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Résumé

Les infections bactériennes représentent un probléeme de santé mondial. Leur diagnostic
repose sur un faisceau d’arguments cliniques, biologiques et d’imagerie. Celui-ci conditionne
la prise en charge du patient. En microbiologie, il existe deux principales approches
diagnostiques d’une infection bactérienne : le diagnostic direct par culture ou biologie
moléculaire, et le diagnostic indirect, appelé sérologie. Au CHU de Tours, les sérologies pour la
maladie de Lyme et la syphilis sont réalisées au sein du laboratoire de Bactériologie-Virologie.
Les autres demandes sont encore envoyées a des laboratoires extérieurs. L'acquisition récente
de l'automate VirClia ® LOTUS va permettre d’internaliser un panel plus large de sérologies.
Dans le cadre de cette internalisation, le premier objectif de cette thése est de réaliser une
revue de la littérature a propos des différentes sérologies, afin de mener a une juste
prescription des services cliniques. Les informations recueillies sont classées dans un tableau
récapitulatif. Le second objectif de ce travail est de proposer une aide a la validation biologique
des résultats sous forme de logigrammes et de phrases de conclusion. Ces supports de base

pourront étre adaptés au fil du temps par les biologistes selon les retours d’expérience.

Mots-clés : Sérologie, bactéries, laboratoire, prescriptions, interprétations



Abstract

Bacterial infections are a major health concern in the world. Their diagnosis is based on a range
of clinical, biological and imaging criteria and impact the patient’s care and management. In
microbiology, there are 2 main diagnosis approaches for bacterial infections: direct diagnosis
through culture or molecular biology and indirect diagnosis, called serology. At Tours’ hospital,
Lyme and syphilis’ serologies are managed by the bacteriology-virology lab. Other ones are still
sent to external laboratories. The recent acquisition of VirClia® LOTUS automaton will allow to
incorporate a larger panel of serologies. In the frame of this internalization, the first objective
of this thesis is to realize a literature review regarding the serologies, in order to conduct to a
correct prescription in clinical services. The gathered informations are sorted in a summary
table. The second objective of this work is to provide a support to biological confirmation of
results through flow charts and concluding statements. These basis supports would be

adapted over the time and usage by biologists based on their feedback and experience.

Keywords: Serology, bacterium, laboratory, prescription, interpretation.
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Liste des abréviations

Ac : Anticorps.

Ag : Antigene.

ASDOR : Antistreptodornases.

ASLO : Antistreptolysine O.

CHU : Centre Hospitalier Universitaire.

CLIA : Chemiluminescence enzyme immunoassay
CMIA : Chemiluminescent microparticle assay.
CNR: Centre National de Référence.

DMAE : 2-Diméthylaminoéthanol.

DOM-TOM : Départements d’Outre-Mer-Territoires d’Outre-Mer.

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.
Fievre Q: Fievre Query.

GNO : Gélose nutritive ordinaire

HAS : Haute Autorité de Santé.

HSH : Hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes.
IFI : Immunofluorescence Indirecte.

IgA : Immunoglobuline A.

IgG : Immunoglobuline G.

IgM : Immunoglobuline M.

IPP : Inhibiteur de la pompe a protons.

LAR: Lymphangitis-associated rickettsiosis.
LBA : Lavage broncho-alvéolaire.

LCR : Liquide Céphalo-Rachidien

MALT : Mucosa-associated lymphoid tissue.
MAT : Micro-Agglutination Test.

MGC : Maladie des griffes du chat.

PCR : Polymerase Chain Reaction.

PMO : Prélévement multi-organes.

REMIC : Référentiel en microbiologie médicale.
RPR : Rapid plama reagin

SAW : Séro-agglutination de Wright.

Spp : Species plurimae.

TNT : Test a antigene non tréponémique.
TSST-1: Toxic shock syndrome toxin-1.

TT : Test a antigéne tréponémique.

UV: Ultraviolets.

VDRL: Venereal disease research laboratory.
WB: Western blot.
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Introduction

Depuis toujours, les maladies infectieuses représentent un probléme de santé mondial.
Aujourd’hui, les techniques de diagnostic et les traitements anti-infectieux ont permis de
considérablement réduire leur impact. Néanmoins, les phénomeénes de mondialisation, flux
migratoire et de réchauffement climatique continuent de placer les maladies infectieuses
comme une importante cause de déces. A I’heure actuelle, les infections bactériennes restent
la premiére cause de maladies infectieuses. En 2019, une étude menée sur 13,7 millions de
déces liés a des maladies infectieuses retrouvait que les infections bactériennes étaient
responsables de 56,2% d’entre eux Y, placant les infections bactériennes comme la deuxiéme
cause de mortalité dans le monde aprés les maladies cardiovasculaires?. Leur prise en charge

la plus adéquate et la plus rapide possible est donc un enjeu majeur de santé publique.

Le diagnostic d’une infection bactérienne donnée repose habituellement sur un faisceau
d’arguments cliniques, biologiques et sur I'imagerie. Du fait de la diversité des bactéries et des
réactions de I'organisme vis-a-vis d’elles, les méthodes de diagnostic bactériologiques sont
variées et présentent des performances différentes. En biologie, on distingue deux principales
approches diagnostiques d’une infection bactérienne B!

- Le diagnostic direct par culture ou biologie moléculaire, qui permet de mettre en
évidence la bactérie ou son génome a partir de prélevements divers (sang, urines,
biopsies tissulaires...).

- Le diagnostic indirect, essentiellement sérologique, qui met en évidence la réponse de
I'organisme a I'infection en révélant la présence d’anticorps orientés contre la bactérie

(réaction immunitaire).

Les sérologies bactériennes peuvent étre une alternative intéressante aux méthodes
diagnostiques directes, qui peuvent parfois étre mises en défaut pour certaines bactéries. Les
techniques indirectes sont ainsi fréqguemment utilisées en routine dans les laboratoires afin

d’aider au diagnostic microbiologique des infections bactériennes.
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Au CHU de Tours, seules les sérologies pour la maladie de Lyme et la syphilis sont actuellement
réalisées au sein du laboratoire de bactériologie-virologie. Les autres demandes de sérologies
bactériennes sont envoyées dans des laboratoires extérieurs. Ces envois extérieurs incluent
une revue de prescription, une préparation des envois et un délai de rendu des résultats
important, ce qui peut avoir un impact délétere sur la prise en charge du patient. Grace a
I'acquisition récente de I'automate VirClia ® LOTUS (Vircell, Espagne), un panel plus large de

sérologies bactériennes va étre internalisé au CHU de Tours.

L’objectif de cette these, dans le cadre de I'internalisation des sérologies bactériennes, est de
décrire I'ensemble des indications de ces sérologies et d’apporter des recommandations
pratiques sur l'interprétation des résultats. Cela permettra de faciliter I'implémentation de
cette nouvelle activité aussi bien pour les services prescripteurs que pour les biologistes au

sein du laboratoire.

Pour débuter, il sera fait un bref rappel sur les généralités concernant les sérologies
bactériennes. Dans un second temps, I’'ensemble des sérologies internalisées seront décrites
en se basant sur les données de la littérature afin de faciliter une juste prescription. Enfin,
chacune des sérologies bactériennes sera accompagnée d’une aide a I'interprétation destinée

au laboratoire de bactériologie.
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1. Généralités sur les sérologies bactériennes
1.1. Définition

Lors d’une infection bactérienne, I'organisme réagit vis-a-vis d’un antigene étranger par une
réponse immune spécifique, c’est alors que des anticorps sont synthétisés. Les anticorps de
classe immunoglobuline M (IgM) apparaissent en premier, et sont progressivement remplacés
par les anticorps de classe immunoglobuline G (IgG) 4, qui sont présents plus longtemps et

gui peuvent jouer un réle protecteur.

Le diagnostic indirect ou sérologie vise a rechercher ces anticorps présents dans le sérum, ou

plus rarement dans d’autres fluides biologiques.

1.2. Principales techniques utilisées

Il existe plusieurs techniques sérologiques disponibles. Les principales sont les méthodes
immuno-enzymatiques et associées, I'immunofluorescence, I’agglutination et I'immuno-

empreinte [,

Les technigues immuno-enzymatiques et associées sont des tests ol le sérum du patient est
mis au contact d’antigénes bactériens qui sont fixés sur un support. Pour les tests de type ELISA
(Enzyme Linked Immusorbent Assay), il y a fixation des anticorps du patient sur ces antigénes
et révélation par une antiglobuline marquée par une enzyme modifiant un substrat en

métabolite coloré, fluorescent ou luminescent (671,

- :J_'EA \\Jﬂkfaﬁzjﬁkf\J

Fixation de Fantigéne Liaison de "anticorps Liaison de 'anticorps Addition du substrat pour
spécifique & 'antigéne conjugue b lenzyme produisant
I'anticorps spécifique une substance colorde

Figure 1 : Schéma explicatif du fonctionnement d'un test ELISA (8]
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La technique d'immunoanalyse par chimiluminescence est fondée sur le méme principe que

I'ELISA. Des antigenes bactériens sont fixés sur des particules magnétiques et les anticorps du

patient viennent s’y fixer. La révélation se fait par une antiglobuline marquée par un conjugué

gui va étre activé et produire un signal de chimiluminescence. C'est le principe de dosage de

I"'automate LOTUS.

Principe du dosage™
SR
L &
n & 24}
Phase Sclide

aver des auto-an
recombinants

Particules magnétiques coatées Auto-anticorps spécifiques
tigénes

Lavage L
avage - & -—r‘:"\
= S ; il 4
% - Y — Hem
)- Y Activation Y)-
Echantillons/calibrateurs/contrdles Conjuguse )
Anticorps monoackanal %‘%ﬁ%lﬁ_ﬁim“e
marqué au DMAE

*sauf indication contraire sur la notice d'utilisation

Figure 2 : Schéma explicatif du fonctionnement d’un test CLIA (Chemiluminescence

enzyme immunoassay) [°!

