Chirurgie Générale et Endocrinienne / NHC
PESSAUX Patrick NRP& « Pole des Pathologies digestives, hépatiques et de latransplantation 53.02 Chirurgie Générale
PO118 NCS - Service d'Urgence, de Chirurgie Générale et Endocrinienne / NHC
PETIT Thierry « Centre Régional de Lutte Contre le Cancer - Paul Strauss (par convention) ~ 47.02  Cancérologie ; Radiothérapie
P0O119 CDp - Département de médecine oncologique Option : Canceérologie Clinique
PIVOT Xavier « Centre Régional de Lutte Contre le Cancer - Paul Strauss (par convention)  47.02 Cancérologie ; Radiothérapie
- Département de médecine oncologique Option : Canceérologie Clinique
POTTECHER Julien NRP6 -« Pdle d’Anesthésie / Réanimations chirurgicales / SAMU-SMUR
PO181 NCS - Service d’Anesthésie et de Réanimation Chirurgicale / Hopital de Hautepierre  48.01  Anesthésiologie-réanimation ;
Médecine d’urgence (option clinique)
PRADIGNAC Alain NRPG6 « Pole de Médecine Interne, Rhumatologie, Nutrition, Endocrinologie, 44.04 Nutrition
P0123 NCS Diabétologie (MIRNED)
- Service de Médecine interne et nutrition / HP
PROUST Frangois NRP6 « Pole Téte et Cou 49.02 Neurochirurgie
P0182 (O] - Service de Neurochirurgie / Hopital de Hautepierre
Mme QUOIX Elisabeth NRP6 -« Pdle de Pathologie thoracique 51.01 Pneumologie
P0124 Cs - Service de Pneumologie / Nouvel Hopital Civil
Pr RAUL Jean-Sébastien NRP6 « Péle de Biologie 46.03 Médecine Légale et droit de la santé
P0125 CS - Service de Médecine Légale, Consultation d’Urgences médico-judiciaires
et Laboratoire de Toxicologie / Faculté et NHC
« Institut de Médecine Légale / Faculté de Médecine
REIMUND Jean-Marie NRP& « Pole des Pathologies digestives, hépatiques et de la transplantation 52.01  Option : Gastro-entérologie
P0126 NCS - Service d’Hépato-Gastro-Entérologie et d’Assistance Nutritive / HP
Pr RICCI Roméo NRP6 « Pole de Biologie 44.01 Biochimie et biologie moléculaire
PO127 NCS - Laboratoire de Biochimie et de Biologie moléculaire / HP
ROHR Serge NRP6 « Pole des Pathologies digestives, hépatiques et de la transplantation 53.02 Chirurgie générale
P0128 (O] - Service de Chirurgie générale et Digestive / HP
Mme ROSSIGNOL -BERNARD NRP6  « Pdle médico-chirurgical de Pédiatrie 54.01 Pédiatrie
Sylvie Cs - Service de Pédiatrie | / Hopital de Hautepierre

PO196




NOM et Prénoms Ccs* Services Hospitaliers ou Institut / Localisation Sous-sectionduConseilNational des Universités
ROUL Gérald NRP6 « Péle d'activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire 51.02 Cardiologie
P0129 NCS - Service de Cardiologie / Nouvel Hopital Civil
Mme ROY Catherine NRP6  * Pdle d'Imagerie 43.02 Radiologie et imagerie médicale (opt clinique)
P0140 Cs - Serv. d'Imagerie B - Imagerie viscérale et cardio-vasculaire / NHC
SAUDER Philippe NRPo  * Pole Urgences - Réanimations médicales / Centre antipoison 48.02 Réanimation
P0142 Cs - Service de Réanimation médicale / Nouvel Hopital Civil
SAUER Arnaud NRP&S « Pole de Spécialités médicales - Ophtalmologie / SMO 55.02 Ophtalmologie
P0183 NCsS - Service d’'Ophtalmologie / Nouvel Hopital Civil
SAULEAU Erik-André NRP& « Pole de Santé publique et Santé au travail 46.04 Biostatigtiques, Informatique médicale et
PO184 NCS - Laboratoire de Biostatistiques / Hopital Civil Technologies de Communication

« Biostatistiques et Informatique / Faculté de médecine / HC (option biologique)
SAUSSINE Christian RP6 « Péle d’Urologie, Morphologie et Dermatologie 52.04 Urologie
P0143 (O] - Service de Chirurgie Urologique / Nouvel Hépital Civil
SCHNEIDER Francis RP& « Pdle Urgences - Réanimations médicales / Centre antipoison 48.02 Réanimation
PO144 Cs - Service de Réanimation médicale / Hopital de Hautepierre
Mme SCHRODER Carmen NRP6 « Péle de Psychiatrie et de santé mentale 49.04 Pédopsychiatrie ; Addictologie
P0185 Cs - Service de Psychothérapie pour Enfants et Adolescents / Hopital Civil
SCHULTZ Philippe NRP6  * Pole Téte et Cou - CETD 55.01  Oto-rhino-laryngologie
P0145 NCS - Serv. d’Oto-rhino-laryngologie et de Chirurgie cervico-faciale / HP
SERFATY Lawrence NRPo6 « Pdle des Pathologies digestives, hépatiques et de la transplantation 52.01 Gastro-entérologie ; Hépatologie ;
P0197 NCS - Service d'Hépato-Gastro-Entérologie et d’Assistance Nutritive / HP Addictologie
Option : Hépatologie
SIBILIA Jean NRP& « Pole de Médecine Interne, Rhumatologie, Nutrition, Endocrinologie, 50.01 Rhumatologie
PO146 Diabétologie (MIRNED)
NCS - Service de Rhumatologie / Hopital Hautepierre
Mme SPEEG-SCHATZ Claude RP& « Pole de Spécialités médicales - Ophtalmologie / SMO 55.02 Ophtalmologie
P0147 CSs - Service d'Ophtalmologie / Nouvel Hopital Civil
STEIB Jean-Paul NRP& < Pole de I'Appareil locomoteur 50.02 Chirurgie orthopédique et traumatologique
P0149 CS - Service de Chirurgie du rachis / Hopital Civil
STEPHAN Dominique NRPo  * Pole d'activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire 51.04 Option : Médecine vasculaire
P0150 Cs - Service des Maladies vasculaires - HTA - Pharmacologie clinique / Nouvel
Hopital Civil
THAVEAU Fabien NRP&  « Pdle d’activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire 51.04 Option : Chirurgie vasculaire
P0152 NCS - Service de Chirurgie vasculaire et de transplantation rénale / NHC
Mme TRANCHANT Christine NRP6 -« Pdle Téte et Cou - CETD 49.01 Neurologie
P0153 Cs - Service de Neurologie / Hopital de Hautepierre
VEILLON Francis NRPo6 « Péle d'lmagerie 43.02 Radiologie et imagerie médicale
P0O155 Cs - Service d’'Imagerie 1 - Imagerie viscérale, ORL et mammaire / Hopital (option clinique)
Hautepierre

VELTEN Michel NRP& « Pole de Santé publique et Santé au travail 46.01 Epidémiologie, économie de la santé
P0156 NCS - Département de Santé Publique / Secteur 3 - Epidémiologie et Economie et prévention (option biologique)

de la Santé / Hopital Civil
« Laboratoire d’Epidémiologie et de santé publique / HC / Fac de Médecine
(o] « Centre de Lutte contre le Cancer Paul Strauss - Serv. Epidémiologie et
de biostatistiques

VETTER Denis NRPo6 - Pdle de Médecine Interne, Rhumatologie, Nutrition, Endocrinologie, 52.01 Option : Gastro-entérologie
PO157 NCS Diabétologie (MIRNED)
- Service de Médecine Interne, Diabéte et Maladies métaboliques/HC
VIDAILHET Pierre NRPo6 « Pole de Psychiatrie et de santé mentale 49.03 Psychiatrie d’adultes
P0158 NCS - Service de Psychiatrie | / Hopital Civil
VIVILLE Stéphane NRP&  « Pdle de Biologie 54.05 Biologie et médecine du développement
P0159 NCS - Laboratoire de Parasitologie et de Pathologies tropicales / Fac. de Médecine et de la reproduction (option biologique)
VOGEL Thomas NRP6 + Péle de Gériatrie 51.01  Option: Gériatrie etbiologie du vieillissement
P0160 Cs -Service de soins de suite etréadaptations gériatriques /Hopital delaRobertsau
WEBER Jean-Christophe Pierre  NRP6  « Pdle de Spécialités médicales - Ophtalmologie / SMO 53.01 Option : Médecine Interne
P0162 Cs - Service de Médecine Interne / Nouvel Hopital Civil
WOLF Philippe NRP& -+ Pdle des Pathologies digestives, hépatiques et de la transplantation 53.02 Chirurgie générale
P0164 NCS - Service de Chirurgie Générale et de Transplantations multiorganes /HP
- Coordonnateur des activités de prélévements et transplantations des HU
Mme WOLFF Valérie + Pdle Téte et Cou 49.01  Neurologie

- Service de Neurochirurgie / Hopital de Hautepierre




NOM et Prénoms cs* Services Hospitaliers ou Institut / Localisation Sous-sectiondu Conseil National des Universités

HC : Hopital Civil - HP : Hopital de Hautepierre - NHC : Nouvel Hopital Civil

*: CS (Chef de service) ou NCS (Non Chef deservice hospitalier) Cspi : Chef de service par intérim CSp : Chef de service provisoire (un an)
CU : Chef d'unité fonctionnelle

P6 : Pole RP6 (Responsable de Pdle) ou NRP6 (Non Responsable de Pdle)

Cons. : Consultanat hospitalier (poursuite des fonctions hospitalieres sans chefferie de service) Dir : Directeur

(1) En surnombre universitaire jusqu’au 31.08.2018

(7) Consultant hospitalier (pour un an) éventuellement renouvelable -->31.08.2017
(5) En surnombre universitaire jusqu’au 31.08.2019 (8) Consultant hospitalier (pour une 2eme année) --> 31.08.2017
(6) En surnombre universitaire jusqu’au 31.08.2017 (9) Consultant hospitalier (pour une 3éme année) --> 31.08.2017

A4 - PROFESSEUR ASSOCIE DES UNIVERSITES

HABERSETZER Frangois CS Pole Hépato-digestif 4190 52.01 Gastro-Entérologie
Service de Gastro-Entérologie - NHC
CALVEL Laurent NRP6 Péle Spécialités médicales - Ophtalmologie / SMO 55.02 Ophtalmologie
CsS Service de Soins palliatifs / NHC

SALVAT Eric Centre d’Evaluation et de Traitement de la Douleur




mo112| B1 - MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITALIERS (MCU-PH)

NOM et Prénoms CcS* Services F liers ou Institut / L li: Sous-section du Conseil National des Universités
AGIN Arnaud « Péle d'Imagerie
MO0001 - Service de Biophysique et de Médecine nucléaire/Hopital de Hautepierre 43.01 Biophysique et Médecine nucléaire
Mme ANTAL Maria Cristina « Péle de Biologie 42.02 Histologie, Embryologie et Cytogénétique
M0003 - Service de Pathologie / Hautepierre (option biologique)
« Faculté de Médecine / Institut d’Histologie
Mme ANTONI Delphine « Centre de lutte contre le cancer Paul Strauss 47.02 Cancérologie ; Radiothérapie
MO0109
ARGEMI Xavier « Péle de Spécialités médicales - Ophtalmologie / SMO 45.03 Maladiesinfectieuses; Maladiestropicales
M0112 - Service des Maladies infectieuses et tropicales / Nouvel Hopital Civil Option : Maladies infectieuses
Mme AYME-DIETRICH Estelle « Pole de Parmacologie 48.03 Option: pharmacologie fondamentale
- Unité de Pharmacologie clinique / NHC
Mme BARNIG Cindy « Péle de Pathologie thoracique 44.02 Physiologie
MO0110 - Service de Physiologie et d’Explorations Fonctionnelles / NHC
Mme BARTH Heidi « Péle de Biologie 45.01 Bactériologie - Virologie
M0005 - Laboratoire de Virologie / Hopital Civil (Option biologique)
(Dispo > 31.12.2018)
Mme BIANCALANA Valérie « Pdle de Biologie
M0008 - Laboratoire de Diagnostic Génétique / Nouvel Hopital Civil 47.04 Génétique (option biologique)
BLONDET Cyrille « Péle d'Imagerie
MO0091 - Service de Biophysique et de Médecine nucléaire/Hopital de Hautepierre 43.01 Biophysique et médecine nucléaire
BONNEMAINS Laurent « Pole d’activité médico-chirurgicale Cardio-vasculaire o
M0099 - Service de Chirurgie cardio-vasculaire / Nouvel Hopital Civil 54.01 Pédiatrie
BOUSIGES Olivier « Péle de Biologie
MO0092 - Laboratoire de Biochimie et de Biologie moléculaire / HP 44.01 Biochimie et biologie moléculaire
CARAPITO Raphaél « Pdle de Biologie
M0113 - Laboratoire d’lmmunologie biologique / Nouvel Hopital Civil 47.03 Immunologie
CAZZATO Roberto « Péle d'Imagerie 43.02 Radiologie et imagerie médicale (option
- Service d’'Imagerie A interventionnelle / NHC clinique)
CERALINE Jocelyn « Péle d’'Oncologie et d’Hématologie
MO0012 - Service d'Oncologie et d’'Hématologie / HP 47.02 Cancérologie ; Radiothérapie
(option biologique)
CHOQUET Philippe « Péle d'Imagerie
M0014 - Service de Biophysique et de Médecine nucléaire / HP 43.01 Biophysique et médecine nucléaire
COLLONGUES Nicolas « Pole Téte et Cou-CETD 49.01 Neurologie
M0016 - Centre d'Investigation Clinique / NHC et HP
DALI-YOUCEF Ahmed Nassim « Pole de Biologie
M0017 - Laboratoire de Biochimie et Biologie moléculaire / NHC 44.01  Biochimie et biologie moléculaire
Mme de MARTINO Sylvie « Pole de Biologie Bactériologie-virologie
M0018 - Laboratoire de Bactériologie / PTM HUS et Faculté de Médecine 45.01 Option bactériologie-virologie biologique
Mme DEPIENNE Christel « Pdle de Biologie
MO0100 (Dispo->15.08.18) CS - Laboratoire de Cytogénétique / HP 47.04 Génétique
DEVYS Didier « Pole de Biologie
M0019 - Laboratoire de Diagnostic génétique / Nouvel Hopital Civil 47.04 Génétique (option biologique)
DOLLE Pascal « Péle de Biologie
M0021 -Laboratoire de Biochimie et biologie moléculaire / NHC 44.01 Biochimie et biologie moléculaire
Mme ENACHE lIrina « Pole de Pathologie thoracique
M0024 - Service de Physiologie et d’Explorations fonctionnelles / NHC 44.02 Physiologie
FILISETTI Denis « Péle de Biologie 45.02 Parasitologie et mycologie (option bio-
M0025 - Labo. de Parasitologie et de Mycologie médicale / PTM HUS et Faculté logique)
FOUCHER Jack « Institut de Physiologie / Faculté de Médecine
M0027 « Péle de Psychiatrie et de santé mentale 44.02 Physiologie (option clinique)
- Service de Psychiatrie | / Hopital Civil
GUERIN Eric « Péle de Biologie
M0032 - Laboratoire de Biochimie et de Biologie moléculaire / HP 44.03 Biologie cellulaire (option biologique)
Mme HARSAN-RASTEI Laura - Pole d'Imagerie
- Service de Biophysique et de Médecine nucléaire/Hopital de Hautepierre 43.01 Biophysique et médecine nucléaire
Mme HEIMBURGER Céline « Pole d'Imagerie
- Service de Biophysique et de Médecine nucléaire/Hdpital de Hautepierre 43.01 Biophysique et médecine nucléaire
Mme HELMS Julie « Pole d'Urgences / Réanimations médicales / CAP 48.02 Réanimation ; Médecine d'urgence
M0114 - Service de Réanimation médicale / Nouvel Hopital Civil Option : Réanimation
HUBELE Fabrice « Pole d'Imagerie 43.01 Biophysique et médecine nucléaire
M0033 - Service de Biophysique et de Médecine nucléaire / HP et NHC
Mme JACAMON-FARRUGIA « Pole de Biologie
Audrey - Service de Médecine Légale, Consultation d’'Urgences médico-judiciaires et 46.03 Médecine Légale et droit de la santé
MO0034 Laboratoire de Toxicologie / Faculté et HC
« Institut de Médecine Légale / Faculté de Médecine
JEGU Jérémie . Péle_de Santé publiqu_e et Santé_au (rav_ail
M0101 - Service de Santé Publique / Hopital Civil 46.01 Epidémiologie, Economie de la santé et

Prévention (option biologique)




NOM et Prénoms Ccs* Services Hospitaliers ou Institut / Localisation Sous-section du Conseil National des Universités
JEHL Frangois « Péle de Biologie
M0035 - Institut (Laboratoire) de Bactériologie / PTM HUS et Faculté 45.01  Option : Bactériologie-virologie (biolo-
gique)
KASTNER Philippe « Péle de Biologie
M0089 - Laboratoire de diagnostic génétique / Nouvel Hopital Civil 47.04 Génétique (option biologique)
Mme KEMMEL Véronique « Pole de Biologie
MO0036 - Laboratoire de Biochimie et de Biologie moléculaire / HP 44.01 Biochimie et biologie moléculaire
Mme LAMOUR Valérie « Péle de Biologie
M0040 - Laboratoire de Biochimie et de Biologie moléculaire / HP 44.01  Biochimie et biologie moléculaire
Mme LANNES Béatrice « Institut d’Histologie / Faculté de Médecine
M0041 « Pole de Biologie Histologie, Embryologie et Cytogénétique
- Service de Pathologie / Hopital de Hautepierre 42.02 (option biologique)
LAVAUX Thomas « Pole de Biologie
M0042 - Laboratoire de Biochimie et de Biologie moléculaire / HP 44.03 Biologie cellulaire
LAVIGNE Thierry « Pole de Santé Publique et Santé au travail
MO0043 CS - Service d’Hygiéne hospitaliére et de médecine préventive / PTM etHUS 46.01 Epidémiologie, économie de la santé et
- Equipe opérationnelle d’'Hygiéne prévention (option biologique)
Mme LEJAY Anne « Pole de Pathologie thoracique
M0102 - Service de Physiologie et d’Explorations fonctionnelles / NHC 44.02 Physiologie (Biologique)
LENORMAND Cédric « Péle de Chirurgie maxillo-faciale, Morphologie et Dermatologie
M0103 - Service de Dermatologie / Hopital Civil 50.03 Dermato-Vénéréologie
LEPILLER Quentin « Péle de Biologie 45.01 Bactériologie-Virologie ; Hygiéne
MO0104 - Laboratoire de Virologie / PTM HUS et Faculté de Médecine hospitaliere (Biologique)
(Dispo - 31.08.2018)
Mme LETSCHER-BRU Valérie « Pole de Biologie
M0045 - Laboratoire de Parasitologie et de Mycologie médicale / PTM HUS 45.02 Parasitologie et mycologie
« Institut de Parasitologie / Faculté de Médecine (option biologique)
LHERMITTE Benoit « Péle de Biologie
M0115 - Service de Pathologie / Hopital de Hautepierre 42.03 Anatomie et cytologie pathologiques
Mme LONSDORFER-WOLF « Institut de Physiologie Appliquée - Faculté de Médecine
Evelyne « Pdle de Pathologie thoracique
M0090 - Service de Physiologie et d’Explorations fonctionnelles / NHC 44.02 Physiologie
LUTZ Jean-Christophe « Péle de Chirurgie plastique reconstructrice et esthétique, Chirurgie maxillo-
M0046 faciale, Morphologie et Dermatologie 55.03 Chirurgie maxillo-faciale et stomatologie
- Serv. de Chirurgie Maxillo-faciale, plastique reconstructrice et esthétique/HC
MEYER Alain « Institut de Physiologie / Faculté de Médecine
M0093 « Pdle de Pathologie thoracique
- Service de Physiologie et d’Explorations fonctionnelles / NHC 44.02 Physiologie (option biologique)
MIGUET Laurent « Péle de Biologie 44.03 Biologie cellulaire
M0047 - Laboratoire d’Hématologie biologique / Hopital de Hautepierre et NHC (type mixte : biologique)
Mme MOUTOU Céline « Pole de Biologie 54.05 Biologie et médecine du développement
ép. GUNTHNER CS - Laboratoire de Diagnostic préimplantatoire / CMCO Schiltigheim et de la reproduction (option biologique)
MO0049
MULLER Jean « Pole de Biologie
MO0050 - Laboratoire de Diagnostic génétique / Nouvel Hopital Civil 47.04  Génétique (option biologique)
NOLL Eric « Péle d’Anesthésie Réanimation Chirurgicale SAMU-SMUR 48.01 Anesthésiologie-Réanimation ; Méde-
M0111 - Service Anesthésiologie et de Réanimation Chirurgicale - Hopital Hautepierre cine d'urgence
Mme NOURRY Nathalie « Péle de Santé publique et Santé au travail 46.02 Médecine et Santé au Travail (option
MO0011 - Service de Pathologie professionnelle et de Médecine du travail - HC clinique)
PENCREAC’H Erwan « Péle de Biologie
M0052 - Laboratoire de Biochimie et biologie moléculaire / Nouvel Hopital Civil 44.01 Biochimie et biologie moléculaire
PFAFF Alexander « Pdle de Biologie
M0053 - Laboratoire de Parasitologie et de Mycologie médicale / PTM HUS 45.02 Parasitologie et mycologie
Mme PITON Amélie « Pole de Biologie 47.04 Génétique (option biologique)
MO0094 - Laboratoire de Diagnostic génétique / NHC
PREVOST Gilles « Péle de Biologie 45.01 Option : Bactériologie-virologie (biolo-
MO0057 - Institut (Laboratoire) de Bactériologie / PTM HUS et Faculté gique)
Mme RADOSAVLJEVIC « Pole de Biologie
Mirjana - Laboratoire d’lmmunologie biologique / Nouvel Hopital Civil 47.03 Immunologie (option biologique)
MO0058
Mme REIX Nathalie « Pdle de Biologie 43.01 Biophysique et médecine nucléaire
M0095 - Labo. d’Explorations fonctionnelles par les isotopes / NHC
« Institut de Physique biologique / Faculté de Médecine
RIEGEL Philippe « Péle de Biologie 45.01  Option : Bactériologie-virologie (biolo-
MO0059 - Institut (Laboratoire) de Bactériologie / PTM HUS et Faculté gique)
ROGUE Patrick (cf. A2) « Péle de Biologie 44.01 Biochimie et biologie moléculaire
MO0060 - Laboratoire de Biochimie et biologie moléculaire / NHC (option biologique)
Mme ROLLAND Delphine « Péle de Biologie 44.03 Biologie cellulaire
- Laboratoire d’Hématologie biologique / NHC (type mixte : biologique)
ROMAIN Benoit « Pole des Pathologies digestives, hépatiques et de la transplantation
MO0061 - Service de Chirurgie générale et Digestive / HP 53.02 Chirurgie générale
Mme RUPPERT Elisabeth « Pole Téte et Cou
- Service de Neurologie - Unité de Pathologie du Sommeil / Hopital Civil 49.01  Neurologie

M0106
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liers ou Institut / L
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Mme SABOU Alina
MO0096

« Pole de Biologie

- Laboratoire de Parasitologie et de Mycologie médicale / PTM HUS

« Institut de Parasitologie / Faculté de Médecine

45.02 Parasitologie et mycologie
(option biologique)

Mme SAMAMA Brigitte
MO0062

« Institut d’Histologie / Faculté de Médecine

42.02 Histologie, Embryologie et Cytogénétique
(option biologique)

Mme SCHEIDECKER Sophie

« Pole de Biologie

- Laboratoire de Diagnostic génétique / Nouvel Hopital Civil

47.04 Génétique (option biologique)

Mme SCHNEIDER Anne
MO0107

« Péle médico-chirurgical de Pédiatrie

- Service de Chirurgie pédiatrique / Hopital de Hautepierre

54.02  Chirurgie Infantile

SCHRAMM Frédéric
MO0068

« Pdle de Biologie

- Institut (Laboratoire) de Bactériologie / PTM HUS et Faculté

45.01  Option : Bactériologie-virologie (biolo-
gique)

Mme SOLIS Morgane

« Pole de Biologie

- Laboratoire de Diagnostic Génétique / Nouvel Hopital Civil

47.04 Génétique (option biologique)

Mme SORDET Christelle

« Pole de Médecine Interne, Rhumatologie, Nutrition, Endocrinologie,

M0069 Diabétologie (MIRNED) 50.01 Rhumatologie
- Service de Rhumatologie / Hopital de Hautepierre
TALHA Samy « Pdle de Pathologie thoracique
MO0070 - Service de Physiologie et explorations fonctionnelles / NHC 44.02 Physiologie (option clinique)
Mme TALON Isabelle « Péle médico-chirurgical de Pédiatrie 54.02 Chirurgie infantile
M0039 - Service de Chirurgie Infantile / Hopital Hautepierre .
TELETIN Marius « Péle de Biologie
MO0071 - Service de Biologie de la Reproduction / CMCO Schiltigheim

54.05 Biologie et médecine du développement
et de la reproduction (option biologique)

Mme URING-LAMBERT Béa-
trice

« Institut d’lmmunologie / HC
« Pdle de Biologie

MO0073 - Laboratoire d’lmmunologie biologique / Nouvel Hopital Civil 47.03  Immunologie (option biologique)
VALLAT Laurent « Pdle de Biologie Hématolggie H Tra_nsf\_Jsion_

M0074 - Laboratoire d’Hématologie Biologique - Hopital de Hautepierre 47.01  Option Hématologie Biologique

Mme VILLARD Odile « Pole de Biologie

MO0076 - Labo. de Parasitologie et de Mycologie médicale / PTM HUS et Fac 45.02 Parasitologie et mycologie (option bio-

logique)

Mme WOLF Michéle

» Chargé de mission - Administration générale
- Direction de la Qualité / Hopital Civil

Mo010 48.03  Option : Pharmacologie fondamentale
Mme ZALOSZYC Ariane « Péle Médico-Chirurgical de Pédiatrie o
ép. MARCANTONI - Service de Pédiatrie | / Hopital de Hautepierre 54.01 Pediatrie
M0116
ZOLL Joffrey « Pole de Pathologie thoracique
M0077 - Service de Physiologie et d’Explorations fonctionnelles / HC 44.02 Physiologie (option clinique)
B2 - PROFESSEURS DES UNIVERSITES (monoappartenant)
Pr BONAH Christian P0166 Département d’'Histoire de la Médecine / Faculté de Médecine 72. Epistémologie - Histoire des sciences et des

Mme la Pre RASMUSSEN Anne  P0186

Département d’Histoire de la Médecine / Faculté de Médecine

72.

techniques

Epistémologie - Histoire des Sciences et des
techniques

B3 - MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES (monoappartenant)

Mr KESSEL Nils

Mr LANDRE Lionel

Mme THOMAS Marion

Mme SCARFONE Marianna MO0082

Département d’Histoire de la Médecine / Faculté de Médecine
ICUBE-UMR 7357 - Equipe IMIS / Faculté de Médecine
Département d'Histoire de la Médecine / Faculté de Médecine

Département d'Histoire de la Médecine / Faculté de Médecine

72.

69.

72.

72.

Epistémologie - Histoire des Sciences et des
techniques

Neurosciences

Epistémologie - Histoire des Sciences et des
techniques

Epistémologie - Histoire des Sciences et des
techniques

B4 - MAITRE DE CONFERENCE DES UNIVERSITES DE MEDECINE GENERALE

Mme CHAMBE Juliette M0108

Département de Médecine générale / Faculté de Médecine

53.03 Médecine générale (01.09.15)
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C - ENSEIGNANTS ASSOCIES DE MEDECINE GENERALE
C1 - PROFESSEURS ASSOCIES DES UNIVERSITES DE M. G. (mi-temps)

Pr Ass. GRIES Jean-Luc M0084 Médecine générale (01.09.2017)
Pr Ass. KOPP Michel P0167 Médecine générale (depuis le 01.09.2001, renouvelé jusqu’au 31.08.2016)

C2 - MAITRE DE CONFERENCES DES UNIVERSITES DE MEDECINE GENERALE - TITULAIRE

Dre CHAMBE Juliette M0108 53.03 Médecine générale (01.09.2015)

C3 - MAITRES DE CONFERENCES ASSOCIES DES UNIVERSITES DE M. G. (mi-temps)

Dre BERTHOU anne M0109 Médecine générale (01.09.2015 au 31.08.2018)
Dr BREITWILLER-DUMAS Claire Médecine générale (01.09.2016 au 31.08.2019)
Dr GUILLOU Philippe MO0089 Médecine générale (01.11.2013 au 31.08.2016)
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Dr SANSELME Anne-Elisabeth Médecine générale

D - ENSEIGNANTS DE LANGUES ETRANGERES
D1 - PROFESSEUR AGREGE, PRAG et PRCE DE LANGUES

Mme ACKER-KESSLER Pia M0085 Professeure certifiée d’Anglais (depuis 01.09.03)
Mme CANDAS Peggy M0086 Professeure agrégée d’Anglais (depuis le 01.09.99)
Mme SIEBENBOUR Marie-Noélle  M0087 Professeure certifiée d’Allemand (depuis 01.09.11)
Mme JUNGER Nicole M0088 Professeure certifiée d’Anglais (depuis 01.09.09)
Mme MARTEN Susanne M0098 Professeure certifiée d’Allemand (depuis 01.09.14)

E - PRATICIENS HOSPITALIERS - CHEFS DE SERVICE NON UNIVERSITAIRES

Dr ASTRUC Dominique NRP6 « Péle médico-chirurgical de Pédiatrie
(O] - Serv. de Néonatalogie et de Réanimation néonatale (Pédiatrie 2) / Hopital de Hautepierre
Dr ASTRUC Dominique (par intérim) NRP6 « P6le médico-chirurgical de Pédiatrie
CS - Service de Réanimation pédiatrique spécialisée et de surveillance continue / Hopital de Hautepierre
Dr CALVEL Laurent NRP& « Pole Spécialités médicales - Ophtalmologie / SMO
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BURGHARD Guy (Pneumologie) / 01.10.86

BURSZTEJN Claude (Pédopsychiatrie) / 01.09.18
CANTINEAU Alain (Medecine et Santé au travail) /01.09.15
CAZENAVE Jean-Pierre (Hématologie) / 01.09.15
CHAMPY Maxime (Stomatologie) / 01.10.95

CINQUALBRE Jacques (Chirurgie générale) / 01.10.12
CLAVERT Jean-Michel (Chirurgie infantile) / 31.10.16
COLLARD Maurice (Neurologie) / 01.09.00
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DUPEYRON Jean-Pierre (Anesthésiologie-Réa.Chir.) / 01.09.13
EISENMANN Bernard (Chirurgie cardio-vasculaire) / 01.04.10
FABRE Michel (Cytologie et histologie) / 01.09.02
FISCHBACH Michel (Pédiatrie / 01.10.2016)

FLAMENT Jacques (Ophtalmologie) / 01.09.2009

GAY Gérard (Hépato-gastro-entérologie) / 01.09.13
GERLINGER Pierre (Biol. de la Reproduction) / 01.09.04
GRENIER Jacques (Chirurgie digestive) / 01.09.97
GROSSHANS Edouard (Dermatologie) / 01.09.03

GUT Jean-Pierre (Virologie) /01.09.14

HASSELMANN Michel (Réanimation médicale) / 01.09.18
HAUPTMANN Georges (Hématologie biologique) / 01.09.06
HEID Ernest (Dermatologie) / 01.09.04

IMBS Jean-Louis (Pharmacologie) / 01.09.2009

IMLER Marc (Médecine interne) / 01.09.98

JACQMIN Didier (Urologie) / 09.08.17

JAECK Daniel (Chirurgie générale) / 01.09.11

JAEGER Jean-Henri (Chirurgie orthopédique) /01.09.2011
JESEL Michel (Médecine physique et réadaptation) / 01.09.04
KEHR Pierre (Chirurgie orthopédique) / 01.09.06

KEMPF Jules (Biologie cellulaire) / 01.10.95

KIRN André (Virologie) / 01.09.99
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KUNTZMANN Francis (Gériatrie) / 01.09.07

KURTZ Daniel (Neurologie) / 01.09.98

LANG Gabriel (Orthopédie et traumatologie) / 01.10.98
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LEVY Jean-Marc (Pédiatrie) / 01.10.95

LONSDORFER Jean (Physiologie) / 01.09.10

LUTZ Patrick (Pédiatrie) / 01.09.16

MAILLOT Claude (Anatomie normale) / 01.09.03
MAITRE Michel (Biochimie et biol. moléculaire) / 01.09.13
MANDEL Jean-Louis (Génétique) / 01.09.16

MANGIN Patrice (Médecine Légale)/ 01.12.14

MANTZ Jean-Marie (Réanimation médicale) / 01.10.94
MARESCAUX Jacques (Chirurgie digestive) /01.09.16
MARK Jean-Joseph (Biochimie et biologie cellulaire) / 01.09.99
MESSER Jean (Pédiatrie) / 01.09.07

MEYER Christian (Chirurgie générale) / 01.09.13

MEYER Pierre (Biostatistiques, informatique méd.) / 01.09.10
MINCK Raymond (Bactériologie) / 01.10.93

MONTEIL Henri (Bactériologie) / 01.09.2011

MOSSARD Jean-Marie (Cardiologie) / 01.09.2009
OUDET Pierre (Biologie cellulaire) / 01.09.13

PASQUALI Jean-Louis (Immunologie clinique) / 01.09.15
PATRIS Michel (Psychiatrie) / 01.09.15

Mme PAULI Gabrielle (Pneumologie) / 01.09.2011
POTTECHER Thierry (Anesthésie-Réanimation) / 01.09.18
REYS Philippe (Chirurgie générale) / 01.09.98

RITTER Jean (Gynécologie-Obstétrique) / 01.09.02
RUMPLER Yves (Biol. développement) / 01.09.10
SANDNER Guy (Physiologie) / 01.09.14

SAUVAGE Paul (Chirurgie infantile) / 01.09.04

SCHAFF Georges (Physiologie) / 01.10.95

SCHLAEDER Guy (Gynécologie-Obstétrique) / 01.09.01
SCHLIENGER Jean-Louis (Médecine Interne) / 01.08.11
SCHRAUB Simon (Radiothérapie) / 01.09.12
SCHWARTZ Jean (Pharmacologie) / 01.10.87

SICK Henri (Anatomie Normale) / 01.09.06

STIERLE Jean-Luc (ORL)/01.09.10

STOLL Claude (Génétique) / 01.09.2009
STOLL-KELLER Frangoise (Virologie) / 01.09.15
STORCK Daniel (Médecine interne) / 01.09.03

TEMPE Jean-Daniel (Réanimation médicale) / 01.09.06
TREISSER Alain (Gynécologie-Obstétrique / 24.03.08
VAUTRAVERS Philippe (Médecine physique et réadaptation) / 01.09.16
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WILLARD Daniel (Pédiatrie) / 01.09.96

Légende des adresses :

FAC : Faculté de Médecine : 4, rue Kirschleger - F - 67085 Strasbourg Cedex - Tél. : 03.68.85.35.20 - Fax : 03.68.85.35.18 ou 03.68.85.34.67

HOPITAUX UNIVERSITAIRES DE STRASBOURG (HUS) :

- NHC : Nouvel Hépital Civil : 1, place de I'Hopital - BP 426 - F - 67091 Strasbourg Cedex - Tél. : 03 69 55 07 08
- HC : Hépital Civil : 1, Place de 'Hopital - B.P. 426 - F - 67091 Strasbourg Cedex - Tél. : 03.88.11.67.68

- HP : Hépital de Hautepierre : Avenue Moliére - B.P. 49 - F - 67098 Strasbourg Cedex - Tél. : 03.88.12.80.00

- Hépital de La Robertsau : 83, rue Himmerich - F - 67015 Strasbourg Cedex - Tél. : 03.88.11.55.11

- Hépital de I'Elsau : 15, rue Cranach - 67200 Strasbourg - Tél. : 03.88.11.67.68

CMCO - Centre Médico-Chirurgical et Obstétrical : 19, rue Louis Pasteur - BP 120 - Schiltigheim - F - 67303 Strasbourg Cedex - Tél. : 03.88.62.83.00

C.C.O.M. - Centre de Chirurgie Orthopédique et de la Main : 10, avenue Baumann - B.P. 96 - F - 67403 lllkirch Graffenstaden Cedex - Tél. : 03.88.55.20.00

E.F.S. : Etablissement Frangais du Sang - Alsace : 10, rue Spielmann - BP N°36 - 67065 Strasbourg Cedex - Tél. : 03.88.21.25.25

Centre Régional de Lutte contre le cancer "Paul Strauss" - 3, rue de la Porte de I'Hopital - F-67085 Strasbourg Cedex - Tél. : 03.88.25.24.24

IURC - Institut Universitaire de Réadaptation Clemenceau - CHU de Strasbourg et UGECAM (Union pour la Gestion des Etablissements des Caisses d’Assurance Maladie) -

45 boulevard Clemenceau - 67082 Strasbourg Cedex
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1 Introduction

Les techniques de biologie moléculaire ont de multiples applications en médecine, et
particulierement en maladies infectieuses. Il s’agit principalement de la Polymerase Chain
Reaction (PCR), ou Amplification en Chaine par Polymérase (ACP) qui constitue désormais le
pivot technologique de la plupart des techniques de diagnostic moléculaire. Le principe général
de la PCR est la fixation d’amorces, qui sont des séquences nucléotidiques, sur un ADN cible,
par exemple bactérien. Cet appariement est possible grace a la complémentarité de séquence
entre les amorces et leur cible. Plusieurs étapes sont ensuite nécessaires pour amplifier ’ADN
cible compris entre les deux amorces. Les fragments amplifiés pourront ainsi €tre analysés apres
séquencage.

D’une manicre générale il existe deux grands types de PCR utilisés en bactériologie :

Tout d’abord les PCR dites ciblées, ou les amorces se fixent sur des séquences tres spécifiques
d’une bactérie. Ces PCR permettent de détecter un microorganisme précis, propre a I’amorce
employée. Ces techniques ont de bonnes performances intrinséques en termes de sensibilité et
de spécificité, mais ne permettent de trouver que ce que 1I’on cherche et nécessitent donc une
hypothese étiologique préalable forte. Il s’agit par exemple de la PCR Neisseria meningitidis
dans le cadre des méningites infectieuses bactériennes, ou la PCR Tropheryma whipplei pour
les suspicions de maladie de Whipple. Dans ces situations, I’agent infectieux est suspecté par
la clinique, et la PCR permet un diagnostic de certitude sur la base d’une hypothése préalable
clairement établie. On peut inclure dans ce groupe I’utilisation de PCR spécifiques pour
détecter, au-dela de la bactérie en elle-méme, la présence ou non de geénes d’intérét comme ceux
codant pour les toxines de Clostridium difficile (1) ou les génes de résistance a la Vancomycine

Van A et Van B pour les entérocoques (2).
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Dans une perspective tout a fait différente il existe des techniques de PCR dites « universelles ».
Celles-ci ont recours a des amorces ciblant des régions d’ADN hautement conservées parmi les
bactéries. La cible au niveau de I’ADN bactérien a alors de grandes chances d’étre amplifiée et
une seconde étape de séquencage permet de déterminer I’espece bactérienne sous-jacente. La
détermination de ’espéce bactérienne s’appuie alors sur les variations nucléotidiques de la
région amplifiée qui sont spécifiques de certaines especes bactériennes. Cette technique
nécessite de choisir des régions particulieres de I’ADN ayant cette double propriété, d’étre
universellement présente mais aussi tres spécifiques de chaque espece bactérienne. Les genes
codant pour I’ARN ribosomal répondent a cette double nécessité, en particulier le géne codant
pour la sous unité 16S de I’ARN ribosomal. On parle ainsi de PCR ADNr 16S ou PCR ARNr
16S (PCR 16S).

Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons voulu déterminer les conséquences cliniques
des résultats de PCR 16S rendus par le laboratoire de microbiologie des Hopitaux Universitaires
de Strasbourg sous la forme d’une analyse rétrospective de tous les résultats rendus entre 2014

et 2018.

2 Principe de la PCR 16S et mise en place au
laboratoire de microbiologie

2.1 Historique de Putilisation de la PCR 16S

Dubnau et ses collaborateurs décrivent pour la premiére fois en 1965 les caractéristiques du
gene codant pour ’ARN 16S (3). C’est en étudiant I’ADN de huit membres du genre Bacillus

par transformation génétique et hybridation qu’ils mettent en évidence des séquences
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extrémement conservées dans le génome de Bacillus, en particulier le géne codant pour ’ARN
16S.

Plusieurs études ont par la suite décrit que les modifications subies par ce géne au cours du
temps sont directement corrélées aux distances évolutives entre les bactéries, introduisant la
notion d’horloge moléculaire (4). Cette méthode d’identification a permis d’isoler les archées,
microorganismes initialement classés parmi les bactéries au sein du groupe des procaryotes (5).
F. Sanger publie en 1977 une nouvelle méthode de séquengage qui va bouleverser la génétique,
une technique encore utilisée de nos jours sous le nom de méthode de Sanger, permettant
d’analyser finement et simplement des séquences nucléotidiques entre deux amorces (6). Il
recevra en 1980 son deuxieme prix Nobel de chimie pour cette innovation. Plus tard, en 1986,
K. Mullis révolutionne la biologie moléculaire en inventant la PCR, une technique qui
s’appliquera entre autres a I’amplification des séquences codantes pour I’ADN 16S et s’ouvrira
au champ de la microbiologie (7). Il sera récompensé par le prix Nobel de chimie en 1993.

Le premier article faisant référence a ’utilisation de la PCR 16S comme outil diagnostic est
publié en 1989 par une équipe New-Yorkaise dirigée par K. Chen (8). Les auteurs y décrivent
I’utilisation de deux amorces oligonucléotidiques ciblant les régions conservées de I’ADN
ribosomal 16S. L’équivalent d’un picogramme d’ADN d’Escherichia coli est ainsi détecté par
PCR malgré une grande quantité d’ADN de cellules eucaryotes. Les auteurs envisagent alors la
possibilité de séquencer I’ADN amplifié pour le comparer a des séquences connues et ainsi
permettre d’identifier des pathogenes. Ils décrivent également 1’utilité de cette méthode pour
détecter des bactéries inconnues ou non cultivables.

L’histoire de la bactérie Rochalimaea elizabethae illustre parfaitement I’apport scientifique
majeur qu’a eu la PCR 16S dans le diagnostic des maladies infectieuses ainsi que dans la
classification des especes bactériennes (9). En 1993, une équipe du Massachusetts rapporte un

cas d’endocardite prise en charge en 1986. C’¢était un patient de 31 ans admis pour fiévre,
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dyspnée et altération de I’état général avec souffle d’insuffisance aortique. L’échographie
cardiaque confirmait le diagnostic d’endocardite avec présence de végétations sur la valve
aortique. La porte d’entrée était a la fois cutanée, avec des lacérations de deux doigts, et
dentaire, 7 dents nécessitant d’étre retirées. Malgré une bi-antibiothérapie efficace sur le
syndrome infectieux, une intervention chirurgicale fut nécessaire en raison de 1’insuffisance
cardiaque. L’examen direct de la valve mettait en évidence des coccobacilles a Gram négatif,
mais la culture s’avérait positive a des bactéries diphtéroides anaérobies considérées comme
contaminantes. Les hémocultures restaient négatives malgré trois semaines d’incubation, mais
les subcultures sur gélose au sang et gélose chocolat incubées sous 5 a 10 % de CO2 de fagon
prolongée permettaient d’obtenir des colonies dont les caractéristiques phénotypiques ne
permettaient pas 1’identification. L’évolution du patient était favorable. C’est quelques années
plus tard, aprés description des caractéristiques phénotypiques de Rochalimaea henselae par
une autre équipe, que la réévaluation de la souche permettait de conclure a une bactérie
Rochalimaea-like. 11 existait cependant quelques différences avec les trois especes connues (R.
henselae, R. quintana et R. vinsonii). Notamment, la PCR 16S retrouvait un degré de
dissimilarité comparable a celui existant entre les trois especes, et permettait de définir une
nouvelle espeéce nommée Rochalimaea elizabethae. A cette époque, les bactéries du genre
Bartonella (Bartonella bacilliformis), et du genre Rochalimaea, comprenant les quatre espéces
précédemment mentionnées, étaient classées respectivement dans la famille des Bartonellaceae
et des Rickettsiaceae, comprises dans I’ordre des Rickettsiales. C’est a la suite d’une nouvelle
publication de la méme équipe décrivant 1’absence de proximité entre ces deux genres
bactériens et les autres Rickettsiales (Rickettsia prowazekii) qu’il fut proposé de les sortir de cet
ordre (10). Devant la similarité entre B. bacilliformis et les quatre especes du genre
Rochalimaea, ces bactéries furent regroupées dans la famille des Bartonellaceae. On parle ainsi

maintenant de Bartonella elizabethae.
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2.2 La place actuelle de la PCR 16S en médecine

Les méthodes de bactériologie dites classiques avec coloration, examen direct, mise en culture
et identification restent aujourd’hui suffisantes pour la trés grande majorité des échantillons
biologiques.

L’examen direct avec coloration par le Gram peut déja mettre en évidence des bactéries, avec
un aspect qui peut étre caractéristique ou au moins orienter vers un groupe de bactéries (cocci,
bacilles, cocco-bacilles, filamenteuses, a Gram positif ou négatif).

L’ensemencement des prélevements sur différentes géloses avec des températures et des
atmospheres d’incubation adaptées aux bactéries suspectées permet de faire pousser la majorité
des bactéries cultivables. A partir des colonies obtenues 1’identification bactérienne est presque
toujours possible, sur des criteres morphologiques, biochimiques, et plus récemment par
I’utilisation de la spectrométrie de masse, MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption-
ionization time of flight spectrometry) (11). Cette technique utilise un faisceau ionisant (laser
ultraviolet), qui, au contact du prélévement, transfére de I’énergie aux protéines qui s’ionisent
positivement. Les molécules chargées migrent selon un champ électrique, et sont ainsi séparées
par leur masse-charge, ce qui permet d’obtenir un profil, appelé spectre. Ce spectre est propre
a chaque espéce bactérienne et peut étre comparé a une base de données permettant in fine de
déterminer 1’espéce bactérienne présente. La culture standard permet également de déterminer
le profil de sensibilité aux antibiotiques, jusqu’a mesurer des CMI (Concentration Minimale
Inhibitrice), une étape cruciale pour la mise en place d’une antibiothérapie adaptée chez les
patients.

La sérologie, méthode de diagnostic indirect, peut dans certains cas étre utile comme pour les

infections a Coxiella burnetii ou a Bartonella spp (12).
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La PCR 16S occupe une place encore discutée au sein de 1’arsenal diagnostic microbiologique.

Chaque laboratoire, chaque équipe, positionne sa réalisation a des étapes différentes de la

démarche diagnostique et selon des critéres qui ne font pas aujourd’hui l’objet de

recommandations nationales ou européennes. Elle a néanmoins de nombreuses applications en

médecine :

Elle peut apporter le diagnostic microbiologique quand une infection bactérienne est
suspectée et que la culture standard est négative, situation pouvant étre le témoin d’une
infection a bactérie non cultivable, difficilement cultivable, d’un prélévement réalisé
apres antibiothérapie, mais aussi dans certains cas de I’absence d’infection bactérienne.
Elle est utilisée préférentiellement sur des échantillons de sites habituellement stériles,
comme les valves cardiaques en cas de suspicion d’endocardite (13), les prélevements
ostéoarticulaires pour les arthrites, ostéites et spondylodiscites (14), les LCS (liquides
cérébro-spinaux) en cas de méningite (15), les liquides pleuraux pour les pleurésies (16)
et les humeurs aqueuses en cas d’endophtalmie (17), mais est aussi largement utilisée
pour les abcés profonds (18). Plusieurs auteurs ont d’ailleurs proposé d’ajouter la PCR
16S sur valve cardiaque dans les critéres microbiologiques du diagnostic d’endocardite
infectieuse, mais ce critére n’est pas encore validé (19-22).

La PCR 16S permet une identification bactérienne au rang d’espeéce par analyse
phylogénétique en cas d’échec des techniques d’identification standard apres culture.
Ces échecs ont par exemple été décrits pour certaines bactéries a Gram positif avec une
faible concentration bactérienne (23) ou lorsque la bactérie présente n’existe pas dans
la base de données utilisée par le spectrométre de masse (par exemple Bruker, Saramis
ou Andromas). C’était par exemple le cas pour Robinsoniella peoriensis, un bacille a
Gram positif anaérobie, qui ne pouvait étre identifié que grace a la PCR 16S (24) jusqu’a

son inclusion dans la base de données de Bruker en avril 2016. Une identification plus
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précise a une valeur a la fois thérapeutique, car elle permet d’adapter les antibiotiques
aux résistances habituelles de I’espece, pronostique, nous renseignant sur la virulence
de I’espéce, et étiologique, une bactériémie a Streptococcus gallolyticus avec
endocardite conduisant a des explorations digestives a la recherche d’une porte d’entrée.

e Elle est aussi capable d’identifier les mycobactéries au rang d’espeéce (25). Comme
décrit précédemment, la PCR 16S permet de découvrir et de définir de nouvelles
especes, avec description de nouveaux cadres nosologiques ce qui contribue a améliorer
la prise en charge des patients. L’agent de la maladie de Whipple, Tropheryma whipplei,
a par exemple été caractérisé pour la premicre fois par PCR 16S sur biopsies duodénales
en 1992 (26).

e La PCR 168 est aussi utilisée pour 1’é¢tude des microbiotes, notamment intestinal. Elle
permet, via la métagénomique ciblée utilisant des méthodes de séquencage haut débit
comme le pyroséquencage, d’identifier un nombre important de bactéries a partir de
prélévements polymicrobiens. Des perturbations du microbiote intestinal ont ainsi été
décrites comme possiblement responsables de pathologies, par exemple I’entérocolite

ulcéro-nécrosante chez les enfants prématurés (27).

2.3 Les bases moléculaires

Ce chapitre a pour objectif de rappeler brievement les bases moléculaires qui permettent de
comprendre le principe, I’intérét et les limites de la PCR 16S. Nous verrons dans un premier
temps la structure du ribosome procaryote, puis sa fonction dans la synthése protéique.
Finalement, nous détaillerons les caractéristiques du géne codant pour la sous-unité 16S du

ribosome.
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2.3.1 Le ribosome procaryote

Les ribosomes sont des composites intracellulaires, cytoplasmiques, découverts en 1955 par
GE. Palade (28) et qui seront I’objet de son prix Nobel de médecine en 1974. Leur nombre est
variable pour une méme bactérie au cours du temps mais on estime qu’une cellule contient entre
6700 et 71000 ribosomes (29). C’est un complexe ribonucléoprotéique, c’est-a-dire une
association d’ARN (dit ARN ribosomal, ARNr) et de protéines ribosomiques. Il est composé
chez les procaryotes de I’assemblage de deux sous unités : la grande sous-unité 50S (30) et la
petite sous-unité 30S (31), le tout constituant le ribosome 70S d’une masse de 2.5 MDa. L unité
utilisée pour nommer ces structures est le Svedberg (S) qui correspond a un coefficient de
sédimentation. La grande sous-unité¢ comprend les ARNr 23S et 5S, et la petite sous-unité
I’ARNr 16S. Les ARNr comptent pour environ deux tiers de la masse du ribosome. Les
protéines ribosomiques différent selon la bactérie, pour Escherichia coli, 34 (L1 a L34, L pour
« large ») composent sa grande sous-unité et 21 (S1 a S21, S pour « small ») sa petite sous-
unité.