L'immunofluorescence indirecte (IFl) consiste a déposer le sérum du patient sur une lame ou

sont fixés des antigénes bactériens. Les anticorps spécifiques du patient sont révélés grace a

des anticorps secondaires couplés a des fluorochromes.

Excitationdans 'UV Emission de Muorescence

\ o

" Ac anti Ac couplé
4 un fMluorochrome
Auto-Ac du
patient

| surune lame

AAA

b 4
b Wﬁ' Fluorophore
"

Figure 3 : Schéma explicatif du principe de I'immunofluorescence indirecte 1%
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Le principe de I'agglutination repose sur la mise en évidence d’un agglutinat qui résulte de la
formation de complexe entre les anticorps du patient et des particules (latex, gélatine,

hématies...) sensibilisées par des antigénes bactériens [©l.

An_ﬂcorps antio 1 Anticorps anti O 2
pregenf dans present dans
le serum fest le serum fest

-+ 5+

Bactérie issue O(—A—#H (‘L‘—kx Bactérie issue
dune colonie sur GN b 4

\ J dune colonie sur GNO

Pas de reconnaissance Reconnaissance
Ag/Ac --> pas d'agglutination Ag/AC --=> agglufination

Y ey
L/r#_b C:?;LJ:W
— g

| %

Sérum test +colonie
Pas d'agglutination Agglutination

La bactérie porte lantigene O 2

Figure 4 : Schéma explicatif du principe de I'agglutination [

L'immunoempreinte (western blot ou immunoblot) est souvent utilisée comme technique de
confirmation. Différentes protéines antigéniques de I'agent pathogéne sont séparées puis
transférées sur une membrane en nitrocellulose. Les anticorps du patient forment un
complexeimmun avec les antigénes fixés, et sont révélés par une antiglobuline marquée par une

enzymeou une autre substance [©1,

- - P
1 &7 =
Vi o Incubate with
: — Incubate with secondary

Detect using
method/chemistry
Transfer primary antibody antibody of choice
Perom Block with Wash with Wash with

electrophoresis = biocking buffer = il wash buffer - wash buffer -

Figure 5 : Schéma explicatif du principe d'un western blot 2]
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1.3. Intéréts

Lors d’une infection bactérienne, la recherche directe du germe est a privilégier. Néanmoins,

elle n’est pas toujours réalisable ou pertinente, comme dans les situations suivantes 3! :

Bactéries présentes en faible quantité, décapitées par un traitement antibiotique
précoce

Croissance difficile ou impossible (germes intra cellulaires)

Prélevements invasifs nécessaires

Suivi thérapeutique

Dans ces cas, la sérologie aide au diagnostic et au suivi d’une infection. Cette technique a

I’'avantage de se réaliser aisément a partir de sang et rapidement.

La sérologie, par son caractere rétrospectif, permet également de mener des enquétes

épidémiologiques afin d’évaluer la situation immunitaire d’'une population vis-a-vis d’un agent

pathogene et de déterminer le statut vaccinal d’un patient.

1.4. Limites

La sérologie présente des limites qui rendent son interprétation complexe (13141 ;

Elle n’est réalisable qu’apres une période d’exposition a I'agent infectieux qui permet
d’induire la production d’anticorps. Généralement cette période correspond au délai
d’apparition des IgM et est de I'ordre de 8 a 10 jours. Les nouvelles techniques de
diagnostic direct reposant notamment sur la biologie moléculaire permettent un

diagnostic plus rapide et tendent donc a « reléguer » 'utilisation de la sérologie.

Pour confirmer un diagnostic biologique, la sérologie doit étre réalisée en général sur
deux sérums prélevés a distance afin de mettre en évidence une séroconversion ou

une augmentation significative du titre des anticorps.

L'intensité de la réponse immunitaire vis-a-vis du pathogéne est variable selon les
conditions de prolifération de I'agent pathogene, le caractere localisé ou invasif de

I'infection et I’état immunitaire du patient.
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- Les techniques sont nombreuses et peu standardisées, avec des performances tres

variables.

- Laspécificité des sérologies peut se retrouver altérée par les réactions croisées. Celles-
ci apparaissent lorsque les structures antigéniques d’une bactérie pathogene

présentent des similitudes avec des espéces du méme genre ou de genres différents.

1.3. Pertinence des sérologies bactériennes selon le REMIC

Les différentes sérologies bactériennes ont été classées selon leur pertinence dans le

REMIC (Référentiel en microbiologie médicale).

Tableau 1 : Classification par pertinence des sérologies bactériennes issue du REMIC [13]

Sérologies utiles Sérologies utiles selon le Sérologies inutiles
contexte
Bartonella spp. Campylobacter Bordetella pertussis
Brucella spp. Chlamydia trachomatis Klebsiella spp.
Borrelia spp. Chlamydia psittaci Listeria spp.
Coxiella burnetii Chlamydia pneumoniae Mycoplasmes génitaux
Francisella spp. C. diphteriae, C. tetani, S. Neisseria gonorrhoeae

pneumoniae, Haemophilus spp.
(statut vaccinal)

Helicobacter pylori (enfant) Helicobacter pylori (adulte) Pasteurella spp.
Leptospira spp. Legionella spp. Shigella spp.
Rickettsies Mycoplasma pneumoniae Staphylocoques (hors contexte

choc toxique avec la recherche
d’Ac anti-toxine TSST-1)
Treponema pallidum Salmonella Streptocoques (ASLO, ASDORnase)
Yersinia Tuberculose, mycobactérioses

Pseudomonas aeruginosa
(infection pulmonaire chez un
patient atteint de mucoviscidose)

Actuellement au CHU de Tours, les sérologies réalisées sont celles de Borrelia spp. et
Treponema pallidum. Avec I'arrivée du LOTUS, I'ensemble des sérologies « utiles » selon le
REMIC pourront étre internalisées ainsi que plusieurs sérologies considérées comme « utiles

selon le contexte », telles que Helicobacter pylori, Legionella spp. et Mycoplasma pneumoniae.
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2. Aide a la prescription des sérologies bactériennes

Une revue de la littérature a été effectuée pour I'ensemble des sérologies qui seront
réalisées au CHU de Tours afin de guider au mieux les services cliniques prescripteurs des
sérologies bactériennes. Une connaissance des signes cliniques associés a 'infection, de
I'épidémiologie et de la place de la sérologie dans le diagnostic est indispensable pour une

juste prescription. A l'issue de cette revue, un tableau récapitulatif simplifié sera proposé.

2.1. Bartonella spp.

2.1.1. Généralités

Il existe plusieurs formes de bartonelloses humaines. Les présentations cliniques sont variables

en fonction du statut immunitaire et de I'espéce en cause.

Bartonella henselae est I'espece la plus fréquemment retrouvée et est associée a la maladie
des griffes du chat (MGC) 11, La transmission se fait par griffure ou morsure de chats
asymptomatiques, mais porteurs de la bactérie. Les patients présentent une papule au site
d’inoculation, puis une adénopathie localisée, accompagnée ou non de signes généraux 18], La
maladie peut toucher tous les ages mais est retrouvée plus fréquemment chez les enfants et
adolescents.

Bartonella quintana est responsable de la fievre des tranchées et se transmet par les poux de
corps, dans des conditions d’hygiéne précaires 7). La présentation clinique regroupe des
céphalées, une éruption maculopapulaire sur le tronc, des frissons et une fievre récidivante.
Le plus souvent, les infections a B. henselae ou B. quintana guérissent spontanément mais
elles peuvent dans de rares cas devenir chroniques et entrainer des endocardites chez les
valvulopathes 1718 ou des bactériémies chroniques pour B. quintana.

Les patients immunodéprimés peuvent développer des pélioses hépatiques (B. henselae) ou

encore des angiomatoses bacillaires (B. henselae et B. quintana) *°1.
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2.1.2. Indication de la sérologie dans le diagnostic

Le diagnostic direct d’une infection a Bartonella par culture n’est pas réalisé en routine. La
culture est possible a partir de biopsies et de prélevements tissulaires, mais celle-ci est longue
et difficile, elle n’est réalisée que dans les laboratoires spécialisés 1620 211, Concernant les
hémocultures en cas de bactériémie et d’endocardite, elles sont généralement négatives. Les

systémes automatisés ne détectent pas la croissance bactérienne de Bartonella spp. 12,

La biologie moléculaire contribue beaucoup au diagnostic et montre de bonnes performances,
cependant elle nécessite des préléevements obtenus par méthode invasive (ponction
ganglionnaire pour une MGC, valve cardiaque pour une endocardite...). Elle reste la méthode

de choix pour le diagnostic microbiologique d’une maladie des griffes du chat.

La sérologie est devenue une méthode largement utilisée dans le diagnostic des bartonelloses,
notamment en cas d’endocardite a hémocultures négatives. Les anticorps dirigés contre les
espéces de Bartonella apparaissent environ une semaine apres |'apparition des symptomes.
En moyenne, les IgM persistent jusqu’a 3 mois [23 24 et les IgG jusqu’a 5 & 7 moisaprés

I’exposition. En cas de forme chronique, les anticorps peuvent persister pendant des années.

2.1.3. Tests sérologiques

Le dépistage de la maladie des griffes du chat peut étre réalisé dans les laboratoires en routine
par des techniques immuno-enzymatiques et associées qui détectent les IgM et les IgG [2°]
dirigées contre B. henselae. Le LOTUS permet une détection qualitative séparée des IgM et des
IgG anti-B. henselae.

Lors d’une suspicion d’endocardite, B. henselae et B. quintana peuvent étre en cause. Bien que
la sérologie de dépistage mise en place au CHU de Tours utilise des antigenes de B. henselae,
il est intéressant de la réaliser au vu des réactions croisées entre les deux espéces de

Bartonella.