L’association des ARNr et des protéines ribosomiques forme une structure tridimensionnelle
complexe avec de nombreuses hélices (Figure 1) (32). Ce sont les ARN qui dictent la forme
générale de cette structure complexe, les protéines maintiennent sa conformation en
interagissant entre elles et avec I’ARNr. Le déplacement du ribosome et I’enchainement des
différentes étapes de la traduction reposent sur des changements de conformation de ce

complexe ribonucléoprotéique.
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Figure 1 : Structure tridimensionnelle des ARN ribosomaux procaryotes

A : ARNr 16S. B : ARNr 23S et 5S. (Adapté et traduit de Yusupov et col., Science, 2001)

2.3.2 Role dans la synthése protéique

Les ribosomes interviennent dans la synthése protéique, lors de 1’étape de la traduction des
ARN messagers (ARNm).

Tout d’abord I’ADN est transcrit en ARN pré-messager, directement dans le cytoplasme pour
les procaryotes, par I’ARN polymérase. Celle-ci apparie les ribonucléotides avec les

désoxyribonucléotides de 'ADN matrice et établit des liaisons phosphodiesters entre les
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ribonucléotides. Il s’ensuit une étape de maturation qui réalise a la fois des modifications visant
a protéger I’ARN dans le cytoplasme, et I’excision des introns du groupe I et II (séquences de
I'"ARN non retenues dans la séquence finale qui code la protéine), présents dans de rares genes
bactériens, par un mécanisme d’auto-épissage pour aboutir a I’ARNm.

Les ARN de transfert sont d’autres acteurs indispensables a la traduction des ARNm. Ce sont
de petits ARN de 76 nucléotides en moyenne constitués des quatre bases A, G, C et U (adénine,
guanine, cytosine et uracile) et de bases ayant subi des modifications post-transcriptionnelles.
IIs ont une structure tridimensionnelle comprenant une extrémité 3’ (CAA), le bras accepteur
ou se fixent les acides aminés, et trois boucles. La boucle T qui contient souvent une
ribothymidine, la boucle D qui contient souvent une ou plusieurs dihydrouridines et la boucle
A, portant I’anticodon correspondant a 1’acide aminé fix¢é sur le bras accepteur, qui s’appariera
al’ARNm en cours de traduction. Les nucléotides sont numérotés de I’extrémité 5 a I’extrémité
3’ du numéro 1 au numéro 76, et les trois nucléotides de I’anticodon portent les numéros 34, 35

et 36. C’est I’adénosine en position 76 qui porte I’acide aminé (Figure 2) (33).
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Figure 2 : Structure d’un ARN de transfert d’Escherichia coli

A :adénine, U : uracile, T : thymidine, C : cytosine, G : guanine, W : pseudouridine, D :
dihydrouridine, I : inosine, Q : queuosine, groupements ajoutés par modifications post-
transcriptionnelles : Glu-, m-, ¢-, n-, o-, t-, i-, k-, r-, s-, acp-, ac- et se- (glutamyl, méthyl,
carboxy, amino, oxy, thréonylcarbamoyl, isopentényl, lysyl, ribosyl, groupes thio,
aminocarboxypropyl, acétyl et selenium) et leurs positions correspondantes. (Adapté et traduit
de Shepherd et col., FEMS microbiology reviews, 2015)
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Schématiquement chaque ARNt lie I’acide aminé spécifiquement associé a son anticodon. Les
ARNTt sont ainsi des molécules adaptatrices établissant un lien physique entre I’information
génétique codée sur ’ARNm par 61 codons sens et 3 codons stop, et une séquence protéique
¢écrite avec les 20 acides aminés naturels. Les 64 codons sont le résultat des différentes
combinaisons de mots de trois lettres, écrits avec les quatre lettres A, G, C et U des acides
nucléiques. Le code génétique donne la correspondance entre le codon de I’ARNm et 1’acide

aminé incorporé (Figure 3).

U C A G
uuu i . jucu UAU . uGuU . u
Phénylalanine Tyrosine Cystéine [
uuc ucc , . UAC UGC C
U Sérine
UUA . UCA UAA UGA | Codon STOP | A
Leucine Codon STOP
uuG UCG UAG UGG |Tryptophane|G
Cuu CCu CAU o CGU U
Histidine —
Ccuc . CcC . CAC CGC . C
C Leucine Proline Arginine
CUA CCA CAA . CGA A
Glutamine —
CUG CCG CAG CGG G
AUU ACU AAU . AGU , . U
) Asparagine Sérine |
AUC| Isoleucine |JACC .. AAC AGC C
A Thréonine
AUA ACA AAA . AGA . A
— Lysine Arginine |
AUG| Meéthionine |ACG AAG AGG G
GUU GCU GAU . . GGU u
Acide aspartique —
GUC ) GCC . GAC GGC . C
G Valine Alanine Glycine [
GUA GCA GAA| . . GGA A
Acide glutamique —
GUG GCG GAG GGG G

Figure 3 : Le code génétique
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11 est dit redondant, car plusieurs codons codent pour le méme acide aminé. Le nombre d’ ARNt
avec des anticodons différents varie entre 30 et 46 selon les organismes, ce qui semble
insuffisant pour reconnaitre la totalité des 61 codons sens. Il existe une stratégie d’économie
d’anticodons. La reconnaissance de la derniére position du triplet du codon par la premiére base
de D’anticodon (en position 34) peut en effet ne pas s’effectuer par I’intermédiaire
d’appariements de type Watson-Crick (A-U, C-G), mais par des appariements non canoniques
appelés appariements de type « wobble ». « Wobble » correspond a « bancal », car ces liaisons
constituent en quelque sorte une irrégularité dans la régle classique d’appariement des bases.
Dans 32 cas, les deux premicres lettres du codon suffisent a définir I’acide aminé correspondant
(CU pour la leucine, GU pour la valine, UC pour la sérine, CC pour la proline, AC pour la
thréonine, GC pour I’alanine, CG pour I’arginine et GG pour la glycine). Dans les autres cas,
la reconnaissance de la troisiéme lettre du codon est fondamentale pour associer le bon acide
aminé. La base en position 34 de I’anticodon va donc fréquemment subir des modifications
post-transcriptionnelles pour s’apparier spécifiquement au codon correspondant a I’acide aminé
porté et ainsi assurer la fidélit¢ de la traduction du code génétique. La Figure 2 illustre les
modifications post-transcriptionnelles que I’on peut observer pour I’ARNt d’Escherichia coli.
La base située en position 37 peut également étre soumise a plusieurs de ces modifications, dont
le role est d’augmenter la fidélité de ta traduction en stabilisant 1’appariement du nucléotide 36
avec le premier nucléotide du codon.

La fixation de I’acide aminé a son ARNt « spécifique » est catalysée par une aminoacyl-ARNt
synthétase. Il existe une enzyme par acide aminé, soit 20, chez les procaryotes. Les erreurs
d’appariement entraineraient une synthése de protéine non fonctionnelle, mais les propriétés
physico-chimiques des chaines latérales des acides aminés sont suffisamment différentes pour
que les aminoacyl-ARNt synthétases n'aient pas de difficulté a reconnaitre I'acide aminé correct.

Ces erreurs surviennent tout de méme environ une fois sur 10000.
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Tous les protagonistes sont alors préts a se rassembler au niveau des ribosomes pour la
traduction. Trois étapes se succedent : I’initiation, 1’¢longation puis la terminaison.
Elles se déroulent au sein du ribosome, entre la petite et la grande sous-unité, au niveau de trois

sites voisins, le site A (Accepteur), P (Peptidyl), et E (Exit).

La premiére étape est I’initiation :

Chez les procaryotes, ’ARNm s’associe a la petite sous-unité grace a la séquence de Shine-
Dalgarno présente en amont du codon d’initiation AUG, en s’apparient directement a I’ARNr
16S qui comporte une séquence complémentaire. Le codon AUG de I’ARNm, commun a tous
les ARNm, est alors positionné au niveau du site P. L’ARNt ayant I’anticodon correspondant
et portant une Méthionine se fixe directement au site P. Ceci forme le complexe d’amorcage et
permet a la grande sous-unité du ribosome de se fixer. On parle du complexe d’initiation,
composé du ribosome 70S, de ’ARNm et de PARNtMET (ARNt portant une Méthionine).
Plusieurs enzymes, appelées facteurs d’initiation interviennent pour assurer le bon déroulement

de cette premiere phase.

La seconde étape est 1’¢longation :

Un nouvel ARNt ayant ’anticodon complémentaire au premier codon de I’ARNm et portant
I’acide aminé correspondant s’y fixe au niveau du site A via le facteur d’¢longation EF-Tu. Il
se créée ensuite une liaison peptidique entre 1’acide aminé porté par I’ARNt en position P et
celui porté par I’ARNt en position A. Cette réaction enzymatique est catalysée par le PTC
(centre peptidyl transférase) ribosomique, qui est un ensemble ribonucléoprotéique au niveau
de la grande sous-unité (ARNr 23S). A ce moment-1a, I’ARNt au site P est nu, et celui au niveau
du site A porte la chaine polypeptidique. Grace a I’hydrolyse de GTP par un facteur

d’¢élongation (EF-G), le ribosome réalise une translocation sur I’ARNm de trois nucléotides.
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Ainsi, le site A se retrouve libre, I’ ARNt qui était au site A se retrouve au site P, et celui au site
P est décalé au site E. Les cycles d’élongation se répetent ainsi selon la longueur de la protéine.

Ces étapes sont schématisées par la Figure 4 (34).

1D Tu-GTP-tRNA EF-Tu-GDP tRNA rejection (start over)

complex

Codon Activation Accommodation

recognition of GTPase hydrolysis

Peptidyl
@v l transferase

Next
round

\
GDR)
-
.
EF-G-GDP
release

Translocation GTP
hydrolysis binding

Figure 4 : Le processus d’¢longation de la chaine polypeptidique chez les procaryotes

(Adapté et traduit de Steitz, Nature Reviews. Molecular Cell Biology, 2008)

La troisieéme étape est la terminaison :

Un codon STOP (UAA, UAG ou UGA) se positionne au site A. Il n’existe pas d’ARNt avec
un anticodon complémentaire. Ce codon est reconnu par la protéine RF1 (releasing factor 1)
qui, potentialisée par RF3, se fixe au ribosome et stimule le clivage de la liaison ester entre

I’ARNt et la chaine polypeptidique, ce qui libére la protéine du ribosome. Il s’ensuit un
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processus de recyclage avec dissociation des complexes ribosome/ARNt/ARNm via différents
facteurs dont le RRF (Ribosome Recycling Factor), qui sont alors disponibles pour de nouvelles

traductions.

Il est intéressant de noter que les ribosomes constituent la cible privilégiée de plusieurs
antibiotiques. Les oxazolidinones se fixent sur la sous-unité 50S du ribosome, ce qui I’empéche
de se combiner a la sous-unité 30S et a I’ARNt pour former le complexe ribosomal d’initiation
70S. Les aminosides altérent la synthése protéique en se fixant sur ’ARNr 16S de la petite
sous-unité, proche du site de décodage A. Des erreurs de reconnaissance codon-anticodon entre
I’ARNm et les ARNt induisent alors la synthése de protéines aberrantes. Les cyclines se fixent
¢galement au niveau de I’ARNr 16S proche du site A et bloquent I’acces au site A pour les
ARNLt. Le chloramphénicol et les antibiotiques du groupe MLSK (macrolides, lincosamides,
synergistines, et kétolides) se fixent sur la grande sous unité ribosomale 50S, en particulier sur
I’ARNr 23S pour les kétolides, ce qui entraine un blocage de I’assemblage des peptides, donc
une inhibition de la synthése protéique. L’acide fusidique inhibe 1’étape d’¢longation en se

fixant sur la protéine EF-G, ce qui entrave la translocation du ribosome sur I’ARNm.

2.3.3 Le géne codant pour I’ARN ribosomal 16S

Les geénes codant pour les ARN ribosomiques ont été étudiés principalement depuis les années
80. Carl Richard Woese les a décrits comme « the ultimate molecular chronometers » (4), ¢’est-
a-dire I’horloge moléculaire ultime. C’est le gene codant pour ’ARN ribosomal 16S qui est
utilisé en pratique. Il posséde les trois caractéristiques fondamentales d’une horloge
moléculaire : [1] sa fonction étant conservée, les mutations surviennent de fagon aléatoire, [2]

les taux de mutations sont proportionnels avec le spectre des distances évolutives des bactéries,
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[3] sa taille est adaptée, assez grande pour contenir un éventail large de variabilité de fréquence
de mutations tout au long de la séquence, et ces zones sont indépendantes les unes des autres
sur le plan évolutif. Ainsi, des mutations non aléatoires affectant une partie du géne en raison
de contraintes de sélection n’affecteront pas le reste de la séquence (35).

Les génes codant pour les ARN ribosomiques appartiennent a I’opéron ribosomique. D’ une
mani¢re générale, les opérons constituent des unités fonctionnelles associant plusieurs
séquences nucléotidiques, plusieurs génes. L’opéron ribosomique est transcrit sous la forme
initiale d’un précurseur qui est ensuite clivé par la RNase III (ribonucléase III) libérant les 3
sous-unités, 23S, 16S et 5S. Le géne codant spécifiquement pour I’ARN 16S est composé
d’environ 1500 paires de bases. Cette taille est relativement bien adaptée a la réalisation de PCR
par rapport a d’autres génes ribosomiques comme celui codant pour I’ARN ribosomal 5S (120
nucléotides) ou 23S (2900 nucléotides). Il existe un nombre variable de copies de ce géne par
bactérie, de 1 a 15 selon I’espéce (36). Ce nombre variable de copies empéche toute analyse
quantitative, mais peut s’avérer utile : un nombre de copies élevé augmente la sensibilité de
détection de la PCR.

Le geéne 16S est composé de séquences variables dont 9 régions hypervariables, nommées V1
a V9, flanquées de 10 régions hautement conservées parmi les bactéries, indispensables a la
structure tertiaire de I’ARNr (Figure 5) (37). Il existe ainsi un large répertoire de variabilité de
séquence au sein de ce geéne, traduisant des divergences phylogénétiques lointaines entre les
especes pour les régions peu variables, plus récentes pour les régions hypervariables. Les
aiguilles de I’horloge moléculaire tournent a une fréquence différente en différents points du
gene.

Les amorces complémentaires aux régions conservées sont dites universelles, capables de se
fixer a presque toutes les bactéries de fagon non-spécifique. L’ADN séquencé compris entre les

deux amorces contient plus ou moins de zones variables qui seront comparées a une base de
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données pour finalement permettre de positionner la bactérie au sein des especes les plus
proches par le biais d’un arbre phylogénétique et en déterminer ainsi I’espece.

Chakravorty et col. ont étudié I’intérét des différentes régions variables pour I’identification
phylogénétique des bactéries (38). Ils ont par exemple montré que pour différencier
Staphylococcus aureus des staphylocoques a coagulase négative, I’analyse de la région V1 était
la plus utile. Les régions V2 et V3 permettaient de différencier la majorité des bactéries testées,
avec de meilleures performances pour les Mycobacterium spp et Escherichia coli O157H7 avec
V2 et pour les autres entérobactéries et Haemophilus spp avec V3. La région hypervariable V6
¢tait a la fois la plus courte et la plus riche en hétérogénéité¢ nucléotidique, avec un intérét
particulier en cas de bioterrorisme pour différencier Bacillus anthracis de Bacillus cereus. Les
régions V4, V5, V7 et V8 semblaient moins intéressantes. La région V9 avait été exclue de

I’analyse en raison de nombreuses données incomplétes.
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KEY: totally conserved conserved variable highly variable > 75% variable

variable regions priming sites I:]

10 20 30 40 50 60

AAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGT

| ESF ESF
80 100 110 120 130

AACAGGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGAT

150 Vi 160 170 180 190 200

GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTC

220 230 240 v2 250 260 270

GGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGAC

290 300 310 320 330 340

GATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAC

360 370 380 390 400 411 E334441F |

GCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCT

430 440 450 460 470 480

TCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCC

500 510 520 530 V3 540 550

GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
US29/34/E533R " USI1S/519F

570 600 610 620

TTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGARATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA

640 650 660 670 680 v4 €90

CTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG

710 720 730 740 750 760

TAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGC

780 790 800 Bl0 B20 B30

GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCC

E786F
850 870 880 890 200 V5§

CTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC

920 530 540 950 860 970

TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
E926R/U926R/E939R

1000 1010 1020 1030 1040
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TTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTG

1060 1070 1080 V6 1090 1100 1110

CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCC

U1053F U1115R/U1098F
1130 1140 1150 1180

TTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATG

1200 V7 1210 1220 1230 1240 1250

ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCG

1270 1280 1290 1300 1310 1320

ACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCAT

1340 V8 1350 1360 1370 1380 1390

GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
U1406/15

1410 1420 1430 1440 1450 1460

GCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACT

1480 1490 1500 1510 Vo 1520 1530

TTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCTCCT
U1510R EI541R

TA

Figure 5 : Répartition des régions constantes et variables de I’ADN ribosomal 16S
d’Escherichia coli, exemples d’amorces « universelles »

(Adapté et traduit de Baker et col., Journal of Microbiological Methods, 2003)

2.4 Les détails techniques

Ce chapitre a pour but de décrire schématiquement les techniques utilisées dans le cadre de la
PCR 16S. Nous rappellerons dans un premier temps les principes de la PCR, puis nous verrons

dans un second temps la méthode de Sanger.
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2.4.1 LaPCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction), ou encore ACP (Amplification en Chaine par
Polymérase) en francais, est une technique de biologie moléculaire utilisée pour amplifier un
fragment d’ADN. La problématique est d’obtenir une quantité importante d’ADN a partir d’un

prélévement qui en contient peu.

2.4.1.1 Les amorces

11 est nécessaire de sélectionner une zone bien précise que I’on souhaite amplifier, par exemple
un géne d’intérét. Des amorces permettront d’encadrer cette région a amplifier. Ces amorces
sont des séquences oligonucléotidiques qui devront s’apparier sur I’ADN cible de part et d’autre
du géne d’intérét. L’ADN étant double-brin, on aura une amorce dite « sens » (qui se fixe sur

le brin « antisens » 3°-5) et une amorce « antisens » (qui se fixe sur le brin « sens » 5’-3°).

Exemple :

Brin sens 5 ACTGGGCT ..AAATTTTC 3
Amorce antisens 3' AAAG 5
Brin antisens 3 TGACCCGA .. TTTAAAAG 5
Amorce sens 5 ACTG 3

Les amorces, en tant que séquences nucléotidiques, se lisent de I’extrémité 5° a I’extrémité 3°.
On a donc dans cet exemple I’amorce sens ACTG et I’amorce antisens GAAA. Le choix de ces
amorces est fondamental a la fois en termes de longueur et de composition en bases
nucléotidiques. Il est important que les amorces soient spécifiques de la région a amplifier. Des
amorces trop courtes risqueraient de s’hybrider sur d’autres régions en raison d’un manque de

spécificité et d’entrainer I’amplification d’un segment non souhaité. Il est également possible
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d’utiliser des bases dites dégénérées au sein des séquences (39), c’est-a-dire que pour un
oligonucléotide sur une position donnée on aura la moiti¢ des amorces comportant une base et
la moitié une autre. Dans certains cas, un mix de trois voir de quatre nucléotides peut étre utilisé.
Ces bases dégénérées sont désignées par des lettres : K, M, R, S, W et Y correspondant
respectivement aux couples G/T, A/C, A/G, C/G, A/T et C/T. B, D, H et V correspondent
respectivement aux couples C/G/T, A/G/T, A/C/T et A/C/G, et N correspond au couple
A/C/G/T, les quatre bases sont alors présentes dans une proportion de 25 % sur une position de
I’amorce. L’objectif de ces bases dégénérées est de prendre en compte le risque de mutation de
I’ADN cible pour minimiser le risque de non-appariement et ainsi d’augmenter la sensibilité de

la technique.

2.4.1.2 Les étapes de la PCR

La PCR consiste schématiquement en une succession de trois étapes qui va se répéter pour
obtenir une amplification exponentielle de la séquence d’ADN cible (40).

La phase de dénaturation se déroule a haute température (95°C), et permet de déshybrider
1I’ADN double brin en ADN simple brin, avec homogénéisation du milieu. Puis vient une phase
d’hybridation lors de laquelle les amorces sens et antisens se fixent sur leurs cibles. Cette étape
se déroule a une température donnée, inférieure a celle de dénaturation, qui doit étre
thermodynamiquement favorable a la fixation des deux amorces. La troisieme phase est
I’¢longation. Celle-ci met en jeu les ADN polymérases et les bases nucléotidiques A/C/T/G
présentes dans le réactif. Les brins d’ADN complémentaires sont synthétisés a partir des
amorces, les ADN polymérases parcourant les brins « matrice » de leur extrémité 3’ vers leur
extrémité 5°. La longueur des brins complémentaires synthétisés lors de cette premicre étape

d’¢longation ne dépend que de la durée de la réaction. Les produits de chaque étape de synthése
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sont utilisés comme matrices pour les étapes suivantes. Ainsi, lors des étapes d’élongation
suivantes, ’ADN polymérase sera limitée par la longueur du nouveau segment « matrice »
déterminé par les amorces. Ces différentes phases se répetent, on parle de cycles de PCR (Cn,
n correspondant au numéro du cycle). Dans le cas ou 1’on dispose initialement d’un unique
double brin d’ADN, on obtient a la fin du premier cycle 4 brins, a la fin du deuxiéme 8 brins,

16 brins a la fin du troisiéme, réalisant une amplification exponentielle de I’ADN présent.

2.4.1.3 La quantification du produit amplifié

Actuellement la grande majorité des PCR utilisent une méthode de révélation en temps réel,
d’ou le terme rtPCR (real time PCR).

De nombreuses techniques existent et nous décrirons ici I'utilisation du TB Green qui constitue
une méthode extrémement rependue de quantification (41). Il s’agit d’un agent intercalant qui
s’insére entre les bases appariées d’une molécule d’ADN double brin et émet dans cette
situation une fluorescence verte d’une longueur d’onde de 520 nm. Cette fluorescence est
détectée et traduite en courbe en temps réel. La fluorescence n’est pas spécifique, et toute
séquence d’ADN amplifiée entrainera 1’émission de fluorescence lors de 1’appariement en
double brin, d’ou I’'importance de la spécificité des amorces. On considere que la PCR est
eme

positive si le seuil de fluorescence est atteint jusqu’au 4 cycle (Figure 6).
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Amplification Curves
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Figure 6 : Courbes de fluorescence positive (rose, témoin positif) et négative (vert, témoin négatif)
réalisées lors d’une série de PCR 16S en mars 2019 au Plateau Technique de Microbiologie de
Strasbourg (capture d’écran)

2.4.2 Le séquencage

Apres avoir amplifié une quantité suffisante d’ADN, il faut pouvoir déterminer la séquence
nucléotidique du segment d’intérét. On utilise pour cela la méthode de séquencage dite de

Sanger (6).
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2.4.2.1 Les différents acteurs

Les fragments d’ADN amplifiés par PCR sont mis en relation avec des amorces
complémentaires a 1’extrémité 3’ du brin sens, les quatre désoxyribonucléotides triphosphates
A/T/C/G, et de ’ADN polymérase. De plus sont incorporés des didésoxyribonucléotides
ddATP (didésoxyadénosine triphosphate), ddTTP (didésoxythymidine triphosphate), ddCTP
(didésoxycytosine triphosphate), et ddGTP (didésoxyguanosine triphosphate) qui ont la
particularit¢ de ne pas avoir d’extrémit¢ OH en position 3°. Ainsi, une fois qu’un
didésoxyribonucléotide est incorporg, la synthése du brin complémentaire s’arréte car la liaison
phosphodiester ne peut pas se faire. Chaque didésoxyribonucléotide est marqué avec un

fluorophore particulier dont le spectre d’émission est spécifique.