L’'immunofluorescence indirecte est la méthode de référence 2% 201 elle permet de confirmer
un résultat ainsi que de titrer les anticorps. Cette technique est réalisée au CNR de Marseille
et permet de titrer les IgG dirigées contre B. quintana et B. henselae. Les antigénes déposés

sur les lames sont obtenus par culture sur milieux gélosés ou sur lignée cellulaire.
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Figure 6 : Bartonella henselae en immunofluorescence indirecte 7]

En cas de potentiel doute sur une réaction croisée ou en cas de profil non spécifique, un
immunoblot avec adsorption croisée (281 peut étre réalisé au CNR 22, || permet de déterminer

I’espece en cause.

2.1.4. Performances des tests

Les performances des tests sont trés variables selon la population étudiée, les définitions de
la maladie et les techniques utilisées. En effet, il existe de multiples études sur les
performances de I'ELISA et de I'IFIl, les valeurs de sensibilité pour ces techniques sont
comprises entre 50 et 80% et de spécificité entre 90 et 100% 2%, Selon le fournisseur, la
détection d’IgG anti-B. henselae par le LOTUS montre une sensibilité de 69 a 85% et une
spécificité de 70 a 83%. La détection d’IgM anti-B. henselae présente une sensibilité de 92% et

une spécificité de 91%.

Il faut noter qu’il existe des réactions croisées avec Coxiella burnetii, Chlamydia pneumoniae
et des pathologies auto-immunes qui sont responsables d’une baisse de spécificité des tests

[29] Les espéces de B. henselae et B. quintana peuvent également croiser entre elles.
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2.2. Brucella spp.

2.2.1. Généralités

La brucellose est une anthropozoonose, causée par une bactérie du genre Brucella,
majoritairement Brucella melitensis 13% 31,

Les animaux domestiques comme les bovins, porcins, ovins et caprins constituent le principal
réservoir de la maladie. ’homme est un héte accidentel (32 et la contamination se fait par voie
cutanéomuqueuse au contact d’animaux infectés, ou bien de facon indirecte par ingestion
d’aliments contaminés ou inhalations de poussiére 33, La brucellose est asymptomatique dans
95% des cas 3%, En cas de forme symptomatique, I'infection évolue habituellement en 3
phases distinctes.

La premiere est la brucellose aigué qui correspond a une phase de bactériémie : une fiévre
permanente ou ondulante apparait, et peut étre accompagnée de suées nocturnes, de
myalgies et d’arthralgies 3% 361,

La phase suivante est la brucellose subaigué ou des localisations secondaires apparaissent. Elle
peut durer quelques mois B37), Les localisations sont essentiellement ostéoarticulaires, mais
peuvent également étre uro-génitales, digestives, neuroméningées, cardiaques, cutanées ou
pulmonaires 38,

Enfin, des cas de brucellose chronique existent, en cas d’évolution prolongée de plus d’un an
33, 391 Cette phase n’est pas obligatoire, elle est caractérisée par une asthénie physique et

psychique, appelée « patraquerie brucellienne » [40],

En France, la brucellose est une maladie a déclaration obligatoire. Son incidence a diminué ces
derniéres années, on compte moins de 50 cas déclarés par an 3%, On retrouve de rares cas
autochtones dans les territoires d’outre-mer et dans les régions montagneuses. La brucellose
reste un probleme de santé mondial, en particulier dans les régions ou I'agriculture et I'élevage

sont prédominants 1,

2.2.2. Indication de la sérologie dans le diagnostic

Il existe différentes approches pour faire le diagnostic microbiologique de brucellose : le
diagnostic direct par culture, direct rapide par méthode moléculaire ou le diagnostic indirect

par sérologie 421,

25



Le diagnostic de certitude est fondé sur 'isolement en culture de la bactérie 3], La réalisation
d’hémocultures aérobies est la méthode de référence a la phase aigué avec une sensibilité de
80%, mais celle-ci diminue et est inférieure a 50% lors des phases subaigué ou chronique 1331,
Lors de la phase subaigué, la culture est réalisable a partir de prélevements issus des
localisations secondaires (liquide articulaire, LCR, ganglion...). Elle nécessite cependant des
temps d’incubation prolongés, des milieux spécifiques, engendre un risque pour le personnel
de laboratoire et a montré une faible sensibilité [*4. Le diagnostic par biologie moléculaire est
possible a partir de sang (avec une sensibilité plus faible de celle des hémocultures),

suppurations ou de biopsies tissulaires et est réalisé au CNR des Brucella.

La sérologie n’est pas la méthode diagnostique de premier choix *°! et n’est indiquée que
lorsque les cultures sont négatives ou non réalisées. La détection des anticorps spécifiques est
possible en moyenne 2 a 3 semaines apreés l'infection 33 491, Les IgM sont détectables a partir
du 10°™M¢ jour apreés le début des signes cliniques, suivies par les IgG. Les IgM disparaissent en
guelgues mois et ne sont généralement plus présentes lors de la phase subaigug, et il ne

persiste que les IgG qui peuvent étre encore présentes lors de la phase chronique 71,

2.2.3. Tests sérologiques

Il existe plusieurs tests sérologiques pour aider au diagnostic indirect d’une infection a Brucella
(431 Des méthodes immuno-enzymatiques et associées comme le LOTUS permettent de
détecter les 1gG et les IgM séparément 4. Elles peuvent étre utilisées en technique de
dépistage dans les laboratoires. En cas de résultat positif, il convient d’envoyer le sérum au

CNR de Nimes pour confirmation par d’autres techniques.

Au CHU de Nimes, la technique du rose Bengale, 'immunocapture et des techniques immuno-
enzymatiques sont réalisées. La technique de rose Bengale ou antigéne tamponné (ETA) est
une technique de criblage rapide par agglutination sur lame ou sur carte. Le sérum du patient
est mis au contact d’'une suspension de Brucella inactivées et colorées au rose Bengale. Elle
détecte la présence d’IgG et d’IgM. C'est une technique qui se positive en 3 semaines et reste
positive longtemps (plus d’un an apreés la fin de la bactériémie) 3% 48, 'immunocapture est

une technique qui permet la détection et le titrage d’anticorps anti-Brucella totaux 4%,
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La séro-agglutination de Wright (SAW) était la technique de référence mais elle n’est plus

réalisée en raison d’un arrét de commercialisation des réactifs.

Titre sérique

Stade secondaire Stade tertiaire
3 Stade primaire I I
[ |
1/640
1/160
1/80
1/10
Mois
// // X
SAW ————— ETA ——— IFI/ELISA
(Seroagglutination de Wright) (Epreuve de I'Antigéne
Tamponné)

Figure 7 : Cinétique d'évolution des anticorps au cours de la brucellose %

2.2.4. Performances des tests

La comparaison des performances des techniques a été réalisée, mais la diversité des
scénarios, des seuils, des populations étudiées empéche d’avoir une vision comparative juste

des résultats.

Il faut noter qu’il existe de nombreuses réactions croisées avec d’autres bactéries (Yersinia
spp., Francisella tularensis), ou encore avec des maladies auto-immunes, qui peuvent étre a

I'origine de faux positifs et donc d’une baisse de spécificité 42 311,

Le LOTUS présente selon les études du fournisseur, de bonnes performances avec une
sensibilité de 100% et une spécificité de 98% pour la détection des IgM, et une sensibilité ainsi

gu’une spécificité de 100% pour la détection des IgG.
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Les performances individuelles des techniques utilisées par le CNR ont été évaluées. Le
criblage par rose Bengale a une sensibilité de 97% et une spécificité de 94%. L'immunocapture,
L'ELISA IgM et I'ELISA IgG présentent respectivement des sensibilités de 82%, 74%, 72% et une
spécificité de 99% pour les 3 techniques.

Le CNR, afin d’augmenter les performances et de limiter le nombre de faux positifs dus aux
réactions croisées nombreuses, décide de réaliser I'’ensemble des techniques pour chaque
demande. Les performances retrouvées pour l'association de la sérologie par rose Bengale,

immunocapture et ELISA sont de 90,5% pour la sensibilité et de 99,7% pour la spécificité 1,

2.3. Borrelia spp.
2.3.1. Généralités

La maladie de Lyme est une zoonose bactérienne transmise a ’lhomme par piqlire de tiques
infectées, du genre Ixodes 21, Cette infection est causée par des bactéries du genre Borrelia.
En Europe, les souches pathogenes sont regroupées sous "appellation Borrelia burgdorferi
sensu lato. L'infection évolue en trois phases : localisée, disséminée précoce et disséminée

tardive.

La phase localisée se traduit la plupart du temps par un érythéme migrant, d’évolution
centrifuge 3 >4, [’érythéme migrant apparait 3 a 30 jours aprés la piqlre et peut durer

plusieurs semaines voire plusieurs mois, puis disparait spontanément.

En Europe, environ 10% des infections évoluent vers une forme disséminée en I'absence de
traitement D5 36l Cette valeur est cependant a prendre avec précaution, puisque
I’épidémiologie de la borréliose de Lyme varie fortement selon les régions de I'Europe 7). La
phase disséminée précoce peut survenir en quelques semaines a quelques mois [*8, on
observe une bactériémie transitoire asymptomatique ou pauci symptomatique, qui peut étre
suivie par diverses manifestations : neuroborréliose, arthrite, lymphocytome borrélien,

cardite ...

L'infection peut également évoluer vers une forme disséminée tardive des mois ou des années
apres le début de I'infection non traitée, avec des possibles manifestations neurologiques,

articulaires ou cutanées 359,
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Le pic de fréquence de la maladie de Lyme se situe entre le début du printemps et la fin de
I'automne, ce qui correspond a l'activité maximale des tiques. En France, l'incidence est en
hausse, étant passée d’une moyenne de 51 cas/100,000 habitants en 2015 a 104/100,000

habitants en 2018. Cette estimation est supérieure dans les régions de I'est du centre [69 611,
2.3.2. Indication de la sérologie dans le diagnostic

La mise en évidence directe de la bactérie par culture n’est pas réalisée en routine, elle
nécessite un milieu spécifique et un microscope a fond noir ou a contraste de phase. Les
techniques sont relativement performantes a partir de biopsie cutanée, mais manquent de
sensibilité sur les autres prélévements ¢, Elles sont réalisées au CNR des Borrelia a
Strasbourg. Les techniques moléculaires sont intéressantes dans des cas bien définis et sur des
prélevements adéquats (biopsie cutanée en cas d’érythéme migrant, liquide articulaire ou
biopsie synoviale en cas d’arthrite par exemple) mais ne sont pas utilisées en pratique
courante pour effectuer le diagnostic de I'infection 62 83.641 Ces PCR peuvent étre réalisées au

CHU de Tours.

La sérologie est au premier plan du diagnostic de la maladie de Lyme. Elle n’est pas utile au
stade précoce localisé puisque I'érythéme migrant permet de faire le diagnostic, et que le
risque de faux négatifs d(i a 'absence d’anticorps est trés élevé 53, Le diagnostic indirect a
son intérét a partir de la phase disséminée. Les anticorps de type IgM apparaissent 2 a 4
semaines aprés 'infection, les IgG aprés 6 semaines [®°l, Les IgG persistent toute la vie alors
que les IgM deviennent le plus souvent indétectables au stade avancé de la maladie ¢, Le

suivi sérologique du traitement n’est pas intéressant pour la borréliose de Lyme.

Tableau 2 : Sensibilité des tests sérologiques, type d'anticorps présents et examens
complémentaires dans les trois phases de la borréliose de Lyme [¢7]

s - . o PCR sur biopsie
Phase localisée primaire Erythéme migrant +50% Non IgM si forme atypique
Oui? IgM ou IgG PCR dans le LCR
Atteintes neurologiques 70-90% dans le sang | selon la durée de la maladie (seulement si
_ . ou neuroborréliose aigué’ Y ET dans le LCR Synthése intrathécale <3 semaines
Phase disséminée précoce spécifique d’évolution)
; o Oui PCR dans le liquide
3
Atteintes articulaires >95% dans le sang lgG articulaire
Acrodermatite chronique o : Biopsie cutanée : PCR
Phase disséminée tardive atrophiante Zh%s au lg6 et histologie
Autres atteintes neurologiques* ou articulaires® => examens biologiques identiques a la phase disséminée précoce
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2.3.3. Tests sérologiques

Les méthodes de diagnostic indirect utilisées pour la maladie de Lyme reposent sur un test de

dépistage type immuno-enzymatique et sur une confirmation par immuno-empreinte 68!,

Le LOTUS permet une détection qualitative des IgG par CLIA. L'immuno-empreinte est utilisée
comme test de confirmation si le résultat du test de dépistage est positif ou incertain. Au CHU
de Tours, le kit Borrelia Europe plus TpN17 line Immunoblot IgG (Virotech) permet la détection

gualitative et semi-quantitative d’lgG anti-Borrelia burgdorferi dans le sérum.

En cas de suspicion de neuroborréliose, un dosage comparé sang et LCR (synthése
intrathécale) peut étre effectué 9, || faut dans ce cas doser en paralléle les anticorps anti-
Borrelia dans le sang et le LCR, puis ajuster sur la teneur en albumine/immunoglobulines dans
le sang et dans le LCR pour pouvoir faire le comparatif. La recherche des IgG spécifiques dans
le sérum ainsi que le western blot sont réalisés au laboratoire de bactériologie-virologie de
Tours. Les dosages des immunoglobulines et de I'albumine dans le LCR sont réalisés au sein
du laboratoire de biochimie. Le dosage des IgG spécifiques dans LCR ainsi que les calculs des

index de synthese intrathécale sont effectués par le CNR Borrelia de Strasbourg.
2.3.4. Performances des tests

La sensibilité de la sérologie est en général inférieure a 50% lors de la phase localisée précoce,
celle-ci augmente au cours de I’évolution de I'infection. La spécificité est comprise entre 75 et
99% a ce stade. Les performances des tests sont plus élevées lors de la phase disséminée. En
effet, lors d’atteinte cardiaque ou neurologique, la sensibilité des tests est comprise entre 69
et 97%, et la spécificité est de 99%. Les performances sont également meilleures lors d’arthrite
ou de manifestations neurologiques plus tardives, on retrouve une sensibilité comprise entre

78 et 100% et une spécificité de 99% 1791,

Concernant les techniques utilisées au CHU de Tours, la détection d’IgG par le LOTUS présente
une sensibilité de 89% et une spécificité de 98% selon le fournisseur. L'immunoblot Borrelia

Europe plus TpN17 Line a une sensibilité qui dépasse 99,9% et une spécificité de 98%.

De maniere générale, la spécificité peut étre entravée du fait de réactions croisées : avec H.

pylori, T. pallidum, T. denticola, ou encore des maladies auto-immunes 79,
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2.4. Coxiella burnetii

2.4.1. Généralités

La fievre Q est une infection zoonotique causée par Coxiella burnetii. Cette bactérie infecte de
nombreux mammiféres ruminants qui constituent le réservoir principal 7%, Ces animaux
excretent C. burnetii dans I'environnement via leurs urines, féeces, laits et autre fluides
biologiques. Le plus souvent, la transmission a I’homme se fait par inhalation d’aérosols
contaminés 172, Les professionnels travaillant avec les animaux ou leur environnement sont
particulierement a risque. La bactérie est trés hautement infectieuse et une seule bactérie
peut engendrer une infection symptomatique.

La fievre Q aigué est symptomatique dans 40% des cas [3! et peut provoquer une fiévre ou
syndrome pseudo-grippal. Plus rarement, on peut observer des complications comme une
pneumopathie interstitielle sévere, une hépatite, une méningo-encéphalite, une atteinte
cardiague ou une éruption fébrile. Dans la majorité des cas, la fievre Q aigué est spontanément
résolutive 72,

Jusqu’a 5% des personnes infectées peuvent développer une fievre Q chronique 4. Ce
passage a la chronicité a le plus souvent lieu chez des patients immunodéprimés ou ayant un
terrain favorable. On retrouve des cas d’endocardites chez les valvulopathes, d’infections
vasculaires en cas de prothese. Il existe également un risque d’accouchement prématuré et

d’avortement lorsque l'infection survient pendant la grossesse.

En France, il y a entre 250 et 300 cas de fievre Q par an, mais cette incidence est sGrement

sous-estimée en raison du nombre de cas asymptomatiques 751,

2.4.2. Indication de la sérologie dans le diagnostic

Le diagnostic direct par culture de C. burnetii n’est pas réalisé en routine car celle-ci n’est
possible que sur cellules d’eucaryotes ou ceufs embryonnés et nécessite un laboratoire
spécialisé de niveau 3. En effet, la culture cellulaire présente un risque de contamination élevé
pour le personnel de laboratoire. Elle n’est réalisée qu’au CNR et est utilisée afin d’obtenir des
souches et de les étudier quant a leur virulence, leur sensibilité aux antibiotiques ou sur le

plan épidémiologique.
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Le diagnostic par biologie moléculaire est possible sur sang total ou sérum et permet une
détection plus précoce que par sérologie et est donc a privilégier en phase aigué précoce
(jusgu’au 17¢ jour au plus tard). Cependant, il devient moins sensible quand la sérologie se
positive, la bactérie n’étant plus présente dans le sang circulant ¢, La PCR peut également
étre réalisée sur biopsies diverses, et est particulierement utile sur valve cardiaque en cas

d’endocardite. Ces techniques sont réalisées au CHU de Tours.

C'est le diagnostic indirect par sérologie qui est le plus utilisé pour le diagnostic
microbiologique de la fievre Q. C. burnetii présente 2 phases antigéniques | et Il. Les anticorps
dirigés contre la phase Il sont prédominants lors de la phase aiglie de la maladie, alors que les
anticorps dirigés contre la phase | prédominent lors de la phase chronique 7). Les anticorps
de type IgM apparaissent 2 semaines apres I'apparition des premiers signes cliniques et
disparaissent en général au cours des 4 mois suivant I'infection. Les IgG apparaissent environ

3 semaines aprés le début des signes cliniques 711,

Phase de positivité de la culture
Titre <4——»

enAC | phase de positivité de la PCR

e | Ll

lgM phase
lgG-pnase I

lgG pease |

Figure 8 : Cinétique des anticorps et phase de positivité de la culture et de la PCR lors d'une
fiévre Q aiqué 78
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2.4.3. Tests sérologiques

Les tests actuellement utilisés comprennent les méthodes type immuno-enzymatiques et
I'immunofluorescence indirecte.

Les techniques immuno-enzymatiques type ELISA permettent de détecter séparément les IgM
et les IgG. Elles utilisent des antigénes recombinants a base de protéines de C. burnetii. Ces
tests peuvent étre utiles pour le dépistage. Le LOTUS permet la détection des IgM et des IgG
de phase I, séparément. En cas de résultat positif, il convient de confirmer le résultat et de
titrer les anticorps par IFI.

L'immunofluorescence indirecte est la technique de référence réalisée au CNR de Marseille, et
permet de détecter et de titrer les IgM, IgG et IgA dirigées contre les antigenes de phase | et

Il. Des antigénes de phase | et de phase Il sont positionnés sur des puits individuels d’une lame.

2.4.4. Performances des tests

La comparabilité des performances des tests peut étre difficile, elles dépendent des stades de
la maladie, des kits et antigenes utilisés, de I'origine géographique des patients.

Dans une étude sur l'infection aigué a C. burnetii, 'immunofluorescence indirecte a montré
une sensibilité de 100% et une spécificité de 95,3% pour la détection des IgM de phase I, et
la technique ELISA une sensibilité et spécificité de 85,7% et 97,6% [7°!. Le LOTUS présente selon
les données du fournisseur une sensibilité de 95% et une spécificité de 100% pour les IgM de

phase I, et une sensibilité de 90% et une spécificité de 100% pour les IgG de phase Il.