2.4.2.2 Le principe

Aprés une étape de dénaturation permettant de dissocier ’ADN double brin, les amorces
s’hybrident sur leur cible, I’extrémité 3° du brin sens. Les didésoxyribonucléotides sont en
quantité beaucoup plus faible que les désoxyribonucléotides. Les désoxyribonucléotides sont
incorporés par ’ADN polymérase qui parcourt le brin sens de son extrémité 3’ vers son
extrémité 5°. Il se forme des liaisons phosphodiesters entre 1’extrémité 3° OH de la chaine
nucléotidique et le 5° phosphate des désoxyribonucléotides suivants, jusqu’a ce qu’un
didésoxyribonucléotide soit introduit et que [’¢longation s’arréte. L’incorporation des
didésoxyribonucléotides est aléatoire. Le rapport didésoxyribonucléotide/désoxyribonucléotide
et ’affinit¢ de I’ADN polymérase pour chaque nucléotide sont optimisés pour que,
statistiquement, les désoxyribonucléotides soient distribués sur toutes les positions possibles.
On obtient des brins de longueur variable selon 1’endroit d’incorporation des

didésoxyribonucléotides.
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2.4.2.3 Electrophorese capillaire

L’électrophorése sur capillaires permet de faire migrer les différents fragments d’ADN selon
leur longueur. Apres application d’un champ électrique, les fragments d’ADN chargés
négativement migrent vers la borne positive. Plus leur longueur, donc leur masse moléculaire
est faible, plus la distance parcourue est importante. Les fragments se répartissent ainsi sur un
capillaire d’une longueur allant de 30 a 50 cm. Cette technique automatisée applique ensuite un
laser dans les différentes positions, couplé a un récepteur qui détecte la fluorescence
correspondant au fluorophore donc au didésoxyribonucléotide ayant migré a cette position
ddATP/ddTTP/ddCTP/ddGTP. On obtient ainsi un chromatogramme, comme celui présenté
dans la Figure 7. Chaque pic coloré correspond a une base : A en vert, T en rouge, C en bleu et
G en noir. La séquence d’ADN correspondant au fragment amplifié peut maintenant étre

analysée.



Séquence nucléotidique amplifiée

TCCCTOOTAGCOOCOCATANCIATTGGARACGATAGCTANTACCGCATAMNATGOATIATCOCATGATARTCCATIGAAAGOIGCANATGCATCACTACCAGATGOACCIGCOTIGPATTAGCTAGTIGCGTICGOGTAACGOCTCACCANGGC

Amplitude |
de \‘ | Il |
fluorescence | !

Bruit de
$ fond

———
—

Figure 7 : Exemple de chromatogramme partiel de I’ADN ribosomal 16S provenant d’un échantillon clinique du CHU de Strasbourg, 2019
(capture d’écran)
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2.5 Mise en place de la PCR 16S en temps réel au CHU de

Strasbourg

La technique initialement utilisée au CHU de Strasbourg était une PCR « en point final ». Son
nom découle du principe de révélation de I’ADN amplifié, qui se déroule tout a la fin de la
phase d’amplification par migration des amplicons sur gel d’agarose via un champ ¢lectrique.
Cette méthode avait comme désavantage une étape de manipulation supplémentaire avec risque
de contamination de 1’échantillon, et un risque de toxicit¢ pour le personnel. En effet, du
bromure d’éthidium (BET), un agent intercalant cancérigeéne, était employé pour la révélation
sous lumicre ultraviolette.

Les techniques en point final ont été progressivement remplacées par les techniques dites en
temps réel (rtPCR, « real time PCR »), permettant de quantifier I’amplification de I’ADN en
continu et de s’affranchir de leurs nombreuses contraintes.

En 2014, M. Meddeb et col. (42) ont évalué la mise en place de cette nouvelle technique pour
la PCR 168 et produit une analyse compléte des techniques disponibles qui ont constitué la base
de travail permettant de développer cette technique au laboratoire de microbiologie de

Strasbourg.

2.5.1 Choix de la méthode de révélation

Différentes méthodes de révélation sont actuellement disponibles :
-Le SYBR® Green, un agent intercalant moins toxique que le BET, qui émet une fluorescence

verte (520 nm de longueur d’onde) une fois inséré entre les bases appariées d’'une molécule
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d’ADN double brin. C’est une méthode de révélation non spécifique de la séquence amplifiée,
mais proportionnelle a la quantité d’ADN double brin.

-Les sondes fluorescentes, parmi lesquelles les sondes d’hydrolyse, le systtme FRET en
tandem, et les sondes de type balises moléculaires « BEACONS ». Celles-ci partagent le
principe d’étre des séquences d’ADN qui s’apparient a une région cible spécifique avec des
fluorophores qui se manifestent lors des différentes étapes d’amplification.

Le SYBR® Green, actuellement TB® Green a finalement été choisi pour sa simplicité d’emploi
et son colt plus faible malgré une moindre spécificité. Cette technique permet également de
s’affranchir du risque de faux négatifs liés aux possibles mésappariements des sondes

spécifiques avec leurs cibles.

2.5.2 Choix des amorces ciblant d’ADN ribosomal 16S

Une revue critique de la littérature avait permis de retenir cinq couples d’amorce :
27F/16S1RRB (43), 27F/244R (44), Neckl/Neck2 (45), PLO6/P13p (45), et RW1/DG74
(46,47). Ceux-ci ont été comparés, ainsi que ceux utilisés au CHU de Poitiers (27F/685R3), de
Lyon (16S1/16S2), et celui qui était utilis¢ a Strasbourg pour la PCR «en point final »
(27F/PCY540).

La premicre étape consistait en la réalisation de PCR 16S sur des souches bactériennes de
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pasteurella
multocida, Kingella kingae, Bacteroides fragilis et sur des contrdles négatifs. Le but était
d’évaluer la capacité de ces amorces a amplifier correctement I’ADN 16S bactérien, avec
analyse des caractéres thermodynamiques, des courbes d’amplification et des
chromatogrammes obtenus apres séquencage. Six des huit couples d’amorce étaient alors

exclus, notamment celui précédemment utilisé a Strasbourg. Celui-ci ne permettait pas
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d’obtenir de résultat satisfaisant malgré quatre protocoles de rtPCR, avec amplification des
témoins négatifs et un aspect parasit¢ de nombreux chromatogrammes finalement
ininterprétables apres séquencage.

Les deux couples d’amorces sélectionnés, 27F/16S1IRRB et 27F/685R3, étaient, dans un
second temps, comparés sur leur capacité d’amplification des espéces bactériennes présentant
des mésappariements avec les amorces, leur limite de détection, et leur spécificité vis-a-vis de
I’ADN humain :

-L’impact des mésappariements : le Ct (Cycle threshold, cycle auquel la fluorescence atteint le
seuil défini lors d’une réaction de PCR) pour une bactérie avec mésappariements était comparé
au Ct de la méme bactérie sans mésappariement pour chaque couple d’amorce. Le seuil de 3
cycles de différence était considéré comme significatif. Ceci était le cas avec Bacteroides
fragilis, Capnocytophaga sp, Cardiobacterium hominis, ainsi que Borrelia sp pour le couple
27F/16S1RRB et avec Abiotrophia defectiva, Bartonella sp, Borrelia sp, Brucella sp,
Campylobacter sp, Cardiobacterium hominis, Ehrlichia sp, Fusobacterium sp, Helicobacter sp
et Treponema pallidum pour le couple 27F/685R3.

-La limite de détection : elle était évaluée par amplification de I’ADN de Klebsiella pneumoniae
sur une gamme de concentrations décroissantes allant de 1 ng/ul a 10 fg/ul. La limite de
détection était de 1 pg/ul pour la dyade 27F/16S1IRRB et de 10 fg/ul pour I’association
27F/685R3, soit 100 fois plus faible.

-La spécificité vis-a-vis de ’ADN eucaryote : de I’ADN de Klebsiella pneumoniae a différentes
concentrations (de 10 fg/ul a 1 ng/ul) était mélangé volume pour volume avec de I’ADN
eucaryote a 30 ng/ul provenant du sang d’un volontaire sain. Pour le couple 27F/16S1RRB,
I’ ADN bactérien était détectable avant 40 cycles a partir d’une concentration de 10 pg/ul, et les
chromatogrammes ¢étaient nets. Ceci n’était pas le cas pour le couple d’amorce prété par le CHU

de Poitiers, avec une amplification non spécifique de I’ADN eucaryote. Il existait une positivité
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précoce du témoin négatif avec seul de I’ADN humain au séquencage. L’ADN de Klebsiella
pneumoniae était détecté avec une bonne sensibilité, a partir de 250 fg/pl, mais les
chromatogrammes étaient fortement parasités, avec les 150 premieres bases correspondant a
une région du chromosome 1 humain.

Au final, c’est le couple d’amorce 27F/16S1RRB (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3")/
(5’-CTTTACGCCCARTRAWTCCG-3’) qui a été retenu devant sa meilleure spécificité pour
I’ADN bactérien vis-a-vis de I’ADN humain, nécessaire pour I’analyse de prélévements
cliniques. Ce couple permet d’amplifier un fragment d’environ 560 paires de bases comprenant
les régions variables V1, V2 et V3 du géne codant pour d’ARN ribosomal 16S. On notera la
présence, sur des positions stratégiques, de bases dégénérées (M, R et W). Elles permettent une
plus grande sensibilit¢ en diminuant le risque de mauvais appariement des amorces, ces
positions nucléotidiques étant particulierement variables. La base M correspond a 50% de
désoxyadénosine et 50% de désoxycytidine, la base R a 50% de désoxyadénosine et 50% de

désoxyguanosine, et la base W a 50% de désoxyadénosine et 50% de désoxythymidine.

2.5.3 Optimisation de la technique

Tout d’abord les conditions d’amplification ont été¢ ajustées pour améliorer la sensibilité¢ de la
technique. La diminution de la température d’hybridation n’a pas été retenue en raison d’une
perte de spécificité importante, mais la durée de 1’étape d’élongation a été allongée de 18 a 30
secondes du fait de la taille importante du fragment amplifi¢ avec les amorces choisies. Le
protocole est actuellement le suivant au laboratoire de microbiologie :

- Pré-dénaturation a 95 °C pendant 30 secondes

- 45 cycles de PCR

Dénaturation a 95 °C pendant 5 secondes
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Hybridation a 60 °C pendant 10 secondes

Elongation a 72 °C pendant 30 secondes
- Refroidissement a 4 °C pendant 30 secondes
Ensuite, le volume de la matrice d’ADN a été augmenté de 2 a 5 ul pour d’une part accroitre le
volume de la cible, et d’autre part limiter I’impact de la fluctuation du volume de matrice déposé
dans les capillaires réactionnels.
Finalement, ces mises au point ont permis de diminuer la limite de détection de 1 pg/ul a 250
fg/ul pour de I’ADN de Klebsiella pneumoniae (positivité de 5 sur 5 échantillons testés), ce qui
correspond a 226 équivalents-génomes. En effet, 1 picogramme (pg), soit 1000 femtogrammes
(fg) d’ADN correspond a 978 Mb (million de bases). Le génome de Klebsiella pneumoniae est

compos¢ de 5.4 Mb, et le volume de la matrice d’ADN utilisée est de 5 pl. Avec un seuil de

978 250

détection a 250 fg/ul, on obtient donc (3) X (M) X 5 =226 équivalents génomes. De

méme, ce seuil a été évalué a 266 pour Escherichia coli et 222 pour Streptococcus pneumoniae.
Afin d’évaluer I'impact de I’ADN eucaryote sur cette technique d’amplification, des réactions
avec concentration croissante d’ADN de cellules MRC5 ont été réalisées, et ont permis de
mettre en évidence une perte de sensibilité a partir de 50 ng/ul (concentration évaluée comme
« moyenne »), avec perte de trois cycles de positivité en moyenne, probablement en raison d’un
effet inhibiteur. Ceci a permis de placer la concentration maximale d’ADN des extraits a tester

avec cette technique de PCR 16S en temps réel a 50 ng/pl.

2.5.4 Etude comparative de la PCR en temps réel versus la PCR « en point

final »

La totalité des échantillons cliniques du CHU de Strasbourg entre février 2013 et février 2014

a ét¢ analysée avec les deux techniques. La réaction était considérée comme positive en cas de
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seuil atteint avant 40 Ct. La rtPCR était réalisée en aveugle, sans connaissance du résultat de la
PCR «en point final » ou des cultures bactériennes. Le séquengage et I’interprétation étaient
réalisés comme décrit ci-apres. Le gold-standard était composite, défini par les résultats de la
culture de 1’échantillon considéré, des autres échantillons issus du méme site anatomique ainsi
que par les hémocultures du patient prélevées au cours du méme épisode infectieux.

Sur 144 échantillons sélectionnés, 15 ont été¢ exclus pour volume insuffisant, les 129 restant
comprenaient 36 valves et prélévements cardiaques divers, 34 LCS et échantillons cérébraux
divers, 37 échantillons ostéoarticulaires (dont 4 disques intervertébraux), 4 ¢échantillons
oculaires, 4 liquides pleuraux, et 14 échantillons d’autres natures.

Les détails des résultats ne sont pas rapportés, mais sur 100 échantillons négatifs pour le gold-
standard, la technique en point final était négative dans 94 cas et la technique en temps réel
dans 90 cas. Parmi les 29 échantillons positifs pour le gold-standard, 12 étaient positifs « en
point final » et 23 en temps réel. La sensibilit¢ de la PCR 16S en temps réel (76 %) était
significativement plus élevée que celle de la PCR 16S « en point final » (41 %) (p = 0,03) apres
réalisation d’un test du Chi-2 (significatif si p<0.05). La spécificité de la PCR 16S en temps
réel (90 %) n’était en revanche pas significativement différente de celle de la PCR 16S « en
point final » (94 %) (p = 0,2).

A noter que les performances de ces tests peuvent étre sous-estimées. En effet, il n’existe pas
de gold-standard idéal, un des avantages de la PCR 16S étant de pouvoir étre positive dans les
situations ou la culture bactérienne est négative, par exemple en cas d’antibiothérapie préalable
ou de bactérie a croissance difficile. Sur 10 échantillons positifs en rtPCR 168, et négatifs pour
le gold-standard, 7 avaient des chromatogrammes parfaitement nets et ont malgré tout été

considéré comme des faux positifs pour I’analyse statistique.
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2.5.5 Limites de cette méthode pour la pratique clinique

Bien que la PCR 168 soit dite universelle, le choix des amorces impacte la sensibilité de la
méthode, et certaines especes bactériennes, rares, ne sont pas reconnues par ces amorces (39).
En effet, il existe des mésappariements entre les bases des amorces et leurs cibles, les régions
conservées de I’ADN ribosomal 16S. Ceci est en partie limité par I’emploi de bases dégénérées,
mais cette perte de sensibilit¢ est tout de méme présente avec le couple d’amorces
27F/16S1RRB pour les Chlamydiaceae, Chryseobacterium sp, Prevotella sp, Borrelia sp,
Coxiella burnetii, Peptococcus sp, Bacteroides sp, Capnocytophaga sp et a un moindre degré
Cardiobacterium sp. Toutes ces bactéries ont été décrites ponctuellement dans la survenue
d’endocardites (48-56). D’autres méthodes diagnostiques sont néanmoins possibles,
notamment les PCR spécifiques pour les Chlamydiaceae et la sérologie pour Coxiella burnetii.
Le trou dans le spectre reste problématique pour Cardiobacterium sp et Capnocytophaga sp
pour lesquelles la culture peut étre mise en défaut. Mais il n’existe finalement aucune amorce
décrite qui soit vraiment universelle.

Un autre défaut de la technique mis en évidence lors du travail de mise en place de la PCR 16S
au laboratoire de microbiologie est la possible amplification de contaminants (57). Celle-ci est
minimisée par toutes les précautions décrites ci-apres. Elle est pourtant inévitable. En effet,
méme les réactifs de PCR contenus dans les Pré-mix vendus comme « DNA-free » sont en fait
positifs a de tres faibles concentrations. Ce biais peut étre limité lors de I’interprétation des
chromatogrammes, car les bactéries contaminantes sont connues et souvent associées a des

courbes d’amplification d’¢élévation tardives.
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2.6 Analyse de données, la phylogénie moléculaire

Une fois que tout ou partie de la séquence du géne codant pour d’ARN ribosomal 16S est
obtenue a partir d’un échantillon biologique, il faut ensuite identifier I’espéce bactérienne
auquel cet ADN 16S pourrait appartenir. Cette étape repose sur 1’analyse des relations
phylogénétiques entre la séquence amplifiée et celles issues de bases de données. Cette analyse
est possible par I’intermédiaire du logiciel 1eBIBI®®*® (Quick Biolnformatic Phylogeny of

Prokaryotes) (58,59).

2.6.1 Prétraitement de la séquence

L’utilisation de la séquence obtenue nécessite au préalable une étape d’analyse de la qualité du
chromatogramme. La qualité des chromatogrammes est évaluée selon différents parametres :
tout d’abord la longueur de la séquence amplifiée, qui est en théorie de 560 bases en comptant
les amorces. On parle de chromatogramme tronqué si le segment amplifié est trop court, avec
une perte de spécificité lors de la comparaison de la séquence a la base de données. Ensuite,
I’aspect des pics du chromatogramme est apprécié : chaque pic correspond a une base, mais on
peut observer des chromatogrammes « mixés » ou « parasités » avec plusieurs pics pour une
méme position, ce qui correspond soit a une infection polymicrobienne, soit a un bruit de fond
en cas de faible amplification d’ADN. Cette situation conduit fréquemment a des examens
ininterprétables, surtout quand il existe plus de deux pics par position. Nous utilisons dans ce
cas le logiciel RipSeq mixed (Pathogenomix©, USA), qui prend en compte a la fois I’éventuel
bruit de fond et aussi le fait que des fragments d’ADN migrent a la fois selon leur longueur et
a un moindre degré selon leur composition en nucléotides qui ont des masses molaires
différentes. Une séquence de n bases d’une bactérie A ne migrera pas a la méme vitesse qu’une

séquence de n bases d’une bactérie B. Le bruit de fond est écarté en fixant un seuil de
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fluorescence minimal, qui permet de ne prendre en compte que les pics d’intensité significative
correspondant a des bases nucléotidiques. Pour le décalage des pics de fluorescence, il faut
pouvoir dire si deux pics successifs correspondent a un simple décalage d’une méme position
due a la vitesse de migration différente des deux séquences, ou s’il s’agit de deux positions
différentes. Pour cela il faut faire appel a un algorithme de lecture contenu dans le logiciel
RipSeq mixed. La distance entre deux pics successifs d’un méme chromatogramme est
légerement fluctuante, mais la distance moyenne entre deux pics est trés stable et connue. Les
chromatogrammes mixés sont ainsi divisé€s en N « blocs » de lecture d’une longueur égale a la
distance moyenne connue entre deux pics successifs. Les pics compris dans un méme « bloc »
de lecture sont considérés comme correspondant a une méme position nucléotidique. Quand les
deux séquences contiennent un méme nucléotide sur une méme position, on obtient un seul pic
résultant de la fusion de la fluorescence émise par les deux nucléotides. Ces pics sont considérés
comme des références pour le positionnement des « blocs » de lecture, ils sont appelés
« anchors », que 1’on peut traduire par « ancrage » ou « pivot ». Le centre du premier « bloc »
de lecture est défini par le premier pic « pivot ». A chaque fois qu’un pic « pivot » est rencontré,

le cadre de lecture défini par les « blocs » est réajusté (Figure 8) (60).
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Figure 8 : Analyse d’un chromatogramme parasité par le logiciel Ripseq mixed

(Adapté et traduit de Kommedal et col., Journal of Clinical Microbiology, 2008)

Il est ainsi aisé de reconstituer les deux séquences nucléotidiques, le premier pic de chaque
« bloc » correspondant au nucléotide de la bactérie A, le second au nucléotide de la bactérie B,
et les pics « pivots » correspondant a de mémes nucléotides pour les deux bactéries. Le logiciel
applique ensuite une procédure de « matching » qui compare les s€quences obtenues a sa propre
base de données pour identifier les bactéries.

Cette méthode est notamment utile pour les abces, fréquemment polymicrobiens. Elle ne permet
cependant pas de différencier les séquences de plus de trois bactéries provenant d’un méme

¢chantillon (61).
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2.6.2 Sélection d’une base de données de séquences d’ADN 16S

Pour I’analyse des chromatogrammes avec le logiciel leBIBI®®*", 1a base de données utilisée
est GenBank® (62), qui comprend les séquences nucléotidiques publiées dans la base de
données américaine NCBI (the National Center for Biotechnology Information), en
collaboration avec les bases de données Européenne ENA (the European Nucleotide Archive)
et Japonaise DDBJ (the DNA Data Bank of Japan). On comptait en 2018 des séquences pour
environ 420 000 especes, a la fois eucaryotes et procaryotes, avec plus de 53 milliards de paires
de bases pour les bactéries. Les séquences d’ADN ribosomal 16S soumises sont évaluées avant
d’étre incorporées, avec recherche de chimeres, de contaminations, de séquences de mauvaises
qualités, garantissant un certain niveau de qualité de la base de données (on parle de base de
données « propre ») méme si certaines séquences, notamment anciennes peuvent fausser les
résultats d’interprétation lorsque les phylogénies bactériennes évoluent (63).

Plusieurs recherches sont possibles avec leBIBI. Bien siir, la comparaison avec les séquences
d’ADN ribosomal 16S de la base de données, mais aussi avec d’autres s€quences, comme par
exemple celles du géne rpoB (codant pour la sous-unité¢ f de I’ARN polymérase) qui peut

¢galement étre utile pour I’identification bactérienne.

2.6.3 L’identification bactérienne utilisant I’ADN ribosomal 16S avec

leBIBI?BPP

2.6.3.1 Sélection de la base de données

Il existe différentes fagons d’interroger la base de données avec leBIBIBPP,
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Tout d’abord, la comparaison a la « lax database » (« base de données lache, ou large ») qui
correspond a I’ensemble des séquences de GenBank®. C’est la méthode la plus exhaustive,
mais également la plus a risque pour 'interprétation phylogénétique, car potentiellement
polluée par des séquences erronées. Ce type de comparaison peut étre utile, par exemple quand
la bactérie analysée n’est encadrée dans aucun cluster satisfaisant d’espéce connue, mais que
plusieurs séquences non-identifiées de la base de données se regroupent. Cette situation
correspond vraisemblablement a la découverte d’une nouvelle espece (64).

Ensuite, la « stringent database » (« base de données rigoureuse »). Elle ne contient que des
séquences de treés bonne qualité représentatives de la diversité des especes, et permet de bonnes
reconstructions phylogénétiques. Elle est cependant limitée pour les especes fortement
représentées dans GenBank®, avec un arbre phylogénétique saturé par une seule espece ne
permettant pas d’interpréter le résultat.

Enfin, la troisiéme base de données utilisée en pratique est la « TS-stringent » (« souche type »).
Celle-ci contient uniquement des séquences provenant de souches types et comporte le risque
d’erreur le plus faible. Elle est cependant moins exhaustive en ce qui concerne la biodiversité
et peut €tre prise a défaut pour les espéces ayant une forte variabilité génétique.

En pratique, ces différentes stratégies sont associées avant de conclure.

2.6.3.2 La comparaison heuristique de la séquence a la base de données

Le logiciel 1eBIBI®®? applique un programme permettant 1’alignement de séquences deux a
deux, appelé BLAST (the Basic Local Alignment Search Tool) (65). BLAST compare notre
séquence d’ADN ribosomal 16S (dite séquence-requéte, « query ») avec les séquences

existantes pour ce géne dans la base de données choisie.
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La séquence nucléotidique est découpée en différents « mots» d’une méme taille (11
nucléotides par défaut). Ces « mots » se superposent, permettant d’obtenir un éventail exhaustif

des possibilités.

Exemple : séquence « query » :AAACCTGTGTGATCATCATGGTTAGCGGCGCG

Mot 1 : AAACCTGTGTG Mot 2 : AACCTGTGTGA Mot 3 : ACCTGTGTGAT ....

Ensuite, pour chaque mot et chaque séquence de la base de données, le programme recherche
des alignements exacts, appelés « hits ». Pour chaque « hit » 1’analyse est ensuite étendue de
part et d’autre de la séquence. Les régions conservées sont celles qui gardent un certain
pourcentage de similarité avec la séquence « query », dits HSP (High scoring Segment Pair).
La significativité des alignements obtenus est ensuite évaluée, notamment par la « E-value »
qui estime la probabilité que les segments alignés avec un tel degré de concordance puissent
étre le fait du hasard. Par exemple, une E-value égale a 20 signifie que 20 HSP peuvent étre le
fruit du hasard. Le logiciel 1eBIBI?BP? fixe une E-value satisfaisante < 0.1.

Ensuite, les séquences sélectionnées par leurs similarités de bases doivent étre alignées pour
pouvoir étre comparées. Cette étape est nécessaire pour déterminer I’homologie primaire des
caractéres. Il faut en effet tenir compte des « indels » (INsertions DELetions) qui décalent le
cadre de lecture des séquences, et des éventuelles substitutions. Les séquences sont enregistrées
au format FASTA puis le programme MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier
Transform) (66) réalise un alignement multiple global permettant de s’assurer que les
nucléotides ayant la méme position dans différentes séquences sont issus d’un méme nucléotide
ancestral. En d’autres termes, cet alignement permet de comparer des nucléotides qui sont

effectivement comparables.
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La qualité de I’alignement multiple est essentielle pour une analyse phylogénétique de qualité.
Pour pallier I’'incertitude de I’alignement les séquences appropriées pour une inférence
phylogénétique sont sélectionnées par le logiciel BMGE (Block Mapping and Gathering with
Entropy) (67). Celui-ci permet d’éliminer les alignements ambigus comprenant a la fois les
régions trop variables responsables d’un effet de saturation des mutations et les régions avec
des gaps importants, selon une entropie basée sur les probabilités des différentes mutations.

En résumé, e programme BLAST permet de repérer les séquences ayant le plus de similarité en
termes de nucléotides (les 30 a 200 séquences les plus similaires sont sélectionnées selon les
parametres choisis). Le logiciel MAFFT aligne les séquences, et les alignements d’intérét sont
s¢lectionnés par le logiciel BMGE. Ceci correspond a une méthode heuristique, et cette
ressemblance de séquence nucléotidique n’équivaut pas forcément a une réalité phylogénétique.

D’autres étapes sont nécessaires pour 1’identification bactérienne.

2.6.3.3 La phylogénie moléculaire

La phylogénie étudie classiquement des caractéres morphologiques (internes ou externes),
biogéographiques, écologiques ou comportementaux pour décrire le cours historique de la
descendance des étres organisés. Depuis la fin du XX° siecle avec le développement des
techniques de biologie moléculaire, ’analyse de I’ADN a complétement bouleversé les notions
de relations phylogéniques et donné naissance a la phylogénétique (68). Cette derniere est bien
plus juste que les méthodes traditionnelles de classification des bactéries (méthodes
phénotypiques). On convertit ainsi des informations contenues dans des séquences génétiques
en une hypothése d’histoire évolutive de groupes d’organismes, avec construction d’arbres
phylogénétiques. L hypothése est la suivante : 1’apparition ou non de mutations (substitutions

par transition ou transversion, insertion et délétion) au cours du temps permet de différencier
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deux especes a partir d’un ancétre commun. Tous les génes ne sont pas soumis a la méme
pression de sélection et vont évoluer selon un tempo différent. Par exemple, des régions
soumises a des contraintes évolutives moindres auront acquis aléatoirement au cours du temps
plus de mutations que des régions soumises a des contraintes évolutives élevées. Les premicres
sont des marqueurs de divergences évolutives récentes, alors que les secondes sont des
marqueurs de divergences évolutives plus anciennes. C’est en comparant les mutations
présentes sur une méme séquence pour deux especes différentes, et connaissant la fréquence de
mutation sur cette séquence, qu’on peut estimer la distance phylogénétique entre deux especes.
Le nombre de mutations survenues aléatoirement sur la séquence est en effet le produit de la
fréquence de mutation et du temps.

La simple comparaison des bases nucléotidiques est rapidement mise en défaut. En effet, une
seule différence observée peut provenir de plusieurs événements successifs, et un méme
nucléotide peut étre présent soit parce qu’il n’y a pas eu de changement soit par exemple a la
suite de deux substitutions donnant C - G = C (homoplasie moléculaire). Ce risque augmente
avec le temps écoulé depuis la divergence des deux organismes, et la différence observée entre
deux séquences ayant subi un nombre important de substitutions peut ne plus étre distinguée du
simple hasard (saturation des substitutions). C’est I’écueil des régions hypervariables.
Plusieurs mode¢les, dits de substitution ou d’évolution des séquences tentent de corriger cette
quantité masquée de changements évolutifs. Ils estiment la probabilit¢é de changement d’un
nucléotide en un autre.

C’est le logiciel Fast Tree qui est utilisé par 1eBIBI?®*® pour I’analyse phylogénétique. Le
modele évolutif appliqué est le GTR (General Time Reversible) (69). Celui-ci intégre une
fréquence différente pour chaque base et autorise des taux différents pour les six types de
substitutions (les deux transitions AG et CT et les quatre transversions A< C, AT,

G&C et GST). Une distribution gamma est appliquée pour modéliser la variation du taux de
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substitutions entre sites. On observe en effet une trés grande hétérogénéité de vitesse entre les
régions codantes (conservées) et non codantes, par exemple pour I’ARN ribosomique
(contraintes sélectives importantes), et au contraire une homogénéité de vitesse entre les sites
pour les génes avec faible pression de sélection.

Fast Tree emploie la méthode probabiliste du maximum de vraisemblance pour sélectionner
I’arbre phylogénétique le plus probable. Un test de Shimodaira-Hasegawa, qui évalue si la
différence de vraisemblance entre les différentes possibilités est statistiquement significative,
est ensuite appliqué pour vérifier rapidement la pertinence de positionnement des différentes
branches de 1’arbre.

La robustesse de 1’arbre est ensuite évaluée par bootstrapping. C’est un processus de simulation
qui échantillonne les positions de 1’alignement pour relancer la construction phylogénétique de
fagon itérative et compare les résultats obtenus aprés de nombreuses répétitions. Il apparait alors
a chaque branche des valeurs de bootstrap, exprimées en pourcentage, qui traduisent le nombre
de fois ou cette branche a été répétée. Plus la valeur de bootstrap est élevée, plus la phylogénie

est robuste.

2.6.3.4 L’arbre phylogénétique

On obtient ainsi un arbre phylogénétique positionnant la bactérie analysée parmi les especes les
plus proches présentes dans la base de données. Il est composé de nceuds et de branches.

Les nceuds sont des unités taxonomiques : on définit des feuilles, qui sont les différentes especes
actuelles issues de la base de données intégrées a 1’arbre, et des nceuds internes, hypothétiques,
qui symbolisent les ancétres communs.

Les branches relient les différents nceuds et représentent leurs liens de parenté. Le logiciel

1eBIBI®BPP créée des arbres basés sur la distance, et la longueur des branches correspond a une
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unité de temps. La longueur des branches est proportionnelle au nombre d’événements
évolutifs. Plus deux nceuds sont éloignés plus ils ont divergé précocement lors de 1’évolution.
On parle d’arbres ultramétriques de type chronogrammes. L’ordre des branches n’a aucune
importance et on peut les faire pivoter autour des nceuds. Les arbres dits enracinés présentent
une racine qui correspond a I’ancétre commun de de tous ses membres. Ce sont des arbres non

enracinés qui sont créés par leBIBI®BP? (Figure 9).
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Figure 9 : Exemple d’arbre phylogénétique construit par leBIBI?BFP

Arbre non enraciné permettant d’identifier une souche de Robinsoniella peoriensis (fleche noire)
isolée d’une hémoculture en utilisant 1’analyse « Stringent » de I’ADN ribosomal 16S. Seules les
valeurs de boostrap supérieures a 0.9 sont affichées sur les branches (échantillon clinique du CHU de
Strasbourg, 2018, capture d’écran)
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2.7 La PCR 16S : réalisation pratique au CHU de Strasbourg

2.7.1 La qualité du prélévement

Comme toute analyse en microbiologie, la qualité des prélévements est fondamentale. La PCR
16S doit étre réalisée sur des milieux habituellement stériles, comme sur des valves cardiaques,
des biopsies osseuses, des ponctions articulaires, des ponctions lombaires ou autre prélévement
profond. La méthode de séquencage décrite plus tot, de Sanger, ne permet pas d’interpréter des
prélévements polymicrobiens au-dela de 3 espeéces bactériennes (mais reste optimale pour
I’identification d’une seule espéce bactérienne).

L’asepsie lors du geste est comme toujours essentielle. En effet le risque d’amplifier une
bactérie contaminante existe, comme pour la culture, et peut avoir des conséquences directes
pour le patient.

La quantité¢ de prélévement nécessaire doit aussi €tre suffisante. Sans compter les analyses
microbiologiques standards, il faut 100 a 200 pl pour 1’analyse des liquides (selon la nécessité
ou non d’ajout de tampon de lyse), et au moins 10 milligrammes pour les biopsies. La PCR
16S est rarement demandée lors du premier prélévement, mais plutdt rajoutée lorsque la culture
est négative, d’ou I’importance d’un bon prélévement initial. De plus, il peut s’avérer délétere
pour le patient de répéter des prélévements invasifs (ponction lombaire, ponction d’une
articulation profonde, biopsie osseuse, etc...). A noter qu’on ne peut pas travailler sur les
prélevements manipulés dans les autres laboratoires. Par exemple, les tubes de LCS envoyés
pour analyse biochimique et cytologique ne sont pas réutilisables pour la PCR 16S : ces
laboratoires ne travaillent pas dans des conditions stériles, ils n’utilisent par exemple pas de
pipette a emballage unique, et le risque de contamination est important. Les solutions possibles
sont d’envoyer soit un prélevement de bonne quantité en microbiologie, soit un deuxieéme tube

qui sera conservé au laboratoire.
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Il n’y a pas de conditionnement particulier pour cette analyse et il faut se référer aux
recommandations du Guide des Examens de Laboratoire (GEL) sur Labonet pour les analyses
de bactériologie standard.

Les échantillons doivent parvenir dans les meilleurs délais au laboratoire, et seront conservés
au réfrigérateur. Si la demande de PCR 168 est faite aprés 72 heures de conservation, la stabilité
de ’ADN n’est pas garantie avec risque de faux négatifs. Apres extraction, les extraits d’ADN

sont conservés a -20 degrés et le reste du prélévement au congélateur a -80 degrés.

2.7.2 Le travail des techniciens de laboratoire

Une fois arrivés au PTM (Plateau Technique de Microbiologie), les échantillons sont déballés,
triés, et saisis dans le logiciel Glims utilisé au laboratoire, avec attribution d’un nouveau numéro
d’identité.

Généralement les prélévements sont dans un premier temps transmis pour [’analyse
bactériologique standard avec, selon les cas, comptage cellulaire, examen direct au Gram, et
ensemencement sur différents milieux pour la culture. Le matériel restant est alors conservé,
puis transféré au service de biologie moléculaire une fois 1’indication de PCR 16S (ou d’un
autre type de PCR) retenue.

-La premiére étape, réalisée tous les jours a I’arrivée de 1’échantillon en biologie moléculaire,
est le conditionnement. Les liquides sont directement transférés dans des aliquotes apres
homogénéisation, et les fragments sont « prédigérés » manuellement au scalpel avant d’étre
déposés dans les aliquotes. Toutes les manipulations sont réalisées dans des conditions
optimales pour limiter le risque de contamination, avec compartimentation des zones de travail,

utilisation de matériel a usage unique, de gants, de surblouses et charlottes pour certaines étapes,
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travail sous PSM (Poste de Sécurit¢é Microbiologique), et contrdles réguliers de
I’environnement.

-Chaque matin se déroule I’extraction de I’ADN des échantillons conditionnés la veille et de
ceux conservés pendant le week-end. Cette étape est réalisée par I’automate MagNA Pure 96,
Roche, et nécessite 'utilisation d’un kit d’extraction de ’ADN (MagNA Pure LC™ DNA
Isolation Kit 96, Roche) (70). Les aliquotes contenant les échantillons sont d’abord remplis
avec un tampon de lyse et 10 pl de protéinase K pour atteindre un volume de 200 pl nécessaire
pour I’analyse. Ceci permet une premiere lyse des tissus (lyse de la paroi bactérienne, des
cellules et des protéines extracellulaires, fluidification de la solution). Il existe des tampons de
lyse spécifiques selon le type d’échantillon (Tissue Lysis Buffer, TLB pour les tissus et
Bacterial Lysis Buffer, BLB pour les liquides). Pour la majorité des liquides, 100 pl de tampon
sont ajoutés aux 100 ul d’échantillon, sauf pour les liquides pauci-cellulaires comme les
humeurs aqueuses ou les LCS qui ne nécessitent pas de premiere lyse, ce qui explique les 200
ul nécessaires pour leur traitement en PCR 16S. Aprées avoir homogénéisé par vortex la solution
obtenue, elle est insérée dans le ThermoMixer® comfort (Eppendorf) pendant 30 minutes pour
les tissus, 10 minutes pour les liquides a 65 degrés avec agitation de 30 secondes toutes les 3
minutes pour une lyse optimale. Les échantillons ainsi préparés sont disposés dans des alvéoles
spécifiques pour 1’étape d’extraction.

Le protocole d’extraction de I’ADN est automatisé et consiste en :

-Une deuxieéme digestion de I’échantillon avec adjonction d’un nouveau tampon de lyse et de
la protéinase K ;

-La fixation de I’ADN sur les microparticules magnétiques en verre ;

-L’application d’un champ magnétique permettant de retirer la pipette contenant les

microparticules avec I’ADN de ’aliquote ;
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-Plusieurs étapes de lavage de I’aliquote pour évacuer les débris cellulaires et extracellulaires ;
-La séparation des microparticules et de I’ADN et le retrait du champ magnétique avec élution
a haute température de I’ADN dans I’aliquote.

Cette phase dure 1 heure environ. On récupere ainsi I’ADN « global » a la fois procaryote, cible
de I’analyse, et eucaryote, du patient, qui est conserve a - 20 degrés apres nouvelle répartition
dans des aliquotes en attendant la réalisation de la PCR en tant que tel qui est réalisée une fois
par semaine le mardi matin. Ces différentes étapes sont schématisées dans la Figure 10.

On prépare d’abord le mix pour la PCR 168S. Celui-ci est composé du pré-mix qui comprend du
TB Green (agent intercalant fluorescent permettant la révélation de 1’amplification non
spécifique de ’ADN en temps réel) et de I’ADN polymérase, auxquels sont ajoutées les
amorces ciblant le geéne codant pour I’ARN ribosomal 16S et de I’eau stérile « PCR grade »
testée « DNA free » (dépourvue d’ADN). Un deuxieme mix est préparé pour chaque échantillon
avec de I’ADN de Legionella a la place de I’eau qui permettra de détecter un éventuel effet
inhibiteur lors de I’amplification (71).

Ensuite, on reprend tous les échantillons a analyser sous forme d’extrait d’ADN dans des
aliquotes. La densité en ADN est alors mesurée par le NanoDrop® (Thermo Fischer) sur une
microgoutte de I’échantillon. La concentration cible est de 30 ng/ul et ne doit pas dépasser les
50 ng/ul au vu du risque majoré¢ d’effet inhibiteur. Si c’est le cas, des étapes supplémentaires
de dilution avec de ’eau stérile « PCR grade » sont nécessaires. Deux mesures consécutives
doivent étre concordantes pour valider cette étape.

Les échantillons et les mix étant préts, ils sont répartis dans des capillaires, avec pour chacun
5 pul de la solution d’ADN et 15 pl du mix. Chaque échantillon est déposé avec le mix standard,
ce sont les solutions que 1’on souhaite analyser. En parall¢le, ces mémes échantillons sont
associés au mix comprenant I’ADN de Legionella, ces solutions serviront de controle de 1’effet

inhibiteur. Pour chaque série on ajoute un témoin positif et négatif de 1’étape d’extraction,
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I’échantillon est remplacé par une souche de Legionella pour le témoin positif et par du tampon
de lyse pour le t¢émoin négatif. Ces témoins subissent la méme étape d’extraction par le MagNA.
On réalise également une analyse comprenant un témoin positif et négatif de la réaction
d’amplification, avec de I’ADN de Legionella et de 1’eau stérile respectivement, n’ayant pas
subi 1’étape d’extraction.

Ces témoins permettent de controler a la fois I’étape d’extraction et d’amplification pour
s’assurer de 1’absence de contamination ou de souci technique lors de ces manipulations et de
repérer a quelle étape 1’anomalie a eu lieu. L’utilisation du mix comprenant I’ADN de
Legionella avec les échantillons permet de rechercher la présence d’un effet inhibiteur qui
apparaitrait comme un faux négatif de la réaction d’amplification. En effet, on sait qu’avec
notre PCR 16S cet ADN standardisé se positive a 33 cycles. Si le seuil de positivité est atteint
plus tardivement, il faut suspecter un effet inhibiteur qui peut étre par exemple secondaire a des
interactions avec I’ADN eucaryote.

Tous les capillaires sont par la suite insérés dans le Light Cycler® 2.0 (Roche) (72). C’est cet
appareil qui réalise la réaction de PCR en elle-méme. On visualise en temps réel les courbes
qui correspondent a I’intensité de la fluorescence, proportionnelle a la quantité d’ADN amplifié.
La courbe reste plate pour les témoins négatifs, et se positive avec croissance exponentielle
avant 40 cycles pour les positifs. Cette analyse dure 45 minutes. Les positifs sont, apres

deuxieéme lecture par le biologiste, envoyés pour séquencage.
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2.7.3 Le séquencage et ’interprétation des résultats

Les amplicons sont ensuite adressés a un prestataire de séquengage, GATC BIOTECH (Eurofin
Genomics). Le séquencage par la méthode de Sanger est automatisé sur une plateforme ABI
3730 XL system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Les réactifs comprenant les
désoxyribonucléotides, les didésoxyribonucléotides avec fluorophores, I’ADN polymérase
thermostable et le tampon de réaction sont apportés par le BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), auquel il faut ajouter des amorces
spécifiques. Les résultats sont transmis au biologiste le lendemain soir, sous forme de
chromatogrammes et celui-ci les interpréte au courant de la semaine, a 1’aide du logiciel
1eBIBI®P qui permet d’identifier la bactérie par analyse phylogénétique. En cas d’analyse
positive et apres avoir ¢liminé les contaminations évidentes de I’échantillon, le clinicien est

informé du résultat par téléphone et le serveur de résultats est mis a jour.

2.7.4 Limites de I’utilisation de la PCR 16S au laboratoire de microbiologie

Il s’agit tout d’abord du colt de cette analyse, plus élevé que les méthodes de diagnostic
traditionnelles : 151.20 euros (code HN560) pour les valves cardiaques, 137.70 euros (code HN
510) pour les autres prélévements. Par ailleurs, les analyses ne sont finalement réalisées que le
mardi matin. En effet les différentes étapes sont coliteuses en termes de temps-technicien, et
devant le relatif faible nombre de demande les prélévements sont analysés en un temps, lors de
la méme série. Ceci explique qu’actuellement, si un prélévement arrive au laboratoire a partir
du mardi apres-midi, il faudra attendre environ 10 jours pour les résultats en cas de positivité.

Plus les manipulations se multiplient, plus le risque de contamination augmente (73), de méme

que le risque de mauvaise identification des échantillons. L’erreur humaine persiste malgré
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toutes les précautions prises lors des manceuvres de pipetage et d’aliquotage. Il se développe
actuellement des méthodes d’automatisation totale de 1’extraction d’ADN, avec réalisation de
toutes les étapes sur tubes primaires.

Compte tenu de ces limites mais aussi de la performance de cette technique diagnostique lors
de diagnostics difficiles nous avons voulu évaluer I’impact clinique réel des PCR 16S effectuées

et rendues entre 2014 et 2018 dans notre CHU.

3 Etude de Pimpact clinique de la PCR 16S
au CHU de Strasbourg

Voir I’article original (Annexe 1).

3.1 Introduction

Les infections bactériennes sont une cause importante de sepsis et de déces chez les patients
hospitalisés (74), d’autant plus quand le diagnostic est retardé (75). De plus, la résistance
bactérienne aux antibiotiques est devenue un enjeu majeur de santé publique (76). 1l est crucial
d’améliorer nos prescriptions d’antibiotiques. La culture standard est fondamentale pour le
diagnostic et le traitement des infections bactériennes. Elle permet d’obtenir une identification
d’espece en utilisant actuellement surtout la spectrométrie de masse « Matrix-Assisted Laser
Desorption-lonization Time of Flight Mass Spectrometry » (MALDI-TOF MS), et d’évaluer la
sensibilité aux antibiotiques. Néanmoins, la culture standard a des limites, notamment en cas
de bactéries non ou difficilement cultivables (64) et lorsque le prélévement est réalisé apres une
antibiothérapie (77). Cette errance diagnostique conduit a des antibiothérapies probabilistes

avec plusieurs inconvénients. En effet, une antibiothérapie a large spectre, a forte dose ou
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prolongée est un facteur de risque de toxicité médicamenteuse (78), d’infection a Clostridioides
difficile (79), d’infections fongiques (80), de sélection de bactéries multirésistantes (81) (Figure
11) et a un colit non négligeable pour 1’hdpital. D’un autre c6té, une antibiothérapie inadaptée
au pathogéne peut conduire a des complications, des sepsis, des déces et des hospitalisations
prolongées. Des méthodes complémentaires sont nécessaires pour améliorer les performances

du diagnostic microbiologique.
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Figure 11 : Répartition des épisodes impliquant des EPC (Entérobactéries
Productrices de Carbapénémases) en France signalés entre 2009 et 2016, selon les
mécanismes de résistance impliqués et I’année de signalement (N=3595).
(http://invs.santepubliquefrance.fr)
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La PCR de I’ADN ribosomal 16S, une PCR « pan-bactérienne », est une technique
communément utilisée. Différentes amorces ciblant les régions conservées de I’ADN ribosomal
16S sont employées pour amplifier tout ou partie de ce géne par PCR. Une étape de séquencage
permet ensuite de déterminer la séquence d’acides nucléiques du segment amplifié. La présence
de régions variables sur ce géne, conservées au sein d’une méme espece, permet d’identifier la

bactérie en utilisant des reconstructions phylogénétiques (4).

3.2 Revue de la littérature

Une revue de la littérature utilisant PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) en aofit

2018 a permis d’étudier 69 articles évaluant les performances diagnostiques de la PCR 16S.
Les mots-clés utilisés pour les recherches étaient /6S PCR, 16S DNA PCR, 16S RNA PCR,
endocarditis, cardiac valve, heart valve, meningitis, cerebrospinal fluid, pleurisy, pleural fluid,
endophthalmitis, uveitis, aqueous humor, abscess, arthritis, synovial fluid, sonication fluid,
osteitis, discitis, bone and joint infection, prosthetic joint infection, soft tissue et blood. Parmi
ces ¢tudes, 22 évaluaient la technique sur des valves cardiaques, 14 sur des LCS, 11 sur des
humeurs aqueuses, 3 sur des liquide pleuraux, 3 sur des abces, 6 sur des prélévements osseux
et/ou articulaires, 3 sur des liquides de sonication, 3 sur des tissus mous, 1 méta-analyse récente
¢valuait 28 études sur la PCR 16S sur sang périphérique, et enfin 3 évaluaient la technique sur
différents milieux.

Au final, 23 articles ont été retenus pour leur qualit¢ méthodologique tout en conservant la
diversité des tissus étudiés. Le Tableau 1 résume les caractéristiques de 7 études sur les valves
cardiaques (13,22,82-86), 3 sur les LCS (15,87,88), 2 sur les humeurs aqueuses (17,89), 2 sur

les liquides pleuraux (16,90), 2 sur les abces (18,91), 2 sur des prélévements osseux et/ou
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articulaires (14,92), 2 sur des liquides de sonication de prothese (93,94), 2 sur des tissus mous

(95,96) et la méta-analyse sur de la PCR 168 sur sang périphérique (97).

Les valves cardiaques ont bénéfici¢ d’un grand engouement autour de la PCR 16S. Ceci
s’explique par la fréquence des endocardites a cultures négatives, la possible implication de
bactéries difficilement ou non cultivables (Tropheryma whipplei, Coxiella burnetii, Bartonella
spp, Brucella spp, Legionella spp, Mycoplasma spp), le pronostic sombre en 1’absence de
traitement adéquat (98), et la nécessité d’un traitement de longue durée potentiellement toxique.
Les Gold Standard utilisés pour le diagnostic d’endocardite dans les études analysées étaient
principalement les critéres de Duke modifiés (99), le résultat de la culture de valve, ou plus
rarement 1’analyse anatomopathologique de valve. Ces études de performance diagnostique
bénéficiaient d’un important pool de controles négatifs bien définis, patients bénéficiant de
remplacement valvulaire dans des indications autres qu’infectieuses. Ces différentes études
retrouvaient une sensibilité de la PCR 16S de 41.2 a 96 %, supérieure a la culture de valve,
sensiblement similaire a celle des hémocultures, avec une excellente spécificité.

Les liquides cérébro-spinaux ont également bénéficié de nombreuses évaluations,
principalement du fait de ['urgence diagnostique et thérapeutique des méningites bactériennes
et de la faible proportion de culture positive (100). Un des avantages de la PCR dans ce contexte
est la rapidité du résultat quand les conditions techniques sont remplies au niveau du laboratoire.
Le comparateur utilisé était également variable selon les études, parfois purement
microbiologique et pouvant comprendre le résultat de I’examen direct, de la culture standard,
de la recherche d’antigénes, ou encore biologique (analyse biochimique et cellularité du LCS),
clinique, mais le plus souvent composite. La sensibilité de la PCR 168 variait entre 59 et 93 %,

avec encore une trés bonne spécificité.