Des réactions croisées avec des espéces de Bartonella ou Legionella peuvent survenir 189,

2.5. Francisella tularensis

2.5.1. Généralités

La tularémie est une zoonose causée par Francisella tularensis. Deux sous especes sont
responsables d’infections humaines 81, F. tularensis susbp. tularensis est un agent potentiel
de la menace biologique qui fait partie de la liste des Microorganismes et Toxines (MOT) (82
hautement pathogenes pour I'homme, et F. tularensis susbp. holarctica est celle qui

représente la majorité des souches en France.
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Les principaux réservoirs de cette bactérie sont les rongeurs (lievres, lapins, mulots...) et les
arthropodes. La transmission a 'Homme se fait par contact direct avec un animal porteur
vivant ou mort. Elle est possible par piqlre d’arthropodes vecteurs, morsure de chat ou de
chien mais aussi par ingestion d’aliments/eau contaminés et par inhalation d’aérosols.

La présentation clinique précoce correspond a un syndrome pseudo-grippal avec fievre,
frissons, myalgies et arthralgies. La maladie peut ensuite se présenter sous différentes formes :
ulcéro-glandulaire, lymphadénopathie isolée, forme oropharyngée ou oculoglandulaire. Il

existe également des formes pulmonaires chez 'immunodéprimé (&3],

La tularémie est une maladie a déclaration obligatoire et une maladie professionnelle en
France. Il y a entre 50 et 100 cas déclarés par an. Dans les régions de I'ouest et du nord, un pic
est observé pendant I'hiver alors que dans I’est et dans le sud, il y a des cas toute 'année 184,
Les professionnels comme les agriculteurs, vétérinaires, cuisiniers sont plus exposés au risque

de tularémie, les chasseurs et randonneurs également.

2.5.2. Indication de la sérologie dans le diagnostic

La sérologie est la technique la plus utilisée pour diagnostiquer la tularémie. En effet, la culture
est fastidieuse et entraine des risques pour le personnel de laboratoire, elle nécessite un
laboratoire de sécurité microbiologique de niveau 3. Pour la culture comme pour les
techniques de biologie moléculaire, il faut disposer de prélevements de tissus infectés

(ganglion, lésion cutanée, LBA...) [83 85 861,

La sérologie est indiquée a partir de la 3¥™® semaine aprés I'apparition de la maladie [#7]. Les
anticorps apparaissent 10 a 15 jours apreés le début des signes cliniques [, Le titre maximal
est obtenu apres 3 a 4 semaines et ces anticorps persistent a long terme (plusieurs mois voire

années).
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2.5.3. Tests sérologiques

Des techniques de type immuno-enzymatiques ou associées sont utilisées comme test de
dépistage. Elles permettent de détecter les anticorps spécifiques IgM et IgG dans les 2
semaines suivant les premiers symptomes. Le LOTUS permet également de détecter les
anticorps dirigés contre F. tularensis (1gM + 1gG).

En cas de résultat positif, il convient de confirmer le résultat. Au CNR de Grenoble, ils utilisent
I'immunofluorescence indirecte. Cette technique permet la détection et le titrage des IgM et
IgG séparément, a partir d’'un antigene de production locale (souche de F. tularensis subsp.

holarctica) (88,

2.5.4. Performances des tests

Les performances des tests sont difficiles a déterminer pour cette pathologie qui reste rare, et
les techniques sont peu standardisées. Les valeurs sont variables selon les tests utilisés, les
pays, la forme clinique.

Le LOTUS présente selon le fournisseur, une sensibilité de 100% et une spécificité de 100%.
D’aprés les données de la littérature, 'ELISA a une sensibilité allant de 80,2 a 100% et une
spécificité allant de 76,6% a 100%. L’'IFl a une sensibilité comprise entre 49,4% et 100% et une

spécificité comprise entre 92 et 100% [,

De maniere générale, la spécificité diagnostique est entravée a cause de la persistance a long
terme des anticorps 8% ainsi que de la présence de réactions croisées (Brucella melitensis,

Yersinia enterocolitica O :9, Proteus vulgaris...) 188,

2.6. Leptospira spp.

2.6.1. Généralités

La leptospirose est une zoonose due a des bactéries du genre Leptospira, dont la principale
espéce pathogene pour 'homme est Leptospira interrogans. Les principaux réservoirs de ces
spirochetes sont les mammiféres ; principalement les rongeurs, qui excretent les leptospires

dans leurs urines. La bactérie peut alors résider plusieurs mois dans le milieu extérieur humide

[90]



La transmission a I'Homme se produit par contact direct avec un animal infecté, ou par contact
indirect via le sol ou I'eau contaminée par l'urine d’un animal infecté ®Y, Les personnes
pratiquant des activités de baignade et de loisirs en eau douce sont exposées au risque de
leptospirose, les professionnels comme les vétérinaires, éleveurs et les égoutiers sont

également particulierement a risque.

La présentation clinique de la maladie est variable et peut aller d’un syndrome pseudo-grippal
a une atteinte fulminante multi organes potentiellement mortelle 2, La forme modérée de
I'infection débute par une fievre élevée associée a des maux de téte, des douleurs musculaires
et articulaires diffuses. Elle peut évoluer vers une atteinte hépatique, rénale, parfois

pulmonaire ou méningée. Elle peut se compliquer d’un syndrome hémorragique 3!,

Cette maladie est de répartition mondiale. En France métropolitaine, elle touche environ 600
personnes par an et jusqu’a 1000 dans les DOM-TOM 3], C’est une maladie a déclaration
obligatoire depuis 2023 ®¥. Dans les régions tropicales, il y a une recrudescence de la
leptospirose lors de la saison des pluies. Dans les pays tempérés, la majorité des cas se produit

pendant la période estivo-automnale.

2.6.2. Indication de la sérologie dans le diagnostic

La leptospirose est diagnostiquée en laboratoire via des méthodes directes comprenant la
culture et/ou la biologie moléculaire ou via des méthodes indirectes comme la sérologie.

La PCR est possible sur sang, urines et LCR et est réservée au CNR et a quelques laboratoires
spécialisés en microbiologie moléculaire, dont le laboratoire de bactériologie du CHU de Tours.
La culture est longue et fastidieuse, nécessitant des milieux spécifiques et des repiquages

itératifs ainsi qu’un microscope a fond noir.

La sérologie est donc largement utilisée pour le diagnostic de leptospirose, elle est indiquée a
partir du 7™ jour suivant I'apparition des premiers signes cliniques. Durant la premiére
semaine de l'infection, la bactérie est présente dans le sang et donc possiblement détectable
par biologie moléculaire. Une PCR sur sang est réalisable durant la premiére semaine, et sur
les urines jusqu’a 15 jours apres le début de l'infection. Les anticorps n’apparaissent et
n‘augmentent qu’entre le 58 et le 7°™¢ jour apreés I"apparition des symptémes P>, Les IgM

apparaissent en premier lors de I'infection et disparaissent aprés plusieurs mois 2,
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Figure 9 : Chronologie des prélévements a effectuer pour le diagnostic de la leptospirose 7]

2.6.3. Tests sérologiques

Il existe deux grandes catégories de tests sérologiques réalisés afin de mettre en évidence des
anticorps dirigés contre les leptospires : les tests immuno-enzymatiques et le test de micro-
agglutination (MAT pour Micro-Agglutination Test ou Test de Martin et Pettit) qui reste la

technique de référence [°8l,

Les tests sérologiques de type immuno-enzymatiques comme celui réalisé par le LOTUS,
permettent de détecter les IgM. lls emploient une préparation antigénique de Leptospira
biflexa (non pathogéne pour I'homme), qui réagit avec plusieurs espéces deleptospires

responsables d’infections °%,

Lorsque ce test est positif, le sérum est envoyé au CNR a l'institut Pasteur afin de réaliser un
test de MAT pour confirmation, titration des anticorps et identification du sérogroupe 1%, |e
test de micro-agglutination consiste a faire réagir le sérum du patient avec des cultures
vivantes de leptospires, I'agglutination est visualisée sur microscope a fond noir. Ce test n’est
pas spécifique aux IgM (il détecte les IgM et les IgG) et ne permet pas forcément de différencier

une infection aigué d’une infection ancienne 19,
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2.6.4. Performances des tests

Les performances des techniques immuno-enzymatiques sont variables selon les études, en

raison d’'un manque de standardisation 1%, Elles dépendent du stade de la maladie et de
I'antigéne utilisé dans le test. Dans la littérature, la sensibilité des tests ELISA est comprise
entre 75 et 100 % et la spécificité se situe entre 78 et 98 % (190, 1021 Se|on le fournisseur, la

détection des IgM par le LOTUS montre une sensibilité de 86% et une spécificité de 98%.

La sensibilité de la technique de micro-agglutination pour le diagnostic de la leptospirose est

variable : de 45 a 100 %. La spécificité de cette méthode est également hétérogéne (de 57 a

97 %) 1°01_ Elle dépend certainement des antigénes utilisés et de I'épidémiologie régionale.

2.7. Rickettsia spp.

2.7.1. Généralités

Les rickettsioses sont des zoonoses causées par les rickettsies et sont transmises a I’'Homme
par des arthropodes vecteurs, par voie cutanée ou conjonctivale 1931, Les rickettsies sont
classées en deux groupes principaux : le groupe typhus épidémique et le groupe des fievres
boutonneuses. Les bactéries du groupe typhus ne sont trouvées aujourd’hui que dans les pays
de niveau socio-économique faible. On retrouve en France majoritairement les especes du

groupe boutonneux.