Auteur/année Tissu étudié Vrai positif Primers Population Résultat Comparateur
Critéres de Duke . Histologie Se 63% Spe 100%
Greub, 2005 France Valve cardiaque i’ 536f/1050r 127 valves, 118 contréles Se 61% Spe 100%
aq (certaine) / vaw = Culture valve Se 13% Spe 98%
. . Critéres de Duke R Culture valve Se 7,8% Spe 93,8%
Breitkopf, 2005 Allemagne  Valve cardiaque p p 27f/907r| 52 valves, 16 contrdles Se 41,2% Spe 100% ;
ftkop emag v faqu (possible+certaine) ] vaw P Examen direct valve Se 11,8% Spe 100%
Critéres de Duke Hémoculture+ 91%
Marin, 2007 Espagne Valve cardiaque PSLf/P13Pr 48 valves, 129 contréles Se 96% Spe 95,3% ,
: pag 5 (certaine) / vaw &8 Culture valve Se 24,3% Spe 56,4%
Critéres de Duke Hémoculture+ 74%. PCR+ 14% hémocultures-
Voldstedlund, 200 D, k Val di 2/p3 (M 1993 74 val 1 trol 72 100¢
oldstedlund, 2008 anemarl alve cardiaque (certaine) p2/p3 (Muyzer, ) valves, 16 contrdles Se 72% Spe 100% Culture valve Se 26% Spe 62%
R " Critéres de Duke . ,
Vondracek, 2011 Suéde Valve cardiaque ; ¥ 165U1f/165U8r 57 valves, 61 contrdles Se 77% Spe 100% Culture valve+ 23%, hémoculture+ 84%
(possible+certaine)
Harris, 2014 Royaume-Uni Valve cardiaque Diagnostic clinigue 165Fa/165Fb/165R 116 valves, 35 contréles Se 67% Spe 91% PCR+ 62% des cultures-
s Hémocultures Se 77,6% Spe 100%.
N . Critéres de Duke . .,
Miller, 2016 Canada Valve cardiaque (possible+certaing) 165DPOf/165DPOr 58 valves, 10 contrdles Se 92% Spe 77,8% PCR+ 54% hémacultures-
i Culture valve Se 46% Spe 100% (Gram 26%/100%)
Exclusion de 9 f itifs de la culti
Schuurmann, 2004 Paysbas  LCS Culture positive 27§/1492r 37 LCS, 190 contréles Se 86% Spe 97% Kcluslan de 3 fauk positits die fa cufture
pour calculer Se
Cliniaue ou Se culture 43%
|Welinder-Olsson, 2007 Suéde LCS micr?)bilc iGiue SSU1/806R 74 L.CS, 271 contrbles Se 59% Spe 97% Antibiothérapie préalable:
e Se 79% PCR, 45% culture
Micrabiologi
Rafi, 2010 Inde Lcs kerouiologioue  u3ru8(Radstrom,1994)  39LCS, 63 contrdles Se 93% Spe 98% Gram+ 30 cas, culture+ 15 cas, Agt 27 cas
(examen direct, culture, sérologie)
. - S - = Culture Se 53% Spe 100%
Sugita, 2011 Japon Humeur aqueuse Diagnostic clinique fD1/rp2 19 endophtalmies, 50 contréles  Se 95% Spe 94% Gram Se 47% g
Joseph, 2012 Inde Humeur aqueuse Clinico-échographique RW01/DG74/6FAM 64 endophtalmies, 50 contrdles Se 66% Spe 100% Culture Se 34% Spe 100%
Clini t t lent
|Maskell, 2006 Royaume-Uni Liguide pleural e £ R UL LPW57/LPW205 434 pleurésies, 20 contrdles 16% cas PCR+/culture- Gram ou culture + 58% cas
Gram, culture, pH<7,2
- Aspect purulent, critéres de Light . N Culture Se 54,9% Spe 97,4%
Insa, 2012 Espagne Liquide pleural culture, histologie pleurale EBf/ES33r 82 pleurésies, 453 controles Se 81,7% Spe 99,1% Gram Se 24,4% Spe 99,5%
Song, 2014 Corée du Sud Abcés profond Radio-clinique 27F/518R, pyrosequencage 20 abcés hépatiques PCR+90% Se hémoculture 20%, culture 45%
16SDPOf/16SDPO
Kommedal, 2014 Norvége Abcés profond Diagnostic clinigue 5 / .r .. 52 abcés cérébraux Triple les bactéries identifiées NA
Séquencage massif paralléle
255 biopsies osseuses,
Fenollar, 2006 France Ostéo-articulaire Culture, PCR ciblées 536F/rp2 270 liquides articulaires Se 92,5% Spe 95,7% Culture Se 86,7% Spe 89%
121+, 424-
Clini
Sheikh, 2017 Iran Spondylodiscite s:{:ﬂ:;g inflammatoire, IRM pA/pl (Rogall, 1990) 57 biopsies a culture négative PCR+37% cas Gram+ 16% cas
: — . Liquide purulent, fistule, 135 infections de prothése,
Gomez, 2012 Etats-Unis  Sonication de prothése o P : V3.V4 (Gomez, 2012) Hiseonsten Se 70,4% Spe 97,8% Culture Se 72,6% Spe 98,3%
anatomopathologique 231 contréles
Bereza, 2016 Pologne Sonication de prothése Clinico-bio-radiologique 27f/1387r (Dempsey, 2007) 13 cas PCR+ 92% des cultures- Culture+ 62% cas
Hé It 7,4% (2/27
Johnson, 2012 Etats-Unis Tissu mou Diagnostic clinigue NR 32 aspirations de cellulite PCR+ 28% cas ete:ftﬁ:ef;e;?;{: 2}9{ )
500 ieres b 20 échantillons de débrid it PCR+ 90
Rudkjgbing, 2016 Danemark  Tissu mou Diagnostic clinigue premicres bases £ arl ! OFS E, coridemen * %ca's,' . - Culture+ 70% cas
Pyrosequencage de cellulite nécrotigue plus de bactéries identifiées
!Su, 2015 Chine Sang Hémoculture Variable (méta-analyse) 28 études Se 87% Spe 94% NA

Tableau 1 : Revue de la littérature des performances diagnostiques de la PCR 168 sur différents types d’échantillons
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Les ¢tudes évaluant la PCR 16S sur les humeurs aqueuses, motivées par le pronostic fonctionnel
des endophtalmies (101), objectivaient une meilleure sensibilité que la culture, évaluée entre
66 et 95 %, avec une tres bonne spécificité. Le Gold Standard utilisé pour le diagnostic positif
¢tait le plus souvent clinique ou clinico-échographique.

L’analyse des performances diagnostiques de la PCR 16S dans les pleurésies retrouvaient
¢galement une sensibilité de 81,7 %, supérieure a la culture, avec une spécificité de 99,1 %. La
PCR ¢était comparée a des critéres composites cliniques, macroscopiques, biologiques et
microbiologiques.

Concernant les abceés, il n’existe pas de contréle négatif pour évaluer les performances
diagnostiques intrinséques de la PCR 16S. Plusieurs études ont cependant démontré son intérét
dans cette situation avec un diagnostic microbiologique positif malgré des cultures négatives
mais aussi avec l’identification d’un nombre plus important de pathogeénes qu’avec les
méthodes standards. Ces études bénéficiaient des méthodes de séquengage de nouvelle
génération permettant I’analyse d’échantillons polymicrobiens.

Les biopsies osseuses et les liquides articulaires sont fréquemment analysés conjointement dans
la littérature. Les vrais positifs étaient définis par des critéres microbiologiques comprenant les
résultats de la culture standard et des PCR spécifiques, ou des critéres mixtes clinico-bio-
radiographique, comme pour les biopsies vertébrales en cas de spondylodiscite. La sensibilité
et la spécificité de la PCR 16S dans cette indication semblaient trés bonnes, respectivement a
92,5 et 95,7 %, meilleures que pour la culture standard.

Concernant les liquides de sonication de prothése, les vrais positifs peuvent étre difficiles a
différencier des contaminations, les infections sur prothése articulaire pouvant étre de

diagnostic difficile (102). Certaines études ont néanmoins réussi a calculer les sensibilité et
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spécificité de la PCR 16 sur ces types de prélévements. Les infections de prothése étaient
définies par la présence d’une fistule, d’un liquide articulaire ou périarticulaire purulent, ou une
analyse histopathologique des tissus péri prothétiques montrant une réaction inflammatoire. Les
performances de la PCR 168 étaient similaires a celles de la culture standard avec une sensibilité
de 70,4% et une spécificit¢ de 97,8%. D’autres études rapportaient la bonne rentabilité
diagnostique de cet examen en cas de culture négative.

Les performances de la PCR 16S sur sang périphérique sont rapportées par une méta-analyse
incluant 28 études. Une grande partie des études s’intéressait aux bactériémies néonatales. La
PCR 16S était plus fréquemment positive que les hémocultures, et, comparée au résultat des
hémocultures, sa sensibilité était de 87 % avec une spécificité¢ de 94 %. Concernant les adultes
uniquement, les performances de la PCR 16S étaient moins bonnes, avec une sensibilité et une
spécificité respectivement de 79 et 77 %. Fournier et col. décrivaient une sensibilité plus faible
de la PCR 16S sur sang total par rapport a la PCR 16S sur valve cardiaque pour le diagnostic
d’endocardite infectieuse (13,6 % contre 66,1 %) (103).

Les résultats sont difficilement comparables d’une étude a I’autre. D’une part les amorces
choisies sont variables, ce qui modifie les performances du test, et il n’existe pas de Gold
Standard idéal comme comparateur. Les vrais positifs et faux négatifs sont généralement définis
selon les résultats de la culture standard ou selon le diagnostic final du clinicien. Ces
comparateurs sont pourtant imparfaits. En effet, un des objectifs de la PCR est d’étre positive
quand la culture est négative, situation ou le résultat de la PCR peut étre interprété comme un
faux positif. De méme, le jugement du clinicien n’étant pas indépendant du résultat de la PCR,

celui-ci introduit un biais dans la mesure de sensibilité et spécificité.
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3.3 Problématique

Méme si les performances diagnostiques de la PCR 16S semblent séduisantes, I’impact clinique
de cette technique n’a été que peu évalué.

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer I’impact d’une PCR 168 positive sur la prise
en charge des patients sur différents types de prélévement.

Les objectifs secondaires étaient d’analyser 1’intérét diagnostic de notre PCR 168, I’effet d’une

antibiothérapie préalable et la gestion de résultats discordants avec la culture standard.

3.4 Matériel et méthodes

3.4.1 Design de I’étude et considérations éthiques

11 s’agit une étude monocentrique rétrospective. Nous avons inclus les patients ayant bénéfici¢
d’une PCR 16S au laboratoire des Hopitaux Universitaires de Strasbourg (HUS) de 2014 a
2018, a ’exclusion de ceux ayant exprimé leur opposition a participer a I’étude, ou aux enfants
pour lesquels les parents auraient refusé¢ la participation a 1’étude, et les patients pour lesquels
les données médicales étaient incomplétes.

Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique de 1’hopital de Strasbourg (référence
FC/dossier 2019-27), et inscrite sur ClinicalTrials.gov (NCT03915275). Cette étude a été

menée en accord avec les reégles de bioéthique Francaises (loi Jardé, 2016-800).

3.4.2 Recueil de données

Les résultats des PCR 16S dans les différents types de prélévement étaient rétrospectivement
recueillis ainsi que d’autres données microbiologiques et cliniques pour les PCR positives en

utilisant les logiciels Glims (résultats microbiologiques) et DxCare (dossiers cliniques). Les
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données collectées comprenaient les résultats des hémocultures, I’examen direct du
prélevement, la culture de 1’échantillon, la ou les bactérie(s) identifiée(s), la présence d’une
antibiothérapie préalable, I’impact clinique du résultat de la PCR 16S et le diagnostic final du
clinicien. Quand la PCR 16S était réalisée sur différents fragments d’'un méme prélévement,
seul un résultat était inclus dans 1’étude. Le résultat était considéré comme positif si au moins
un des échantillons était positif. Quand la PCR 16S était négative sur tous les échantillons
analysés seul un résultat négatif était retenu. Si plusieurs bactéries étaient identifiées par la PCR
16S sur un méme prélevement et que plus d’une bactérie modifiait la prise en charge du patient,
seul un résultat était pris en compte pour le critére de jugement principal.

L’impact clinique du résultat de la PCR 16S était défini suivant trois groupes. Le groupe
« rationalisation » du traitement correspondant a une antibiothérapie a spectre plus étroit, a
posologie plus faible ou a durée plus courte (groupe R, «rationing»). Le groupe
« antibiothérapie élargie » correspondant a un élargissement du spectre, une augmentation de
la posologie ou de la durée de I’antibiothérapie (groupe E, « extended antibiotic therapy »).
Finalement, le groupe « intervention » dans lequel le résultat de la PCR 16S induisait une prise
en charge chirurgicale ou interventionnelle (groupe I, « intervention »). Les PCR 16S négatives
étaient considérées comme n’ayant pas d’impact clinique. Une antibiothérapie préalable était
prise en compte si elle avait été administrée pendant plus de 24 heures et si la bactérie identifi¢e

était comprise dans son spectre d’activité.

3.4.3 Analyse des échantillons

Les flacons d’hémocultures étaient incubés (BD BACTEC™ FX, Becton Dickinson) pendant

5 jours, 10 jours en cas de suspicion d’endocardite.
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Les valves cardiaques, prélévements osseux et les abces étaient disséqués dans un mortier stérile
contenant 3 mL de bouillon cceur-cervelle BD BBL™ Brain heart infusion (Becton Dickinson).
Notre protocole de sonication de prothése a déja été décrit (104). Les protheses articulaires
¢taient transférées stérilement sous PSM dans des boites de sonication stériles. Du sérum
physiologique stérile ¢était ajouté de fagon a immerger a mi-hauteur la prothése. La boite était
ensuite fermée et agitée manuellement pendant 30 secondes, puis mise dans un bain de
sonication (BactoSonic®, Bandelin). La sonication se déroulait pendant 1 minute a 100 % de
puissance. Apres une nouvelle agitation manuelle de quelques secondes, le liquide obtenu était
ensemencé dans le flacon pédiatrique, et transféré dans des tubes stériles (10 ml par tube). Ces
derniers étaient centrifugés pendant 10 minutes a 5000 tours par minute. Le culot était récupéré
et trois gouttes étaient ensemencées au rateau pour chaque gélose.

Aprés examen direct a la coloration de Gram, les échantillons étaient ensemencés dans des
milieux de culture standards. Les liquides pleuraux, abcés, valves cardiaques, liquides
articulaires, prélévements osseux et liquides de sonication étaient ensemencés sur des géloses
Columbia avec 5 % de sang de mouton (Biomérieux), des géloses chocolat PolyViteX
(Biomérieux), des géloses lactosées de Drigalski (Becton Dickinson) et des géloses Schaedler
avec 5 % de sang de mouton (Biomérieux). Les liquides articulaires, prélévements osseux et
liquides de sonication étaient également ensemencés dans des flacons BD BACTEC™ Peds
Plus™ (105) avec 2 ml de Fructooligosaccharides (FOS™) alors que les liquides pleuraux,
abces et valves cardiaques étaient ensemencés dans des bouillons ceeur-cervelle BD BBL™
Brain heart infusion (Becton Dickinson). Des bouillons au Thioglycolate avec Résazurine
(Biomérieux) étaient également utilisés pour les abces, valves cardiaques et liquides de
sonication. Les liquides cérébro-spinaux ¢étaient ensemencés sur des géloses chocolat

LTM

PolyViteX (Biomérieux), dans des bouillons cceur-cervelle BD BB Brain heart infusion

(Becton Dickinson), et en complément dans des flacons BD BACTEC™ Peds Plus™ avec 2
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ml de Fructooligosaccharides (FOS™) quand une infection bactérienne était suspectée, et sur
des géloses Schaedler avec 5% de sang de mouton (Biomérieux) avec bouillon au
Thioglycolate avec Résazurine (Biomérieux) en contexte neurochirurgical. Les humeurs
aqueuses ¢taient ensemencées sur des géloses chocolat PolyViteX (Biomérieux), des bouillons
au Thioglycolate avec Résazurine (Biomérieux), des géloses Sabouraud Chloramphénicol et
dans des flacons BD BACTEC™ Peds Plus™ avec 2 ml de Fructooligosaccharides (FOS™).
Les géloses étaient incubées a 35 °C, sous une atmosphere comprenant 5 % de CO> pour les
géloses chocolat PolyViteX (Biomérieux). Les bactéries étaient habituellement identifiées par
spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS) (11), en utilisant le Microflex LT couplé a

I’algorithme MALDI Biotyper (Bruker) comme décrit précédemment (106).

3.4.4 Protocole de PCR 16S

La PCR ADNr 16S était réalisée a la demande du clinicien ou sur I’initiative du biologiste
quand une infection bactérienne €tait suspectée sur un site habituellement stérile. Elle était faite
a titre systématique sur les valves cardiaques en cas de suspicion d’endocardite avec culture de
valve négative. Notre méthodologie a été¢ précédemment décrite (chapitre 2.5) (42). L’ADN
purifié était obtenu en utilisant le MagNA Pure (Roche) apres prédigestion enzymatique par des
tampons de lyse. Ensuite, les extraits d’ADN étaient dilués si nécessaire avec de 1’eau PCR
grade pour obtenir une concentration en ADN de 30 ng/ul mesurée par le NanoDrop® (Thermo
Fischer). Notre PCR en temps réel avec révélation par agent intercalant était réalisée sur le
LightCycler® 2.0 (Roche) en utilisant les amorces 27F/16S1RRB et le TB Green™ Premix Ex
Taq™ II. De I’ADN purifié de Legionella était utilisé pour mettre en évidence un éventuel effet
inhibiteur de I’échantillon sur la réaction de PCR. Le séquencage était réalisé par la méthode

de Sanger par un prestataire, GATC BIOTECH (Eurofin Genomics), sur un ABI 3730 XL
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system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) en utilisant le BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) pour la réaction.

Les résultats étaient analysés par un microbiologiste en utilisant I’outil informatique en ligne
1eBIBI®BPP (58) pour comparer les séquences obtenues avec la base de données de GenBank®™
permettant la construction d’arbres phylogénétiques. Les résultats étaient immédiatement

transmis au clinicien.

3.4.5 Analyses statistiques

Les variables qualitatives étaient présentées sous forme d’effectifs et de proportions de chaque
modalité, puis ont été comparées en utilisant le test exact de Fisher. En cas de comparaisons
multiples significatives, des tests post-hoc deux a deux ont été réalisés en appliquant une
correction de Holm afin de contrdler I’inflation du risque alpha. Une p-valeur <0,05 a été
considérée comme statistiquement significative. Les analyses ont été réalisées a ’aide du
logiciel R version 3.5.1. R Core Team (2018). R: A language and environment for statistical

computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL, https://www.R-

project.org/.
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3.5 Résultats

3.5.1 La population

Nous avons réalisé 835 PCR 16S dans notre laboratoire de 2014 a 2018. Nous avons exclu 23
analyses car le type de prélévement n’était pas clairement identifié. Parmi ces 812 PCR 16S
retenues, 197 étaient positives. Encore 6 patients ont été exclus en raison de données médicales
incompletes, et 191 PCR 16S positives étaient finalement retenues pour 1’analyse sur 806. Les

caractéristiques microbiologiques de notre population précisant le résultat de I’examen direct,

Culture de I'échantillon + + - - ND
Examen direct + - - ND Total
PCR 16S + + + + -

Valve cardiaque 7 7 19 47 93 173

Abces 2 8 2 17 42 71

” Prélevement osseux 2 4 0 8 66 80
S Tissu mou 3 2 0 6 56 67*
= Liquide articulaire 2 9 2 11 154 178
_E;:" LCS 2 1 5 5 106 119

S Liquide pleural 1 0 1 3 22 27

Liquide de sonication 1 6 2 1 8 18

Humeur aqueuse 0 2 1 2 52 57
Autre 0 0 0 0 16 16%*

Total 20 39 32 100 615 806

Tableau 2 : Caractéristiques microbiologiques de la population

ND : Non Disponible

*23 biopsies cérébrales, 15 biopsies synoviales, 13 biopsies ganglionnaires, 4 biopsies cutanées,
3 biopsies médullaires, 2 biopsies vasculaires, 1 biopsie vésicale, cesophagienne, hépatique,
musculaire, sous-cutanée, péricardique et ventriculaire

**12 prélevements sanguins, 2 liquides péricardiques, 1 liquide d’ascite et 1 liquide de dialysat
péritonéal
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de la culture de 1’échantillon et de la PCR 16S en regard des différents types de prélevements

sont présentées dans le Tableau 2.

Les types de prélevement les plus représentés étaient les liquides articulaires (178 analyses), et
les valves cardiaques (173), puis les LCS (119), les prélévements osseux (80), les abces (71),
les tissus mous (67), et les humeurs aqueuses (57). Les liquides pleuraux (27), les liquides de
sonication de prothese (18) et les autres types de prélevements (16) étaient moins fréquents.

La PCR 16S était positive pour 10/18 (56 %) liquides de sonication, 80/173 (46 %) valves
cardiaques, 29/71 (41 %) abces, 5/27 (19 %) liquides pleuraux, 14/80 (18 %) prélevements
osseux, 11/67 (16 %) prélevements de tissus mous, 24/178 (13 %) liquides articulaires, 13/119

(11 %) liquides cérébro-spinaux, et 5/57 (9 %) humeurs aqueuses.

3.5.2 L’impact clinique général

Quand la PCR 168 était positive, son résultat avait un impact clinique pour 62/191 patients
(32 %). Elle permettait pour 31/62 (50 %) des patients une « rationalisation » du traitement,
pour 24/62 (39 %) des patients une « antibiothérapie élargie » et pour 7/62 (11 %) patients une
« intervention ». En considérant toutes les PCR 16S réalisées, cet impact clinique était évalué

4 8% (62/306).

3.5.3 L’impact clinique selon le type de prélévement

Au regard de toutes les PCR 16S réalisées, il n’y avait pas de différence statistiquement

significative entre les différents types des prélévements sur la prise en charge des patients

(p=0.078), Tableau 3.
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Type de prélevement  PCR 16S Impact clinique  Impact clinique (%) p-value
Valve cardiaque 173 13 8%

Abces 91 13 14%

Prélévement osseux 80 6 8%

Tissu mou 67 2 3%

Liquide articulaire 178 11 6% 0.078
LCS 119 8 7%

Liquide pleural 27 3 11%

Liquide de sonication 18 4 22%

Humeur aqueuse 57 2 4%

Autre 16 0 0%

Total 806 62 8% -

Tableau 3 : Rentabilité de la PCR 16S selon le type de prélevement

Test exact de Fisher pour comparaison de proportions multiples, p=0.078

Néanmoins, cet examen semblait plus utile sur les liquides de sonication de prothése, avec un

impact clinique de 22 % (4/18), mais la taille de I’échantillon était faible. Les abces étaient plus

représentés, et la PCR 16S semblait 1a aussi étre plus intéressante, avec un impact clinique de

14 % (13/91). Au contraire, la PCR 16S semblait moins rentable sur les tissus mous et les

humeurs aqueuses, avec un impact clinique respectivement de 3 % (2/67) et 4 % (2/57). Sur les

liquides pleuraux, les valves cardiaques, les prélevements osseux, les LCS et les liquides

articulaires, I’intérét de la PCR 168 était intermédiaire, de 11 % a 6 %. Nous n’avons pas mis

en évidence d’impact clinique pour les autres types de prélevements, toutes les PCR 16S étant

négatives et considérées comme sans effet dans le cadre de notre hypothése de travail.
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En revanche, en ne considérant que les PCR positives, I’impact sur la prise en charge des
patients varie de fagon statistiquement significative selon le type de prélévement, avec un

p=0.002 en comparaison multiple, Tableau 4.

Type de prélévement  PCR 16S positive  Impact clinique  Impact clinique (%) p-value

Valve cardiaque 80 13 16%

Abces 29 13 45%

Prélévement osseux 14 6 43%

Tissu mou 10 2 20%

Liquide articulaire 25 11 44% 0.002
LCS 13 8 62%

Liquide pleural 5 3 60%

Liquide de sonication 10 4 40%

Humeur aqueuse 5 2 40%

Total 191 62 32% -

Tableau 4 : Impact clinique d’une PCR 16S positive selon le type d’échantillon
Test exact de Fisher pour comparaison de proportions multiples, p=0.002

Les ¢léments en gras différent de fagon statistiquement significative aprés comparaison deux a
deux avec correction de Holm, p=0.044

Les tests deux a deux corrigés ont permis de mettre en évidence quune PCR 168 positive sur
un LCS était plus a méme de changer la prise en charge du patient quune PCR 16S positive

sur valve cardiaque (p=0.044).

3.5.4 Cas particulier des endocardites

Parmi les 80 PCR 16S positives sur valve cardiaque, le pathogeéne responsable était déja
identifié par les hémocultures dans 50 cas. Dans 28 cas, ces hémocultures étaient réalisées dans
un hopital périphérique, avant le transfert du patient. Le résultat de la PCR 16S n’a eu un impact

sur la prise en charge des patients dans aucun de ces 50 cas. Les bactéries identifiées par ces
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hémocultures étaient compatibles avec une endocardite : 1 Aggregatibacter aphrophilus, 5
Enterococcus faecalis, 1 Gemella haemolysans, 4 Granulicatella spp, 1 Cutibacterium acnes,
8 Staphylococcus aureus, 2 staphylocoques a coagulase négative, 2 Staphylococcus lugdunensis
et 26 Streptococcus spp.

Sans prendre en compte ces examens pour lesquels le diagnostic microbiologique de
I’endocardite était déja connu, I’impact clinique d’une PCR 16S positive sur valve cardiaque
aurait ét¢ de 43% (13/30). Ce résultat témoigne du peu d’intérét de la PCR 16S sur valve
cardiaque en cas de bactérie compatible avec une endocardite déja mise en évidence par les

hémocultures.

3.5.5 Les bactéries identifiées

A partir des 191 échantillons, 203 bactéries étaient identifiées par notre PCR 168S. Elles sont

résumées dans le Tableau 5 et détaillées ci-apres.

Type de bactérie Identifiée par PCR 16S  Impact clinique Impact clinique (%)
Gram + commune 125 29 23%
Gram - commune 18 8 44%
Anaérobie 39 16 41%
Difficile a identifier 21 12 57%
Total 203 65 32%

Tableau 5 : Impact clinique d’une PCR 16S positive selon le type de bactérie

Les bactéries communes a Gram positif étaient largement représentées (125/203, 62 %),
venaient ensuite les anaérobies (39/203, 19 %), les bactéries fragiles, a culture fastidieuse ou
impossible (21/203, 10 %), puis les bactéries communes a Gram négatif (18/203, 9 %). Les 203

bactéries identifiées par PCR 16S sont détaillées dans I’ Annexe 2.
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La PCR 16S permettait d’identifier la bactérie au rang d’espéce dans 189/203 cas, soit 93 %.

Sur ces 203 bactéries identifiées par PCR 16S, 65 ont eu un impact sur la prise en charge des
patients. L’impact clinique paraissait plus important quand la PCR 168 identifiait des bactéries
fragiles, a culture fastidieuse ou impossible (57 %), que quand elle mettait en évidence des

bactéries communes a Gram négatif (44 %), des anaérobies (41 %) ou des bactéries communes

a Gram positif (23 %).

3.5.6 Impact clinique de la PCR 16S en cas de culture négative

L’impact clinique d’une PCR 16S positive était significativement plus important quand les
hémocultures étaient négatives (52/107, 49 %) que lorsqu’au moins une hémoculture était
positive (10/84, 12 %) (p<0.001).

Quand simultanément les hémocultures et la culture du prélévement étaient négatives, le
résultat d’une PCR 16S positive modifiait la prise en charge du patient dans 44/64 cas (69 %),

versus 18/127 cas (14 %) quand au moins une bactérie était mise en évidence (p<0.001).

3.5.7 Impact d’une antibiothérapie préalable

Chez les patients bénéficiant d’une antibiothérapie efficace antérieure au prélevement, une PCR
16S positive avait une meilleure contribution diagnostic. En effet, la culture de 1’échantillon
était plus fréquemment négative dans ce groupe (92/118, 78 %) qu’en 1’absence
d’antibiothérapie (40/73, 55 %) (p<0.001).

La prise en charge des patients avec antibiothérapie préalable était modifiée dans 33/118 cas

(28 %) par le résultat d’une PCR 16S positive.
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3.5.8 Gestion des résultats discordants

La Figure 12 schématise 1’intérét d’'une PCR 168 positive en cas de résultat discordant avec la
culture de 1’échantillon.

Parmi les 191 PCR 16S positives, la culture de I’échantillon identifiait une bactérie dans 59 cas.
Ce résultat était discordant avec celui de la PCR 16S dans 22 cas (37 %). Dans 1 cas la PCR
16S identifiait une bactérie supplémentaire prise en compte, et dans 6 cas la culture de
I’échantillon mettait en évidence une bactérie supplémentaire considérée par les cliniciens.
Dans 1 cas pour la PCR 168 et 2 cas pour la culture, une bactérie supplémentaire était identifi¢e
mais considérée comme une contamination. Dans 1 cas la culture permettait le diagnostic d’une
bactérie additionnelle prise en compte mais la PCR 16S identifiait le premier pathogene de
fagon plus précise avec un impact sur le traitement. Dans les 11 cas restants, les bactéries
identifiées étaient différentes. Le résultat de la PCR 16S était dans 4 cas considéré comme une
contamination et dans 4 cas c¢’était le résultat de la culture qui était considéré comme une
contamination. Dans 2 cas, chaque bactérie mise en évidence était retenue comme responsable

de I’infection. Pour 1 patient les deux bactéries identifiées étaient extrémement proches.



95

191 PCR 16S positives

/\

59 cultures positives

132 cultures négatives

T

37 résultats concordants

22 résultats discordants

/\

8 PCR 16S utilesala
prise en charge

14 PCR 16S inutiles a la
prise en charge

1 cas: identification
d'une bactérie
supplémentaire traitée

4 cas: culture
considérée comme une
contamination

2 cas: prise en compte
du résultatde la PCR et
de la culture

1 cas: bactérie
identifiée plus
précisément par la PCR

Figure 12 : Gestion des résultats discordants entre PCR 16S et culture de I’échantillon

La Figure 13 schématise I’intérét d’une PCR 16S positive en cas de résultat discordant avec les

hémocultures.

Parmi les 191 PCR 168 positives, au moins une hémoculture était positive dans 84 cas. Ce

résultat était discordant avec celui de la PCR 16S dans 16 (19 %) cas. Dans 1 cas la PCR 16S

identifiait une bactérie supplémentaire prise en compte, et dans 1 cas les hémocultures mettaient

en évidence une bactérie supplémentaire considérée par les cliniciens. Dans 2 cas les

hémocultures identifiaient une bactérie additionnelle qui était considérée comme une

contamination. Dans les 12 cas restants, les bactéries identifiées étaient différentes. Le résultat




96

de la PCR 16S était dans 4 cas considéré comme une contamination et dans 3 cas c’était le

résultat des hémocultures qui était considéré comme une contamination. Dans 1 cas, chaque

bactérie trouvée était retenue comme responsable de I’infection. Dans 2 cas la PCR 16S pouvait

identifier plus précisément 1’espece, avec un impact sur I’antibiothérapie. Pour 2 patients les

deux bactéries identifiées étaient extrémement proches.

191 PCR 16S positives

/\

84 hémocultures
positives

107 hémocultures
négatives

T

68 résultats concordants

16 résultats discordants

/\

7 PCR 16S utilesa la
prise en charge

9 PCR 16Sinutiles a la
prise en charge

1 cas: identification
d'une bactérie
supplémentaire traitée

3 cas: hémoculture
considérée comme une
contamination

1 cas: prise en compte
du résultat de la PCR et
de la culture

2 cas: bactérie
identifiée plus
précisément par la PCR

Figure 13 : Gestion des résultats discordants entre PCR 16S et hémocultures
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3.6 Discussion

Notre étude a montré que 62/191 (32 %) de nos PCR 16S positives sur 5 ans avaient eu un
impact sur la prise en charge des patients. En considérant toutes les PCR 16S réalisées, cet
impact clinique était estimé a 8 %.

La PCR 16S semblait plus fréquemment positive pour les liquides de sonication, les valves
cardiaques et les abces (respectivement 56, 46 et 41 %) que pour les autres types de prélévement

ou elle était positive dans moins de 20 % des cas.

3.6.1 Comparaison des résultats aux données de la littérature

En comparaison avec les nombreuses études évaluant les performances diagnostiques de la

PCRI16S, peu d’auteurs ont évalué son impact sur la prise en charge des patients.

3.6.1.1 Données de la littérature sur des prélévements d’origine variée

O’Donnel et col. ont inclus rétrospectivement en 2018 76 PCR 16S réalisées sur différents types
de prélevements provenant de 60 patients (107). Les données étaient disponibles pour 49
patients, et le traitement était modifié pour 7/49 (14 %) patients. L’antibiothérapie avait pu étre
plus ciblée dans 5 cas et arrétée dans 2 cas. Un impact clinique plus important pour les
prélevements neurochirurgicaux (4/27, 15 %) était souligné par les auteurs. Dans cette étude,
I’impact clinique d’une PCR 16S positive était de 21 % (5/24). Dans une étude rétrospective
d’Akram et col. en 2017, I’'impact clinique de la PCR 16S, qu’elle soit positive ou négative,
¢tait retrouvé dans 9/32 cas (28 %) sur différents types de prélevements (108). L’antibiothérapie
¢tait plus ciblée dans 5 cas et arrétée dans 4 cas. Dans ces deux articles, I’impact clinique de la

PCR 16S semblait plus important que ce qui est décrit dans notre étude (respectivement 14 %
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et 28 % contre 8 %). Les effectifs de ces études étaient faibles, rendant ’interprétation des
résultats limitée. Nous avons choisi de ne pas considérer les PCR16S négatives comme pouvant
avoir un impact sur la prise en charge des patients. Dans notre expérience, un résultat négatif
ne permet pas d’arréter une antibiothérapie quand une infection bactérienne est fortement
suspectée. Contrairement aux PCR spécifiques, la PCR 16S n’a pas une excellente valeur
prédictive négative, la sensibilité étant plus faible. La limite de détection de notre technique
¢tait évaluée a 250 fg/uL, soit 226 équivalents-génomes de Klebsiella pneumoniae lors de sa
mise en place en 2014. La PCR 16S ne devrait pas étre réalisée pour €liminer une infection
bactérienne en cas de faible probabilité clinique.

Une étude rétrospective de Gilbert et col. en 2017 décrivait une durée d’antibiothérapie plus
courte chez 45 patients ayant une PCR 16S négative appariés a 45 patients avec PCR 16S
positive (33 jours contre 43 jours, p=0.02) (109). Cette diminution de la durée du traitement
n’était cependant pas directement liée au résultat de la PCR16S. En effet, les patients avec PCR
16S négative avaient moins fréquemment des résultats de culture standard positifs (18.2 %
contre 34.9 %) et ¢étaient donc vraisemblablement moins souvent atteints d’infection

bactérienne, expliquant donc en partie les arréts d’antibiothérapie.

3.6.1.2 Données de la littérature sur les valves cardiaques

Notre étude retrouvait un impact clinique pour 16 % des PCR 168 positive sur valve cardiaque.
En considérant a la fois les PCR 16S positives et négatives, cet impact sur la prise en charge
des patients était estimé a 8 %.

Ces résultats sont en accord avec une ¢étude prospective de Peeters et col. en 2017, qui a inclus
127 valves cardiaques chez des patients suspects d’endocardite infectieuse (110). Le traitement

antibiotique était modifié chez 12/127 patients (10 %). L’ antibiothérapie était arrétée pour 5
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patients, plus ciblée pour 6 patients, et le spectre était élargi pour 1 patient. Dans une étude
rétrospective de Marsch et col. en 2015, les PCR 16S et 18S étaient positivent pour 28/46 (61 %)
valves opérées, et le traitement antibiotique était modifié¢ pour 7/46 (15 %) patients (111). Les
PCR ¢étaient réalisées a la fois chez les patients chez qui une endocardite était suspectée sans
Iésion per opératoire visualisée, chez les patients avec hémocultures négatives ou chez qui un
pathogéne peu probable était identifi€, et les patients sans diagnostic d’endocardite mais avec

découverte de 1ésions suspectes en per opératoire.

3.6.1.3 Données de la littérature sur les prélévements ostéoarticulaires

Dans notre étude, une PCR 16S positive changeait la prise en charge du patient dans 44 %
(11/25) des cas pour les liquides articulaires, 43 % (6/14) des cas pour les biopsies osseuses, et
40 % (4/10) des cas pour les liquides de sonication de prothése. Cet impact clinique était
respectivement estimé a 6 %, 8 % et 22 % des cas quand on considérait également les PCR 16S
négatives.

Dans une étude rétrospective d’Alraddadi et col. en 2013 évaluant les infections
ostéoarticulaires, le résultat de la PCR 16S était concordant avec le traitement finalement
administré au patient dans 26/36 (72 %) cas (112). Les antibiotiques étaient arrétés dans 19 cas
a la suite d’'une PCR 16S négative, et dans 7 cas les antibiotiques étaient modifiés ou maintenus
de maniere cohérente avec les résultats de la PCR 16S. La modification de prise en charge
n’était pas directement liée au résultat de la PCR 16S, mais d’autres facteurs entraient en
compte, notamment cliniques. Seuls 20 patients étaient en fait suspects d’infection
ostéoarticulaire lors de la visite avec I’infectiologue qui précédait le résultat de la PCR 16S.

Pour 9 patients, 1’antibiothérapie était maintenue malgré une PCR 16S négative.
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Dans une large revue de la littérature par Saeed et col. en 2015, 3840 infections de prothéses
articulaires a culture négative étaient incluses (113). La PCR 16S apportait un diagnostic
microbiologique dans 141 cas (4 %), et aurait pu dans ces situations changer la prise en charge

des patients. Ce résultat est en accord avec nos données.

3.6.2 Analyse des résultats

Cette ¢tude n’a pas pu prouver qu’un type de prélévement bénéficiait plus qu’un autre de la
PCR 168 pour la prise en charge des patients d’un point de vue statistique. Néanmoins, la PCR
16S semblait plus intéressante sur les liquides de sonication de prothése que sur les tissus mous,
les humeurs aqueuses et les autres types de prélévements moins souvent réalisés. Un manque
de puissance pourrait expliquer 1’absence de différence significative, et d’autres études sont
nécessaires pour confirmer nos résultats.

Bien que moins fréquemment positive, une PCR 16S positive sur LCS changeait plus souvent
la prise en charge des patients que sur les valves cardiaques. Ce résultat peut s’expliquer par le
faible rendement des hémocultures et des cultures sur LCS, et par la fréquence des infections
en contexte neurochirurgical a la fois difficiles a diagnostiquer (114), possiblement
plurimicrobiennes et impliquant des pathogénes nosocomiaux. Dans ce contexte, une
antibiothérapie mal conduite peut rapidement avoir des conséquences néfastes, et le résultat de
la PCR 16S permet dans de nombreux cas d’orienter le traitement. De 1’autre coté, une
antibiothérapie probabiliste ciblant les pathogeénes habituellement impliqués est treés
fréquemment débutée avant la chirurgie cardiaque pour endocardite. De plus, les hémocultures
apportent un diagnostic microbiologique dans de nombreux cas, permettant d’adapter le
traitement antibiotique. En cas d’endocardite, les valves cardiaques sont systématiquement

envoyées au PTM pour analyse microbiologique. La PCR 16S est actuellement
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systématiquement réalisée a I’initiative du microbiologiste quand la culture de valve est
négative. En tant que centre régional de référence de chirurgie cardiaque, nous admettons un
grand nombre de patient avec indication opératoire (115). Une partie de ces patients bénéficie
déja d’une antibiothérapie adaptée aux résultats des hémocultures réalisées dans les hopitaux
périphériques. Le résultat de ces hémocultures n’est pas connu par le microbiologiste, et la
communication entre clinicien est bactériologistes est fondamentale pour éviter de réaliser cet
examen inutilement.

Cette étude a pu montrer qu’une PCR 16S positive avait moins d’intérét quand au moins une
hémoculture était positive que quand les hémocultures étaient négatives. C’est une situation
pour laquelle la PCR 16S ne devrait, dans la majorité des cas, pas étre réalisée. La PCR 16S
¢tait le plus souvent utile a la prise en charge des patients quand aucune bactérie n’était mise
en évidence par les cultures standards, c’est dans cette situation qu’elle est le plus clairement
indiquée (77).

Toutefois, la PCR 16S peut aussi étre utile en cas de culture positive. En effet, 1’identification
d’une espéce peut étre plus précise par analyse phylogénétique, ce qui peut étre important pour
adapter le traitement contre certaines bactéries. De plus, il existe des résultats discordants entre
la culture et la PCR 168, cette derniére permettant dans certains cas d’identifier des bactéries
supplémentaires ou d’identifier un pathogene plus vraisemblable. Dans tous les cas, ces
techniques restent complémentaires. Harris et Hartley décrivaient déja en 2003 D’intérét
potentiel de la PCR 16S en cas de résultat discordant avec la culture (116). Sur un total de 382
prélevements d’origine variée 133 PCR 16S étaient positives. La culture de 1’échantillon était
alors positive dans 63 cas. Il y avait un résultat discordant dans 29 cas (46 %), contre 22/59
(37 %) dans notre étude. Pour 6 cas une bactérie supplémentaire était identifiée (4 par la PCR

16S et 2 par la culture). Dans 13 cas la bactérie identifiée par culture était considérée comme
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une contamination au regard de celle identifiée par PCR 16S. La bactérie identifiée par culture
était considérée comme cliniquement significative dans les 10 derniéres situations.

La contribution diagnostique de la PCR 168 était plus importante chez les patients bénéficiant
d’une antibiothérapie adéquate avant le prélevement. Effectivement, la PCR 16S est capable de
détecter I’ADN de bactéries non viables contrairement a la culture. La modification de prise en
charge des patients dans ce sous-groupe ¢tait plus faible, de 28 %, car les antibiothérapies
probabilistes ciblaient dans un certain nombre de cas directement le pathogeéne. Cet impact
d’une antibiothérapie préalable était déja décrit par Rantakokko-Jalava et col. qui évaluait a la
fois la PCR 16S et 23S sur différents types d’échantillons cliniques (117). En cas
d’antibiothérapie préalable efficace, le microorganisme n’était plus fréquemment identifié que
par les techniques de biologie moléculaire.

Un large panel de bactéries a pu étre identifié par notre PCR 16S, correspondant a
I’épidémiologie des infections étudiées. Une grande majorité de bactéries communes a Gram
positif étaient mises en évidence suivies par des bactéries anaérobies, des bactéries difficiles a
identifier par culture et des bactéries communes a Gram négatif. L’identification était précise,
au rang d’espece, dans la grande majorité des cas (93 %). La prise en charge des patients était
plus fréquemment modifiée quand une bactérie a croissance difficile était identifiée, situation
ou la culture standard est prise en défaut. L’analyse phylogénétique est aussi utile pour identifier

des bactéries en cas d’échec des méthodes habituelles comme la spectrométrie de masse.

3.6.3 Limites et forces de I’étude

Notre étude a plusieurs limites. Il s’agit d’'une étude monocentrique, et les résultats sont

difficiles a extrapoler a d’autres centres. De plus, les données ont été recueillies
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rétrospectivement, ce qui ne peut pas remplacer un recueil prospectif systématique malgré la
quasi-exhaustivité de notre recueil.

Nous n’avons pas pu étudier les performances diagnostiques en vie réelle de notre PCR 16S en
ce qui concerne la sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive et la valeur prédictive
négative. L’étude n’était pas destinée a ce type d’analyse, tous les patients inclus ayant une
forte probabilité d’infection bactérienne. Il n’existait pas de groupe contrdle de patients
indemnes d’infection pour pouvoir définir des vrais négatifs. De plus, il n’existe pas de Gold
Standard adapté vu la multiplicité des échantillons. La PCR 16S est généralement comparée
aux résultats de la culture, ce qui est inadéquat car le principal objectif de la PCR 16S est d’étre
positive quand la culture est négative, résultats pouvant étre interprétés comme des faux positifs
avec mauvaise évaluation de la spécificité de la technique. Le diagnostic final du clinicien n’est
pas non plus un Gold Standard idéal car il n’est pas indépendant du résultat de la PCR 16S.
Dans notre laboratoire, la PCR 168 est réalisée systématiquement sur valve cardiaque en cas de
suspicion d’endocardite et de culture de valve négative, méme en cas de diagnostic déja établit
par les hémocultures. Ce biais de sélection participe au faible impact clinique des PCR 16S sur
valve cardiaque dans notre étude, mais révele I’éventualité d’une meilleure prescription de cet
examen.

La PCR 16S a elle-méme des limites. Méme si on la nomme habituellement « PCR
universelle », certaines bactéries peuvent ne pas étre amplifiées. Le choix des amorces et de
leurs bases dégénérées détermine la sensibilité de détection pour différentes especes (37,39). 11
n’existe pas de méthode standardisée, et chaque laboratoire doit choisir, tester et évaluer son
couple d’amorces. Une PCR 16S négative n’est pas toujours synonyme de 1’absence d’infection
bactérienne (14,118-120).

Plusieurs études ont montré la possible persistance d’ADN bactérien au sein du tissu plusieurs

années apres I’infection, notamment pour les endocardites (121,122), ce qui pourrait conduire
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a de faux positifs. La PCR 16S n’est pas exempte du risque de contamination, majoré par les
différentes étapes de manipulation au laboratoire. L’interprétation des résultats doit toujours
prendre en compte les données cliniques. On pourra a I’avenir bénéficier de systémes unitaires
clos combinant le préparateur d’ADN et le cycleur pour PCR en temps réel. Ceci permettra de
limiter les risques de contamination au laboratoire.

Les autres microorganismes potentiellement responsables d’infections profondes ou de co-
infections, comme les virus, parasites ou champignons ne sont pas détectés par la PCR 16S.
Cette technique ne permet de séquencer que I’ADN codant pour I’ARN ribosomal 168, et il
n’est pas possible de détecter des mutations de résistance acquises, ou des facteurs de virulence.
L’analyse de chromatogrammes provenant d’échantillons plurimicrobiens est délicate si on
utilise la méthode de Sanger pour le séquencage (60), et la PCR 168 reste actuellement indiquée
sur des prélévements de sites habituellement stériles.

Concernant I’identification bactérienne, il n’existe pas de seuil clairement établi permettant de
rattacher une séquence a une espece ou a un genre donné. Plusieurs seuils de similarité ont été
proposés, de 97 % a plus de 99,5 % (64). Dans certains cas, il est difficile voire impossible de
différencier deux especes via I’ADN ribosomal 16S et I’analyse d’autres génes est nécessaire
comme celui codant pour la sous-unité § de I’ARN polymérase (rpoB), pour la sous unité  de
I’ADN gyrase (gyrB) ou pour la protéine du choc thermique 60 (hsp60). Ces difficultés ont été
décrites pour certaines especes des genres Achromobacter, Acinetobacter, Actinomyces,
Aeromonas, Bacillus, Bordetella, Burkholderia, Campylobacter, Edwardsiella, Enterobacter,
Neisseria, Pantoea, Pseudomonas, Stenotrophomonas et pour quelques especes de
mycobactéries et de streptocoques (groupe mitis) (123). De plus, la qualit¢ de 1’analyse
phylogénétique dépend de I’exactitude des séquences présentes dans la base de données

interrogée (63).
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L’ADN ribosomal 16S peut étre présent en plusieurs copies chez une méme bactérie. Les
variations de séquence entre ces différentes copies risquent de conduire a I’identification de
plusieurs ribotypes pour un méme microorganisme (36). Cet inconvénient a peu d’impact pour
la pratique clinique, surtout dérangeant pour 1’identification de sous-espéces, et peut étre rectifié
par I’analyse de génes présent en une seule copie comme rpoB.

La PCR 16S est un examen plus onéreux que la culture classique, et tous les laboratoires ne
sont pas €quipé€s de tels dispositifs limitant son utilisation en pratique. Méme si les techniques
de biologie moléculaire sont capables en théorie de rendre trés rapidement des résultats, nous
sommes limités dans notre centre a une série de PCR 16S par semaine. De plus, le séquencage
n’étant pas réalisé sur place, et tous les chromatogrammes étant interprétés par un seul
microbiologiste, le rendu des résultats peut étre retardé de plus d’une semaine.

Les forces de cette étude sont d’avoir recruté toutes les PCR 168 faites dans notre laboratoire,
ce qui refléte le bénéfice en vie-réelle de cet examen sur cing ans. Chaque échantillon a été
analysé avec la méme technique rendant nos données comparables. C’est a notre connaissance
la premiére étude capable d’évaluer sur une cohorte considérable 1’utilité de la PCR 16S sur la

prise en charge des patients sur différents types de prélévements.

3.6.4 Perspectives en microbiologie clinique, la métagénomique

Le séquencage massif parallele, encore appelé séquencage de nouvelle génération (Next-
Generation sequencing, NGS), permettra bientdt de révolutionner le diagnostic moléculaire en
microbiologie (124). Ces techniques sont capables de séquencer sur un méme prélevement le
génome entier d’un ou de plusieurs pathogenes, ainsi que I’ADN des éléments génétiques

mobiles comme les plasmides.
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On distingue la métagénomique globale, qui vise a séquencer I’ensemble des génomes présents
dans I’échantillon, et la métagénomique ciblée, encore appelée métagénétique, qui se focalise
sur une séquence d’ADN particuliere pouvant étre présente chez plusieurs microorganismes,
comme I’ADN ribosomal 16S.

Ces techniques ont déja démontré leur potentiel dans plusieurs études. Wilson et col. décrivaient
en 2019 dans une étude prospective multicentrique I’apport diagnostic du NGS sur LCS en cas
de méningite, encéphalite et my¢lite aigués (125). Sur 204 échantillons, une cause infectieuse
¢tait retenue dans 57 cas. Dans 13 cas, seul le NGS permettait un diagnostic microbiologique,
avec dans 8 cas un impact sur la prise en charge du patient. C’est également dans le LCS que
nos PCR 168 positives avaient I’impact clinique le plus important. Plusieurs publications ont
décrit ’apport de ces techniques sur les abcés (126), les valves cardiaques (127), les
prélévements ostéoarticulaires (128,129), les liquides de sonication de prothése (130), les
prélévements ophtalmologiques (131), les tissus mous (132,133), les prélévements sanguins
(134) et méme sur les prélévements urinaires (135), les plaies (136) les diarrhées infectieuses
(137) et les liquides de lavage broncho-alvéolaires (138) avec un intérét particulier pour
Mycobacterium tuberculosis (139).

Ces nouvelles techniques permettent un diagnostic microbiologique plus complet. Elles peuvent
par exemple augmenter le nombre de bactéries identifiées dans les infections profondes comme
les abcés dont on sait que la culture n’est pas exhaustive. Non seulement les bactéries, mais
aussi les virus, les parasites et les champignons peuvent étre mis en évidence en cas de co-
infection, avec de possibles implications thérapeutiques.

Elles peuvent étre réalisées sur des échantillons de sites non stériles, d’une part pour s’enquérir
d’une infection mais aussi pour 1’analyse du microbiote, comme pour évaluer I’impact des
antibiothérapies sur le résistome intestinal en détectant les bactéries multirésistantes

colonisantes. La détection de geénes de virulence est une clef pour prédire la gravité d’une
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infection et son pronostique. Le séquengage de mutations chromosomiques et des ¢léments
génétiques mobiles (140), supports de la résistance aux antibiotiques, est un atout majeur pour
guider les antibiothérapies.

Un des écueils de ces démarches de biologie moléculaire est I’incertitude quant a 1’expression
phénotypique du génotype (141). Ces techniques ne sont pas encore disponibles en routine,
mais la diminution de leur cott, leur automatisation, leur validation par plusieurs études et le
développement de la bio-informatique les rendront accessibles trés prochainement (142). La
métagénomique ciblée sur I’ADN ribosomal 16S est une autre approche, plus simple, rapide et
moins couteuse pour la détection et I’identification de bactéries issues d’échantillons cliniques
polymicrobiens et pourra probablement étre plus aisément implémentée dans les laboratoires

pour la pratique quotidienne.
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4 Conclusion

Un diagnostic microbiologique est fondamental pour une antibiothérapie adaptée. Il permet
d’augmenter les chances de guérison du patient, de réduire les risques d’effets secondaires
d’une antibiothérapie probabiliste, et enfin d’en réduire le spectre dans un contexte
d’émergence de bactéries multirésistantes. La culture bactérienne standard reste nécessaire pour
tester la sensibilité aux antibiotiques, mais les techniques d’identification moléculaire occupent
une place centrale pour les especes de culture et d’identification difficile.

La PCR 16S amplifie ’ADN des bactéries en utilisant des amorces se fixant sur des régions
conservées au sein du régne bactérien situées sur le gene codant pour I’ARN ribosomal 16S. Le
produit amplifié comporte des régions variables au sein des différentes espéces. Le séquencage
de ce produit permet de réaliser une analyse phylogénétique avec identification du
microorganisme.