L'infection se manifeste généralement par un syndrome pseudo grippal d’apparition brutale
associé a une éruption cutanée quelques jours plus tard. Une escarre peut également se
développer au site d’inoculation 1%, Des complications peuvent survenir : insuffisance rénale,
pneumopathie, myocardite, méningo-encéphalite (191

La fievre boutonneuse méditerranéenne est la forme la plus retrouvée en France et est causée
par Rickettsia conorii 1%, Elle touche ’lhomme préférentiellement de mai a octobre et est
transmise par la tique du chien Rhipicephalus sanguineus. D’autres espéces de rickettsies sont
présentes en France et peuvent étre évoquées en fonction de certaines particularités cliniques

(Tableau 3).
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Tableau 3 : Principales caractéristiques des pathologies associées a des rickettsies en France

104
Particularités cliniques Pathologie associée
R. conorii Uvéite Pourtour méditerranéen Fiévre boutonneuse
Europe centrale méditerranéenne
Afrique
R. sibirica Lymphangite (50% des cas) Asie, Europe, Afrique LAR
mongolitimonae subsaharienne
R. slovaca/R. Escarre d’inoculation au France, Suisse, Slovaquie TIBOLA/DEBONEL/SENLAT
raoultii/R. rioja scalp
Lymphadénopathie
R. helvetica SymptOmes variés, atteinte Europe Fiévre boutonneuse
cardiaque
R. aeschlimannii Corse Fievre boutonneuse
R. africae Afrique, Antilles, Réunion Fievre a tique africaine
R. rickettsii Amérique centrale et du Fievre pourprée des
Nord, Guyane montagnes rocheuses

2.7.2. Indication de la sérologie dans le diagnostic

Les méthodes diagnostiques directes sont fastidieuses et ne sont pas réalisées en routine. En
effet, la culture des rickettsies ; qui est la technique de référence, ne peut étre réalisée sur des
milieux ordinaires. Elle est réalisée sur cellules eucaryotes, les rickettsies sont ensuite mises
en évidence par immunofluorescence ou par amplification génique. La biologie moléculaire

est possible a partir de biopsies cutanées ou de sang mais n’est réalisée qu’au CNR.

C’est pour ces raisons que la sérologie est la méthode la plus utilisée pour le diagnostic de
I"infection (193, Elle est indiquée a partir de la 26™¢ semaine de la maladie. En effet, les anticorps
n’apparaissent pas avant le 7¢™ jour suivant "apparition des symptdmes, et ils peuvent rester

détectables pendant des mois pour les IgM ou des années pour les IgG 1961,
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Figure 10 : Les différentes techniques microbiologiques utilisables pour porter un diagnostic
en fonction de I'évolution des signes cliniques [19% 1971

2.7.3. Tests sérologiques

Des techniques de dépistage type immuno-enzymatiques permettent de rechercher les IgG et
les IgM. Le LOTUS permet également la recherche séparée d’'IgM et d’IgG dirigées contre R.
conorii.

En cas de résultat positif ou douteux, il convient d’envoyer le sérum au CNR de Marseille pour
confirmation par immunofluorescence indirecte. La méthode de référence reste I'lFl qui
détecte également les I1gG et les IgM dirigées contre différentes especes de rickettsies et
permet un titrage des anticorps. Au CNR, I'lFI peut étre complétée par un western blot aprés

adsorption croisée afin de préciser I'espéce [ 1081,

2.7.4. Performances des tests

Les performances sont variables et dépendent des antigenes utilisés dans les tests, du stade
de la maladie, du pays dans lequel le test est réalisé. Les techniques ELISA pour les fievres
boutonneuses ont montré une sensibilité comprise entre 83 et 100% et une spécificité

comprise entre 87 et 100% (103,
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La détection d’IgM et d’IgG par le LOTUS montre une sensibilité ainsi qu’une spécificité de
100% selon les données du fournisseur. L'immunofluorescence présente de bonnes

performances avec une sensibilité supérieure a 97% et une spécificité supérieure a 99% 104,

La spécificité des tests est diminuée par I'existence de nombreuses réactions croisées entre
les espéces du groupe boutonneux et le groupe typhus, ainsi qu’entre les espéces du méme

groupe.

2.8. Treponema pallidum

2.8.1. Généralités

Treponema pallidum est I’agent infectieux responsable de la syphilis 1%, C’est une infection
qui se transmet majoritairement lors de relations sexuelles (orales, vaginales, anales) ou par
I'intermédiaire de produits sanguins. La maladie évolue en plusieurs stades et peut affecter

tous les organes du corps [119],

La syphilis primaire correspond au stade du chancre qui apparait en moyenne aprés 21 jours
au point d’inoculation. Il peut étre accompagné d’adénopathies satellites. Sans traitement, le
chancre est spontanément résolutif en 4 a 6 semaines [111,112],

Lors de la syphilis secondaire, on peut observer une éruption maculopapuleuse diffuse ainsi
gue des manifestations cliniques systémiques non spécifiques. Cette phase apparait chez %
des patients non traités, 2 a 8 semaines apres la disparition du chancre primaire. Ces signes
disparaissent sans traitement en 1 a 2 ans 119,

La syphilis latente précoce est définie comme une infection asymptomatique de moins d’un an
d’évolution. La syphilis latente tardive évolue depuis plus d’'un an et est également
asymptomatique.

Enfin, environ 1/3 des patients finissent par développer une syphilis tertiaire, des mois ou
années apres l'infection initiale. Durant cette phase, on peut observer des complications

neurologiques, cardiaques, cutanées 110
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Il existe également un risque de transmission lors de la grossesse. Le passage transplacentaire
du tréponéme peut étre responsable de mort foetale in utero ou a la naissance, de prématurité
ou d’une forme congénitale de syphilis. Les symptomes chez I'enfant peuvent s’exprimer
précocement, au cours des 3 premiers mois ou tardivement, aprées 2 ans. Les manifestations
cliniqgues sont variables, et peuvent comprendre des éruptions cutanées, des anomalies

oculaires, hématologiques ou osseuses (113, 114],

En France, I'incidence des cas de syphilis diagnostiqués en 2022 est de 10 pour 100 000
personnes, agées de plus de 15 ans. Ce taux est en augmentation en particulier chez les
hommes ayant des rapports sexuels avec les hommes. Le nombre de cas de syphilis

congénitale varie entre 21 et 46 selon les années 1131,

2.8.2. Indication de la sérologie dans le diagnostic

Le diagnostic biologique de la syphilis s’effectue principalement grace a des tests sérologiques.
En effet, la culture est impossible et les autres méthodes de diagnostic direct comme la
biologie moléculaire ou la microscopie sur fond noir ne sont pas réalisées en routine et ne
permettent pas de différencier les espéces de tréponémes [112 1161 E|les sont réalisables sur un
prélevement de chancre, de lésion cutanée ou plus rarement sur LCR, liquide amniotique,

humeur vitrée.

La sérologie a donc un grand intérét et est la méthode la plus utilisée pour le diagnostic
biologique de la syphilis lorsque I'on suspecte la maladie, a tous les stades. Elle est également
largement utilisée dans d’autres situations :
- Surveillance du traitement
- Dépistage obligatoire : femme enceinte 1°" trimestre, don du sang, prélévements multi
organes
- Dépistage recommandé : personnes a risque (HSH, travailleurs du sexe, personnes

ayant rapports a risque)
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Les anticorps tréponémiques deviennent détectables 2 a 4 semaines 111 aprés 'exposition au
micro-organisme. Les IgM apparaissent précocement et disparaissent entre 1 a 2 ans apres
I’exposition, tandis que les IgG perdurent tout au long de la vie.

Les anticorps non tréponémiques apparaissent 10 a 20 jours apres |'apparition du chancre.
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Figure 11 : Sérologie et stades de la syphilis 117!

2.8.3. Tests sérologiques

De nombreux tests sérologiques sont disponibles pour le diagnostic biologique de la syphilis.
On distingue deux groupes de techniques selon I'antigéne utilisé 1181, || existe des tests a

antigéne tréponémique (TT) et les tests a antigene non tréponémique (TNT).

Le test de premiére intention est un test tréponémique de type immuno-enzymatique et
associé. Il permet de détecter les anticorps (IgM + 1gG) de facon qualitative. Il se positive lors
de la premiere semaine d’évolution du chancre. De nombreux tests commerciaux utilisent des
antigenes tréponémiques purifiés ou recombinants. Au CHU de Tours, c’est la technique CMIA-
Alinity (Chemiluminescent magnetic microparticle immunoassay) de chez Abbott qui est

utilisée.
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En cas de positivité du test tréponémique, un test non tréponémique est effectué. Les TNT
sont des tests d’agglutination effectués a partir de sérums dilués en série, et détectent les
anticorps totaux (IgG et IgM) dirigés contre la cardiolipine. Les anticorps ne sont pas
spécifiques de Treponema pallidum. Les résultats sont quantitatifs et exprimés en titre. Le RPR
(Reagine plasma rapid) et le VDRL (Venereal disease research laboratory) se positivent 10 a 20
jours aprés I'apparition du chancre, ce sont les premieres techniques a se négativer aprés
traitement 111 1121 E|les permettent le suivi de I'efficacité thérapeutique et la détection d’une
éventuelle recontamination. C'est le RPR (RPR Card Test for Syphilis, Arlington Scientific) qui

est utilisé au CHU de Tours.

En cas de sérologie positive ou douteuse, un immunoblot (TT) peut étre réalisé et permet de
mettre en évidence les IgG et/ou les IgM. Le sérum du patient est incubé avec des bandelettes

sur lesquelles sont fixés différents antigeénes de Treponema pallidum.

Concernant les suspicions de neurosyphilis, la sérologie dans le sérum est réalisée au CHU de

Tours et la recherche dans le LCR est effectuée au CNR a I’h6pital Cochin par PCR et sérologie.

2.8.4. Performances des tests

Les performances des tests sérologiques dépendent des stades de la maladie et des kits utilisés

[109] | es tests tréponémiques sont plus sensibles au début de la maladie.

D’apres le fournisseur de I’Alinity utilisé au CHU de Tours, la sensibilité est de 100% et la
spécificité est supérieure a 99%. Les performances du RPR ne sont pas mentionnées sur la

notice.