Notre étude confirme I’intérét de la PCR 16S pour la prise en charge des patients suspectés
d’infection bactérienne sur différents types de prélévements normalement stériles. Elle permet
d’¢largir ou de mieux déterminer le spectre d’une antibiothérapie, d’augmenter ou de réduire la
posologie utilisée, de prolonger ou de diminuer la durée du traitement, et dans certains cas
d’indiquer la réalisation d’un geste invasif. Cette technique ne semble pas plus rentable en ce
qui concerne I’impact clinique sur I’un ou 1’autre des différents types d’échantillons, méme si
elle pourrait étre plus intéressante sur les liquides de sonication de prothese. Une PCR 16S
positive a en revanche un impact clinique significativement plus fréquent pour les méningites
que pour les endocardites. Il ressort de notre analyse que la prise en charge des patients est plus
fréquemment modifiée quand une bactérie a croissance difficile est identifiée par la PCR 168,
quand les hémocultures sont négatives, et surtout quand la culture standard ne permet pas de

diagnostic microbiologique.
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La PCR 16S peut tout de méme s’avérer utile quand une bactérie est identifiée par
hémoculture ou par culture de I’échantillon. L’analyse des résultats discordants révéle
’intérét de cette technique pour mettre en évidence une contamination du prélévement et pour

identifier plus précisément les pathogénes.

En cas d’antibiothérapie préalable au prélévement, la PCR 16S a un intérét diagnostic au vu

de la fréquence des cultures négatives.

Ainsi, la PCR 16S est un examen utile a la prise en charge des patients. Elle ne se substitue
pas a la culture mais trouve particuliérement sa place quand celle-ci fait défaut. La discussion
au cas par cas entre cliniciens et microbiologistes est essentielle pour déterminer au mieux ses

indications et pour ’interprétation des résultats.

Dans un avenir proche, les techniques de séquengage a haut débit devraient considérablement
modifier les pratiques de diagnostic moléculaire et remplacer dans certaines situations la PCR
168, en apportant des informations plus larges que la simple identification microbiologique
comme les profils de résistance aux antibiotiques, la présence d’éléments génétiques mobiles

ou encore de facteurs de virulence.
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Abstract

PURPOSE: PCRs targeting 16S ribosomal DNA (16S PCR) followed by Sanger's sequencing can identify bacteria
from normally sterile sites and complement standard analyses, but the analyses are expensive. We conducted a
retrospective study in the Strasbourg University Hospital to assess the clinical impact of 16S PCR sequencing on
patients' treatments according to different sample types. METHODS: From 2014 to 2018, 806 16S PCR samples
were processed, and 191 of those were positive. RESULTS: Overall, the test impacted the treatment of 62 of the
191 patients (32%). The antibiotic treatment was rationed in 31 patients (50%) and extended in 24 patients (39%),
and an invasive procedure was chosen for 7 patients (11%) due to the 16S PCR sequencing results. We found the
impact of the test was similar regardless of the sample type (p = 0.078). However, positive 16S PCR sequencing
results on cerebrospinal fluid (CSF) were more likely to impact management than positive ones on cardiac valves
(p = 0.044). The clinical impact of positive 16S PCR sequencing results were significantly higher when blood
cultures were negative (p < 0.001), and this difference appeared larger when both blood and sample cultures were
negative (p < 0.001). The diagnostic contribution of 16S PCR was higher in patients with previous antibiotic
treatment (p < 0.007). CONCLUSION: In all, 16S PCR analysis has a significant clinical impact on patient
management (particularly for suspected CSF infections), for patients with culture-negative samples and for those

with previous antibiotic treatments.

Keywords

16S PCR; Clinical significance; Polymerase chain reaction; Antibiotic therapy
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Introduction

Bacterial infections in hospitalised patients can lead to sepsis and death [1], particularly when the diagnosis is
delayed [2]. But antimicrobial stewardship with fast and accurate bacterial identifications can improve patients'
outcomes.

Direct examination of biological samples can offer a first guidance, but usually, clinicians have to wait for

standard culture results for final bacterial species identification with the help of matrix-assisted laser desorption

ionization—time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and for secondary antimicrobial susceptibility

testing. However, standard cultures have limitations regarding fastidious or even non-cultivable bacteria [3], and
false negative results can be obtained following antibiotic treatments [4]. Empirical antibiotic therapies present
various pitfalls: Broad spectrum or prolonged antibiotic treatments increase the risks of drug toxicity [5], of
Clostridioides difficile infections [6], of opportunistic fungal infections [7] and of multidrug-resistant bacteria
selection [8]. Also, erroneous antibiotic therapies due to the lack of bacterial identification preclude patient
recovery. Thus, complementary methods have emerged to improve microbiological diagnoses.

16S rDNA PCR sequencing, a commonly used broad range PCR analysis, has demonstrated its diagnostic
performance on various samples: cardiac valves [9-11], abscesses [12], cerebrospinal fluids (CSFs) [13], bone
and joint samples [14], sonication fluids [15], pleural fluids [16] and eye samples [17]. Different primers
targeting conserved regions of 16S ribosomal DNAs are used to amplify nucleic acids via PCR, followed by
sequencing. Variable regions of this gene allow identification to the species level, especially using phylogenetic
tree reconstructions [ 18]. This method has multiple advantages including large implementation in the routine
workflow of clinical laboratories and the possibility to detect non-cultivable bacteria or not viable bacteria
following antibiotic therapy [3], but it is also expensive.

The clinical impact of this method on the patients' treatments in real clinical settings has been rarely studied. Our
main objective was to assess the impact of positive 16S rDNA PCR analyses in various patient samples at
diagnostic and therapeutic levels. The secondary objectives were to evaluate the bacterial identification
performance and the effect of a previous antibiotic therapy on the results and to analyse the management of

discordant results between 16S PCR and culture identification.

Materials and methods
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Study design and ethical considerations: This was a monocentric retrospective study. We included data from

all patients with positive 16S PCR results in the Strasbourg University Hospital laboratory from 2014 to 2018.
According to the French legislation (Jardé law, N°2016-800), we sought for the non-opposition of all patients.

The Strasbourg Hospital Ethic Committee approved this study (reference FC/dossier 2019-27).

Data collection: We collected all positive 16S PCR results from the microbiological laboratory information
system and recovered clinical and paraclinical data from the electronic medical records of the relevant patients.
We removed all duplicated results. We collected data on the results of blood cultures, the samples' Gram stains
and cultures, the bacteria identified, the presence of previous antibiotic treatments, the clinical impact of the 16S
PCR results and the final diagnoses.

We defined the notion of clinical impact of the 16S PCR as a rationing of the antibiotic therapy (‘R’, lower dose,
shorter or more targeted antibiotic therapy), an extended antibiotic therapy (‘E’, higher dose, longer or extended
spectrum antibiotic therapy) or an intervention (‘I’, invasive procedures). We considered previous antibiotic
treatments as significant when given for more than 24 h before the sample collection and when being effective

against the identified pathogen.

Sample analyses: We analysed blood cultures using the BD BACTEC™ FX instrument (Becton Dickinson).

Cardiac valves, bone samples and abscesses were grinded in brain heart infusion broth. We used a published
sonication protocol [19]. Samples were cultivated using standard media after Gram-stained standard
identifications. According to the sample type, the cultures were incubated under both aerobic (35 °C for
Columbia agar +5% sheep blood and Drigalski, 35 °C in 5% CO, for chocolate agar) and anaerobic conditions
(Schaedler agar +5% sheep blood and thioglycolate broth). Joint fluids, bone samples and sonication fluids were
also incubated in BD BACTEC™ Peds Plus™ vials, as described [20]. Bacteria were usually identified with
MALDI-TOF MS [21] using the Microflex LT coupled to the MALDI Biotyper algorithm (Bruker) as described

[22].

16S rDNA PCR protocol: 16S rDNA PCRs were performed at the request of clinicians or by microbiologists'

initiative and systematically on cardiac valve samples with suspected endocarditis when the sample's cultures
were negative. Briefly, purified DNA was extracted from clinical samples using MagNA Pure (Roche), PCR

were performed with the LightCycler® 2.0 (Roche) instrument with 27F/16S1RRB primers and sequencing
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reactions were realised by the Sanger method on an ABI 3730 XL system (Applied Biosystems) as described in
detail [23]. A microbiologist analysed the results using the online tool 1eBIBI?®” (https://umr5558-
bibiserv.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi) to compare the sequences to the GenBank® database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), allowing construction of phylogenetic unrooted trees and bacterial

final identifications. Conclusions were transmitted to the clinicians.

Statistical analysis: We presented categorical variables as numbers and percentages and performed comparisons
between groups using Fisher's exact tests. In case of significant differences between multiple groups, we carried
out pairwise post hoc tests. Adjusted p-values were calculated using the ‘Holm’ method to account for multiple
comparisons. We considered p-values < (.05 as statistically significant. We performed all statistical analyses

using the R software version 3.5.1 R core team 2018 (Vienna, Austria; https://www.R-project.org/).

Results

From 2014 to 2018, 835 16S rDNA PCR were performed in our laboratory, and 197 (24%) were positive with a
final bacterial identification. Among these results, we excluded 23 because we could not determine their type of
sample precisely and 6 due to incomplete clinical records. In the end, we analysed data from 191 positive 16S
PCR results from the initial 806 tests. Table 1 shows detailed results from Gram stain direct examinations,
cultures and 16S rDNA PCR results. In all, 16S PCRs were positive in 80/173 (46%) cardiac valve, 29/71 (41%)
abscess, 14/80 (18%) bone, 11/67 (16%) soft tissue, 24/178 (13%) synovial fluid, 13/119 (11%) CSF, 5/27
(19%) pleural fluid, 10/18 (56%) sonication fluid and 5/57 (9%) aqueous humour samples.

We found clinical impacts of the 16S PCR results in 62/191 (32%) patients, consisting of 31 (50%) ‘Rationing’,
24 (39%) ‘Extended spectrums’ and 7 (11%) ‘Interventions’. Considering all 16S PCR performed in our
laboratory during the study period, we estimated the clinical impact to be 8% (62 patients over 806).

In terms of only samples with positive 16S PCR results, the clinical impact differed amongst the various samples
(p = 0.002) (Table 2). Our pairwise analysis showed that positive 16S PCR results were more likely to change
patients' treatments if they had CSF samples than if they had cardiac valve samples (p = 0.044). Contrariwise,
the patients' managements were similar when considering all the 16S PCR results according to sample types

(p = 0.078) (Table 3). The clinical impact was highest for patients with sonication fluid samples (22%), but this
population was small (18 patients). Conversely, 16S PCR results on soft tissue and aqueous humour samples

were less likely to change the patients' treatments (2/67 or 3% and 2/57 or 4% of clinical impact, respectively).
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On synovial fluids, CSF, bone, cardiac valve, pleural fluid and abscess samples, the impact of a 16S PCR result
was intermediary, ranging from 6% to 14%. We did not find any clinical impact on other sample types.

Table 4 lists all the pathogens identified by 16S PCR. The most frequently identified pathogens were Gram-
positive bacteria 125/203 (62%), but the identification of difficult to grow bacteria was more likely to change a
patient's treatment 12/21 (57%). Bacteria were identified to the species level in 189/203 cases (93%)).

The proportion of clinical impacts of positive 16S PCR results was significantly superior when blood cultures
were negative (52/107, 49%) than when they were positive (10/84, 12%) (p < 0.001). This difference was
enlarged in cases of simultaneously negative blood culture and sample's culture, where positive 16S PCR results
changed the patients' treatments in 44/64 (69%) of cases versus changing only 18/127 (14%) of treatment when
at least a bacterium had grown (p < 0.001).

In patients with previous antibiotic therapy, positive 16S PCR results had a high clinical impact. In this
subgroup, 92/118 (78%) samples had negative cultures, whereas only 40/73 (55%) samples had negative cultures
in patients without previous efficient antibiotic treatments (p < 0.001). We found a clinical impact for the
positive 16S PCR results in 33/118 (28%) patients undergoing an efficient antibiotic therapy.

We found 22/59 (37%) of positive culture cases had discordant 16S PCR test results (Table S1): an additional
pathogen was identified by one or another technique in 10 cases, the bacteria identified were different in 11
cases, and in 1 situation, 16S PCR gave a more precise identification, but the sample's culture identified another
pathogen considered by the clinicians. The 16S PCR result was clinically relevant in 36% of those situations
(8/22).

The corresponding 16S PCR results of the 84 positive blood cultures were discordant in 16 (19%) of the cases.
One more pathogen was identified by another technique in 4 situations, and the bacteria identified were different

in 12. The 16S PCR result had an impact on the patients' treatments in 44% of these situations (7/16).

Discussion

This study showed that 32% of our positive 16S rDNA PCR results (62/191) over 5 years had clinical impacts on
the patients' treatment, and this ratio reached 8% when considering all 16S rDNA PCR tests performed (62/806).
Sonication fluid, cardiac valve and abscess samples were more likely to lead to positive 16S DNA PCR results
than other sample types.

Few studies have evaluated the global clinical impact of 16S PCR: In 2018, O'Donnell et al. found in a

retrospective analysis that 16S PCR results modified patients care in 7 of 49 patients (14%); the antibiotic
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treatments were narrowed in 5 patients and stopped in 2, particularly in those with neurosurgical samples [24]. In
another small patient cohort, Akram et al. found in 2017 that 16S PCR results changed patients' treatments in
9/32 cases (28%); antibiotic therapies were narrowed in 5 cases and stopped in 2. [25].

Considering patients with cardiac valve samples, we found a clinical impact for 16% of the patients with positive
16S PCR results. Regarding every 16S PCR test, the clinical impact was limited to 8% cases. This result is
consistent with those of two other studies where 16S PCR results modified patients' treatments in 10% [26] and
15% [27] of the patients in a prospective cohort of 127 patients and a retrospective cohort of 46 patients,
respectively. Conversely, regarding bone and joint infections, we found that positive 16S PCR results greatly led
to patients' treatment modifications in cases with positive synovial fluid (44%, 11/25), bone (43%, 6/14) and
sonication fluid (40%, 4/10). Those may be explained by the frequent negativity of cultures in cases of bone and
joint samples than in cases of intravascular infections, highlighting the importance of molecular analyses like the
16S PCR sequencing. Among the 16S PCR results, the clinical impact for synovial fluid, bone and sonication
fluid samples were respectively 6%, 8% and 22% and higher than expected by a literature review from Saeed et
al., where the 16S PCR results provided a microbiological diagnosis in 141/3840 culture-negative prosthetic
joint infections (3.7%) [28]. With regard to abscesses, positive 16S PCR results had clinical impacts in 45%
cases, even though this technique is theoretically limited when identifying bacteria from polymicrobial samples
[29].

Considering only the positive 16S PCR results, we showed that the clinical impact was significantly superior for
patients with CSF samples than for those with cardiac valve samples. This can be explained by the low rate of
positive cultures and blood cultures in cases of meningitis and the high frequency of neurosurgical infections that
can be tough to diagnose and can involve nosocomial pathogens. On the other side, an empirical antibiotic
treatment is often started prior to surgery for endocarditis. The lower clinical impact of a 16S PCR-positive
result for the management of endocarditis may also be related to the more frequent positivity of blood cultures
before any surgical procedures. As a regional reference centre for cardiac surgery [30], we admit numerous
patients who have had positive blood cultures in peripheral hospitals, but we performed 16S PCR tests
systematically in our laboratory for patients with cardiac valves when the sample's cultures are negative despite
previous documentation of infection.

As expected, we found that overall, changes in the patients' treatments were most frequent for patients with
negative culture samples, and this may remain the first indication for 16S PCR tests considering the cost of this

time-consuming analysis. This is particularly expected in patients pre-treated with empirical antibiotic therapies
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or in cases of difficult to grow bacteria. More rarely, 16S PCR tests can be helpful even when blood or culture
samples are positive to provide a more accurate species identification and to produce phylogenetic data.

We are aware of our study's limitations. This was a monocentric and retrospective study for which
bacteriological data were limited to a specific hospital; thus, potentially relevant biases are unavoidable.
Secondly, we did not calculate sensitivity, specificity or predictive positive and predictive negative values of our
16S PCR tests because the study design did not allow it. Our patients had a high probability of presenting
bacterial infections, and we did not have a control group representing true negatives. In our laboratory, 16S PCR
is currently performed in every cardiac valve with negative cultures when endocarditis is suspected, which may
introduce a selection bias decreasing its clinical impact.

The 16S rDNA PCR test has several limitations itself. Even if using a broad range PCR, the primers are not
universal; the choice in the primers and their degenerate oligonucleotides determines the sensitivity for different
species [31]. Studies have described a possible persistence of bacterial DNA (especially in cases with previous
endocarditis) that could lead to false-positive results [32, 33]. The test's interpretation should always consider
concomitant clinical data. The analysis of chromatograms from polymicrobial infections can reveal itself
difficult using Sanger's sequencing [29], and samples should always be collected from normally sterile sites

only.

To conclude, 16S PCR is a useful tool for managing patients with infections, particularly when standard cultures
are negative and for those with CSF samples, bone and joint infections or abscesses. This tool is probably cost-

effective and clinically relevant if patients and samples are carefully selected.
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Table 1. Microbiological characteristics of the population

Sample's culture 4 + = = N/A

Direct examination +*+ — 4 = N/A Total

16S PCR I 4 + + —
Cardiac valve 7 7 19 47 93 173
Abscess 2 8 2 17 42 71
Bone sample 2 4 0 8 66 80
Soft tissue 3 2 0 6 56 67*

Samples Synovial fluid 2 9 2 11 154 178
CSF 2 1 5 5 106 119
Pleural fluid 1 0 1 3 22 27
Sonication fluid 1 6 2 1 8 18
Aqueous humour 0 2 1 2 52 57
Other 0 0 0 0 16 16%*

Total 20 39 32 100 615 806

* 23 cerebral biopsies, 15 synovial biopsies, 13 lymph nodes, 3 bone marrows, 4 skin biopsies, 2 vascular

biopsies, 1 bladder, 1 oesophageal, 1 hepatic, 1 muscular, 1 subcutaneous, 1 pericardial and 1 ventricular biopsy

** 12 EDTA blood, 2 pericardial fluids, 1 ascitic fluid and 1 peritoneal dialysate samples




Table 2. Efficiency of a positive 16S PCR on the patient's management regarding samples analysed
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Type of sample Positive 16S PCR Clinical impact Clinical impact (%) p-value

Cardiac valve 80 13 16*

Abscess 29 13 45

Bone sample 14 6 43

Soft tissue 10 2 20

Synovial fluid 25 11 44 0.002

CSF 13 8 62*

Pleural fluid 5 3 60

Sonication fluid 10 4 40

Aqueous humour 5 2 40

Total 191 62 32 -
*Significant pairwise comparison (p = 0.044)
Table 3. Efficiency of a 16S PCR on the patient's management regarding samples analysed

Type of sample 16S PCR Clinical impact Clinical impact (%) p-value

Cardiac valve 173 13 8

Abscess 91 13 14

Bone sample 80 6 8

Soft tissue 67 2 3

Synovial fluid 178 11 6 0.078

CSF 119 8 7

Pleural fluid 27 3 11

Sonication fluid 18 4 22

Aqueous humour 57 2 4

Other 16 0 0

Total 806 62 8 -
Table 4. Clinical impact regarding bacteria identified by 16S PCR

Type of bacterium Identified by 16S PCR Clinical impact Clinical impact (%)

Common Gram + 125 29 23

Common Gram — 18 8 44

Anaerobe 39 16 41

Fastidious* 21 12 57

Total 203 65 32

*containing 9 group HACEK bacteria, 1 Bartonella sp., 1 Bordetella holmesii, 2 Nocardia spp., 1

Mycobacterium genavense, 1 Mycobacterium leprae, 1 Neisseria gonorrhoeae, 2 Tropheryma whipplei, 2
Mycoplasma salivarium and 1 Francisella tularensis
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Table S1 Management of discordant positive results between 16S PCR and culture

Type of analysis Type of discordance Details
Positive sample More pathogen identified | Result of 16S PCR considered (1)
culture (22) (10) Result of sample culture considered (6)

16S PCR considered as a contamination (1)

Sample culture considered as a contamination (2)

Different pathogens (11)

16S PCR considered as a contamination (4)

Sample culture considered as a contamination (4)

Results of sample culture and 16S PCR considered (2)

Much closed bacteria identified (1)

More pathogen identified by culture but better identification with 16S PCR (1)

Positive blood
cultures (16)

More pathogen identified
(4)

Result of 16S PCR considered (1)

Result of blood cultures considered (1)

Blood cultures considered as a contamination (2)

Different pathogens (12)

16S PCR considered as a contamination (4)

Blood cultures considered as a contamination (3)

Identification was more precise with 16S PCR (2)

Results of blood cultures and 16S PCR considered (1)

Much closed bacteria identified (2)

Situations where 16S PCR was clinically relevant are in bold text
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5.2 Annexe 2 : Liste des bactéries identifiées par PCR 16S

Bactéries communes a Gram + (125) [Staphylococcus spp (36) Staphylococcus aureus (20)
Staphylococcus lugdunensis (4)
Staphylococcus epidermidis (8)
Staphylococcus haemolyticus (1)
Staphylococcus sp (2)
Staphylocoque a coagulase négative (1)
Streptococcus spp et apparentés (78) |Streptococcus gallolyticus (16)
Streptococcus mitis/oralis (13)
Streptococcus agalactiae (10)
Streptococcus pneumoniae (6)
Streptococcus anginosus (5)
Streptococcus intermedius (4)
Streptococcus pyogenes (4)
Streptococcus dysgalactiae (3)

Streptococcus gordonii (2)

Streptococcus mutans (2)

Streptococcus pseudopneumoniae (1)
Streptococcus canis (1)
Streptococcus infantarius (1)
Streptococcus pasteurianus (1)
Streptococcus sinensis (1)
Streptococcus tigurinus (1)
Granulicatella adiacens (4)
Granulicatella elegans (1)

Gemella haemolysans (1)

Gemella morbillorum (1)

Enterococcus spp (7) Enterococcus faecalis (6)
Enterococcus sp (1)
Bacilles a Gram + (4) Rothia aeria (1)

Corynebacterium amycolatum (1)
Corynebacterium simulans (1)
Corynebacterium sp (1)
Anaérobies (39) Cutibacterium acnes (14)
Cutibacterium granulosum (2)
Cutibacterium avidum (1)
Fusobacterium nucleatum (5)
Fusobacterium sp (1)
Parvimonas micra (2)
Parvimonas sp (2)
Peptoniphilus harei (2)
Peptoniphilus sp (1)
Clostridium perfringens (2)
Flavonifactor plautii (2)
Peptostreptococcus stomatis (1)
Peptostreptococcus sp (1)
Atopobium rimae (1)
Finegoldia magna (1)
Jonquetella anthropi (1)
Bactéries difficiles a cultiver (21) Kingella kingae (8)
Tropheryma whipplei (2)
Nocardia sp (2)

Mycoplasma salivarium (2)
Aggregatibacter aphrophilus (1)
Bartonella sp (1)

Bordetella holmesii (1)
Mycobacterium genavense (1)
Mycobacterium leprae (1)
Neisseria gonorrhoeae (1)
Francisella tularensis (1)
Bactéries communes a Gram - (18) Escherichia coli (3)
Acinetobacter baumanii (2)
Acinetobacter sp (1)
Enterobacter cloacae (2)
Moraxella osloensis (2)
Morganella morganii (2)
Citrobacter koseri (1)
Citrobacter sp (1)

Klebsiella oxytoca (1)
Klebsiella pneumoniae (1)
Proteus vulgaris (1)
Pseudomonas aeruginosa (1)
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RESUME :

Un diagnostic microbiologique est fondamental pour adapter I’antibiothérapie des patients a la fois
pour augmenter les chances de guérison, réduire les effets secondaires et la sélection de bactéries
multirésistantes, ce qui est un enjeu actuel de santé publique. La culture standard a des limites et une
méthode de biologie moléculaire, la PCR 16S, est une alternative intéressante. Notre étude incluait
rétrospectivement 806 PCR 16S. Les résultats confirmaient I’intérét de cet examen pour la prise en
charge des patients suspectés d’infection bactérienne sur différents types de prélévements
habituellement stériles. Cette technique ne semblait pas plus rentable en ce qui concerne I’impact
clinique sur I’un ou I’autre des différents types d’échantillons, méme si elle semblait plus intéressante
sur les liquides de sonication de prothése. Une PCR 16S positive avait en revanche un impact clinique
significativement plus fréquent pour les méningites que pour les endocardites (62% versus 16%,
p<0.001). La prise en charge des patients était plus fréquemment modifiée quand une bactérie a
croissance difficile était identifiée par la PCR 16S, quand les hémocultures étaient négatives, et
surtout quand la culture standard ne permettait pas de diagnostic microbiologique. La PCR 16S
pouvait tout de méme s’avérer utile quand une bactérie était identifiée par hémoculture ou par culture
de I’échantillon. Elle permettait en cas de résultat discordant de mettre en évidence une contamination
ou d’identifier plus précisément un pathogeéne. En cas d’antibiothérapie préalable au prélévement, la
PCR 168 avait un intérét diagnostic au vu de la fréquence des cultures négatives. Dans un avenir
proche, les techniques de séquengage a haut débit devraient considérablement modifier les pratiques
de diagnostic moléculaire et remplacer dans certaines situations la PCR 16S, en apportant des
informations plus larges que la simple identification microbiologique comme les profils de résistance
aux antibiotiques, la présence d’éléments génétiques mobiles ou encore de facteurs de virulence.
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