Une étude a regroupé les performances des tests RPR et des techniques immuno-
enzymatiques selon les stades de I'infection. La sensibilité varie de 73% a 100% pour le RPR,
de 64% a 93% pour la détection d’IgM par EIA et est de 100% pour la détection d’IgG par EIA.
Concernant la technique CLIA, la sensibilité varie de 98% a 100%. Les valeurs de spécificité sont
comprises entre 95% et 99% selon les techniques. Le détail des valeurs est disponible dans le

tableau ci-dessous.
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Tableau 4 : Sensibilité et spécificité des tests sérologiques pour la syphilis [11°

Sensitivity during stage of infection, % (range)

Specificity,

Test Primary Secondary Latent Late % (range)
Nontreponemal tests

VDRL [14] 78 (74-87) 100 96 (88-100) 71 (37-94) 98 (96-99)

TRUST [14] 85 (77-86) 100 98 (95-100) NA 99 (98-99)

RPR [14] 86 (77-99) 100 98 (95-100) 73 98 (93-99)
Early treponemal tests

MHA-TP [15] 76 (69-90) 100 97 (97-100) 94 99 (98-100)

TPPA [16] 88 (86-100) 100 100 NA 96 (95-100)

TPHA [17] 86 100 100 99 96

FTA-ABS [14] 84 (70-100) 100 100 96 97 (94-100)
Enzyme immunoassays

IgG-ELISA [18] 100 100 100 NA 100

IgM-EIA [19] 93 85 64 NA NA

ICE [20] 77 100 100 100 99
Immunochemiluminescence assays

CLIA [21] 98 100 100 100 99

NOTE. CLIA, chemiluminescence assay; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; EIA, enzyme immunoassay; FTA-ABS,

fluorescent treponemal antibody absorption assay; ICE, immune-capture EIA; MHA-TP microhemagglutination assay for Trep-

onema pallidum,; NA, not available; TPHA, T pallidum hemagglutination assay, TPPA, T pallidum particle agglutination; TRUST,

Il faut noter qu’aucune technique utilisée ne permet de différencier T. pallidum des autres
tréponemes non vénériens. Il existe également un risque de faux positifs avec le RPR en cas
d’infections bactériennes (borréliose, tuberculose...), virales (mononucléose infectieuse,

hépatite...), parasitaires (paludisme) ou encore avec certains états physiologiques ou

pathologiques (grossesse, maladie auto-immune, toxicomanie...) (112120,

2.9. Helicobacter pylori

2.9.1. Généralités

Helicobacter pylori est une bactérie qui colonie la muqueuse de I'estomac. La transmission se
fait par voie féco-orale ou oro-orale le plus souvent dans I’enfance, et la bactérie persiste toute

la vie en I'absence de traitement 21, H. pylori a été déclaré comme agent carcinogéne de

classe I.
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La plupart du temps, cette bactérie provoque une gastrite chronique asymptomatique chez le
patient. Dans 5 a 10% des cas, un ulcéere gastrique ou duodénal se développe. Seul 1% des
patients développent un adénocarcinome gastrique ou un lymphome de MALT 122 |3

prévalence de maladie en France est de I'ordre de 30% dans la population.

2.9.2. Indication de la sérologie dans le diagnostic

Le diagnostic biologique de I'infection s’effectue par des méthodes invasives (biopsies par
fibroscopie, a visée anatomopathologique et bactériologique) et non invasives (sérologie, test
respiratoire a I'urée marquée, recherche d’antigénes dans les selles) 1231,

La sérologie est une technique non invasive et rapide qui permet la détection dans le sérum
des anticorps spécifiques dirigés contre H. pylori, c’est le seul test qui n’est pas perturbé par
la prise d’inhibiteurs de pompe a protons (IPP) ou d’antibiotiques. En effet, si un délai de 4
semaines sans antibiotiques et un délai de 2 semaines sans IPP n’est pas respecté, les autres

tests peuvent rendre des résultats faussement négatifs (124,

L'HAS recommande la sérologie en premiére intention chez les patients sans symptomes
digestifs, dans les cas suivants [12°]

- Moins de 40-45 ans, apparentés a un patient ayant eu un cancer gastrique

- Antécédents d’ulcere sans preuve d’éradication de H. pylori

- Purpurathrombopénique idiopathique

La sérologie peut également étre recommandée comme test diagnostique en cas d’utilisation
récente d’IPP ou d’antibiotiques, d’ulcere hémorragique ou quand l'inoculum bactérien est
faible (cancer gastrique, lymphome du MALT, atrophie gastrique) et que les autres techniques

s’averent inefficaces.

Les IgG apparaissent 3 semaines apreés le début de I'infection 261, La sérologie ne permet pas
de distinguer une infection ancienne et une infection active du fait de la persistance des
anticorps pendant plusieurs années méme apres éradication de la bactérie. Elle ne présente

aucun intérét dans le controle de I'éradication de H. pylori.
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2.9.3. Tests sérologiques

Les techniques de diagnostic indirect permettent la détection d’IgG dirigées contre H. pylori
[124] ' Les tests utilisés reposent sur des techniques de type immuno-enzymatiques. Le LOTUS

permet également la détection d’IgG.

La sérologie permet de faire un dépistage, en cas de résultat positif il est recommandé de

pratiquer une endoscopie avec biopsies afin de rechercher H. pylori.

2.9.4. Performances des tests

Les performances sont variables selon I'épidémiologie régionale, les tests et antigénes utilisés.
La sensibilité de I'ELISA peut aller de 80 a 95% et la spécificité de 80 & 95% [12°],
La détection d’lgG par le LOTUS présente une sensibilité de 100% et une spécificité de 100%

selon le fournisseur.

2.10. Legionella spp.

2.10.1. Généralités

La légionellose est une infection causée par les bactéries du genre Legionella qui se
développent dans des environnements chauds et humides. La transmission a 'Homme se fait

par inhalation d’aérosols d’eau contaminée 1271,

La maladie se manifeste le plus souvent par une infection pulmonaire de type pneumopathie
avec éventuellement une atteinte multi systémique 1281, Historiquement, I'infection a

Legionella se présentait comme deux entités cliniques distinctes : la maladie du légionnaire
avec 'atteinte pulmonaire, et la fiévre de Pontiac avec des symptémes pseudo-grippaux (1271,

La majorité des cas de légionellose sont causés par Legionella pneumophila de sérogroupe 1

[129]

La légionellose est une maladie a déclaration obligatoire. Chaque année, 1800 cas de
légionellose en moyenne sont déclarés en France 139, Les cas peuvent survenir tout au long

de I'année, mais l'incidence est plus élevée pendant la période estivale.
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2.10.2. Indication de la sérologie dans le diagnostic

Actuellement, environ 80% des diagnostics biologiques de légionellose sont obtenus par
recherche d’antigénes solubles de Legionella pneumophila sérogroupe 1 dans les urines. La
culture et/ou la biologie moléculaire a partir d’échantillons respiratoires sont également utiles
car elles permettent de détecter 'ensemble des espéces et des sérogroupes de Legionella 3%,
De plus, I'isolement des souches en culture permet de réaliser des enquétes épidémiologiques
pour trouver la source des légionelles impliquées dans les infections. La PCR sur prélévement

d’origine respiratoire permet un diagnostic direct plus rapide.

L'indication de la sérologie dans le diagnostic est trés limitée aussi bien dans le scope européen

(Figure 12) gu’en France (Figure 13).

EUROPE, 2011 - 2015

33,809 laboratory tests, 29 reporting countries

PCR; 6.8% other tests
| -
culture: 10,8% g on?ﬂ
1,1%
“é\ PCR : 4.3% (2011)

to 10.5% (2015)

Figure 12 : Répartition des méthode de diagnostic des cas de
légionellose en Europe (2011-2015) 3%
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Figure 13 : Répartition des méthodes de diagnostic des
cas de légionellose en France (1998 — 2022) 1331

La recherche d’anticorps anti-L. pneumophila est réservée aux cas de forte suspicion de
légionellose, quand I'antigénurie est négative ou non réalisée, et qu’il n’y a pas de prélévement
respiratoire disponible pour le diagnostic microbiologique. La sérologie permet un diagnostic
assez tardif voire rétrospectif de la maladie et n’a souvent pas d’impact majeur sur la
thérapeutique, elle posséde surtout une valeur épidémiologique [34. Les anticorps
apparaissent généralement entre 1 a 2 semaines aprés le début des symptédmes [13°] et
atteignent un pic 4 a 5 semaines plus tard. Leur disparition est variable selon les patients,

allant de 2 a 18 mois.
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2.10.3. Tests sérologiques

La sérologie comporte un premier test immuno-enzymatique de dépistage effectué sur un
mélange antigénique qui vise a rechercher les anticorps IgM et IgG dirigées contre les
sérogroupes 1 a 6 de Legionella pneumophila. Le LOTUS permet également de détecter les

anticorps (1gG et IgM non séparément) de Legionella pneumophila sérogroupe 1 a 6.

En cas de dépistage positif, la confirmation et le titrage des anticorps par immunofluorescence
indirecte sont effectués par le CNR de Lyon. La détermination de I'espéce et du sérogroupe de

légionelle est également réalisée 11391,

2.10.4. Performance des tests

Les performances restent variables selon les tests utilisés. La spécificité de la sérologie en
globalité varie entre 95 et 100% [137 ~ 1401 bjen qu’il existe des réactions croisées au sein du
genre Legionella et avec d’autres espéeces bactériennes (Pseudomonas spp., Mycoplasma spp.,
Campylobacter spp., Chlamydia spp, Coxiella burnetii...). La sensibilité est plus faible et varie
entre 40 3 80% (139,

Selon le fournisseur du LOTUS, la sensibilité du test est de 100% et la spécificité de 100%.

2.11. Mycoplasma pneumoniae

2.11.1. Généralités

Mycoplasma pneumoniae est une bactérie qui se transmet via de fines gouttelettes, lors de
contacts interhumains rapprochés 14U, Le plus souvent, Iinfection se traduit par des
manifestations respiratoires (bronchites, trachéobronchites, pneumonies atypiques)
d’évolution favorable dans la majorité des cas (142 143, M. pneumoniae peut étre également
responsable de manifestations extra respiratoires et entrainer des complications cardiaques,
neurologiques, hématologiques ou cutanées (142, ’infection est fréquente chez I'enfant et le

jeune adulte, mais peut toucher tous les ages.
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2.11.2. Indication de la sérologie dans le diagnostic

Pour réaliser le diagnostic microbiologique d’une infection respiratoire a Mycoplasma
pneumoniae, la biologie moléculaire a partir d’'un prélevement d’origine respiratoire reste la

méthode de choix. La culture est longue, fastidieuse et nécessite des milieux spécifiques (142,

Le diagnostic indirect par sérologie peut étre utilisé mais ne permet le plus souvent qu’un
diagnostic a postériori 4. Lors d’une primo-infection, les anticorps apparaissent 7 a 10 jours
apreés les premiers signes cliniques, pour atteindre un pic entre la 3¢™¢ et la 6™ semaine. Leur
taux diminue en quelques mois, voire une année [141 1451 |es |IgM sont les premiéres a
apparaitre, suivies par les 1gG. Les IgM ne sont généralement pas présentes lors d’une

réinfection, c’est pourquoi leur détection est plus appropriée chez les enfants.

2.11.3. Tests sérologiques

La technique de fixation du complément détecte sans distinction les IgG et IgM. Elle utilise un
extrait glycolipidique de Mycoplasma pneumoniae ou le micro-organisme entier 141, Cette
technique était la technique de référence, et est maintenant remplacée par les techniques
immuno-enzymatiques.

Aujourd’hui, les techniques immuno-enzymatiques et associées ; comme le LOTUS, sont les

plus utilisées et permettent la détection séparée des IgG et IgM 11461,

2.11.4. Performances des tests

La technique de fixation du complément manque de sensibilité et de spécificité. Il existe des
réactions croisées multiples, notamment avec Mycoplasma genitalium 1471,

Le LOTUS a une sensibilité de 100% et une spécificité de 98% pour la détection d’'IgM, et une
sensibilité de 98% ainsi qu’une spécificité de 100% pour la détection d’IgG, selon les données

du fournisseur.
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2.12. Tableau récapitulatif

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des indications de prescription des sérologies bactériennes internalisées au CHU de Tours.

Technique sérologique de
Sérologie Contexte clinique Contexte épidémiologique Quand prélever ? a dépis tagi 9 Confirmation sérologique
Bartonella henselae - Papule au site d'inoculation, adénopathie +/- si .
g 'one g .ense ve apule au site dnocu a, |o}n, adénopathie +/ signes Griffure ou morsure de chat Apartir du 7e jour suivant I'apparition des symptomes CLIA (Tours) Non
Maladie des griffes du chat généraux
Bartonella henselae/quintana L ) Griffure ou morsure de chat (B. henselae ), hygiéne ) ) ) " . )
,/q Endocardite (valvulopathe), bactériémie chronique L (, g Apartir du 7e jour suivant I'apparition des symptomes CLIA (Tours) Oui. IFI (CNR)
Forme chronique précaire (B. quintana )
Phase aigue : fievre, sueurs nocturnes, malgies, arthralgies . ) )
) . L L Notion de voyage et contacts avec bovins, ovins, 5 X N ! . . .
Phase subaigue : localisations ostéoarticulaires, digestives, P ) Apartir de la 3e semaine suivant |'apparition des Oui. Agglutination sur lame + ELISA +
Brucella spp. e ) . i caprins infectés ou ingestion aliments (lait non K CLIA (Tours) ¥
neuroméningées, cardiaques, pulmonaires, cutanées o ) symptomes immunocapture (CNR)
L . . pasteurisé, crudités, viande insuffisament cuite)
Phase chronique : asthénie physique et psychique
Notion d'érythe igrant T . .
) . X 0 |'on enythéme m|lgran o X N Apartir de la phase disséminée précoce (quelques Oui. Immunoblot (Tours). Envoi
Borrelia spp. Manifestations diverses : neurologiques, articulaires, Morsure de tique, balade en forét A o CLIA (Tours) i . L
cutanées semaines a quelques mois apres la morsure) LCR/sérum au CNR si neuroborréliose
Figvre, syndrome pseudo-grippal
Complications : thie, hépatite, méningo- . I "
) . orplcations lpnetfmo!)a |.e e!Ja ,I e, MEMES ) N ) A partir de la 3e semaine suivant I'apparition des )
Coxiella burnetii encéphalite, éruption fébrile Contact avec animaux infectés ou leur environnement .\ CLIA (Tours) Oui. IFI (CNR)
. . . symptomes
Forme chronigue : endocardite (valvulopathe), infection
vasculaire (prothése)
. . , 'Syndron?e pseudol-grippal pr.é?oce . Contact av'ec animlal porteurvi\./ant o'u mor"t (liévre, A partir de la 3e semaine suivant Fappariton des .
Francisella tularensis Adénopathie +- ulcére cutané, conjonctivite, pharyngite, | mulots ), piqure d'arthropode, ingestion aliments ou 5 CLIA (Tours) Oui. IFI (CNR)
formes pulmonaires chez ID €au contaminés Symptomes
) o , Contact avec les rongeurs ou environnement
) Syndrome pseudo-grippal +/- atteinte hépatique, rénale, - ) s . . . . . ) . -
Leptospira spp. , ) . . contaminé par urine de rongeurs (activitéseneau | A partir du 7e jour suivant les premiers symptomes. CLIA (Tours) Oui. Test de micro agglutination (CNR)
hémorragique, pulmonaire ou méningée R
douce, vétérinaires, égoutiers...)
. . Syndrom.e pfeudo'-gripp.al, érupt]ion cutanée +/- esc.arre Notion de voyage . . o A .
Rickettsia spp. Complications : insuffisance rénale, pneumopathie, - . A partir du 7e jour suivant |'apparition des symptomes CLIA (Tours) Oui. IFI (CNR)
A A Pigtire de tique pour groupe boutonneux
myocardite, méningo-encéphalite
Treponema palidum Chancre, éruption cutanée diffuse, signes neurologiques, | Rapports sexuels a risque, grossesse, dons du sang, A parti de la 3e semaine aprés [exposition CMIA (Tours) Oui. BPR +- immurlmoblot (Tour.s?.
oculaires PMO Envoi LCR au CNR si neurosyphilis
Gastrite, ulcére gastro-duodénal, cancer gastrique,
Helicobacter pylori lymphome du MALT, PTI CLIA (Tours) Non
Prise récente d'IPP ou d'antibiotiques
Synd do-grippal thie et ab d , - . N -
) yt] \rome peeudo .gnp;.)a o pnet'lmlopa' |ele a sence de Inhalation d'aérosols (eau douce contaminée, A partir de la 2e semaine suivant I'apparition des X
Legionella spp. prélévements respiratoires ou antigénurie négative ou non R . L . CLIA (Tours) Oui. IFl
. systemes d'air conditionné) symptomes
réalisée
Pneumopathie et absence de prélévements respiratoires Aartirde a2 ine suivant | ion d
Mycoplasma pneumoniae Manifestations extra respiratoires : neurologiques, partire a ce semaine suivant T appaniion des CLIA (Tours) Non

cutanées, hématologiques, cardiaques

symptomes
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3. Aide a l'interprétation des sérologies bactériennes

Apres avoir revu les généralités et les indications concernant les sérologies bactériennes
internalisées, il est essentiel de faire un point concernant I'interprétation des résultats par le
biologiste. Une aide a linterprétation et a la validation des résultats sous forme de
logigrammes, accompagnés de phrases de conclusion est proposée. Ce travail a été réalisé en
se basant sur les données de la littérature et les recommandations des différents centres

nationaux de référence. Il pourra étre amené a évoluer avec la pratique.

3.1. Bartonella spp.

3.1.1. Dépistage parle LOTUS

La technique vise a rechercher séparément les IgM et les IgG anti-Bartonella henselae. Les
anticorps apparaissent environ une semaine apres |'apparition des symptémes. Les IgM
persistent jusqu’a 3 mois apres I'exposition et les IgG jusqu’a 5 a 7 mois. Les anticorps peuvent

persister pendant des années en cas de forme chronique.

La sérologie peut étre négative si le sérum a été prélevé trop tot apres I'apparition des

symptdmes. Dans ce cas, il est conseillé de répéter la sérologie 15 jours plus tard.

Maladie des griffes du chat
En cas de résultat positif ou douteux, il n’y a pas d’envoi du sérum au CNR. En présence de

ganglion, une PCR sur ponction de celui-ci permettrait de confirmer le diagnostic.

Endocardite

En cas de suspicion d’endocardite, les espéces B. henselae et B. quintana peuvent étre en
cause. Il existe des réactions croisées entre les deux espeéces, il est donc utile de faire un
dépistage par le LOTUS.

En cas de sérologie positive ou douteuse, il convient d’envoyer le sérum au CNR pour analyse
par immunofluorescence indirecte. La technique permet un titrage des anticorps dirigés contre

les deux espéces.
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Des seuils sont définis par le CNR, pour étre en faveur ou non d’une endocardite. Si du matériel
post opératoire est disponible, une PCR sur valve cardiaque permettrait de confirmer le

diagnostic.

3.1.2. Logigrammes pour la validation biologique

Maladie des griffes du chat

Absence d'infection

Sérologie positive e
IgM+/1gG+ Non Contexte
IgM+/1gG- épidémiologique et
IgM-/1gG+ clinique évocateur
(Seuil 1,1) Qui

Répéter le prélevement a 15 jours

et/ou

Conseiller une PCR sur ganglion

Conseiller une PCR sur ganglion
pour confirmation

Figure 14 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Bartonella spp.

(MGC).

En cas de sérologie douteuse, la conduite a tenir est la méme que pour une sérologie positive.

Endocardite

Absence d’infection

Sérologie positive Non
IgM+/1gG+ Non Contexte
:gm*rllllgg- _ épidémiologique et
gvi-/lgG+ clinique évocateur
(Seuil 1,1) Qui

Répéter le prélévement a 15 jours

et/ou

Conseiller une PCR sur valve

L

Envoi du sérum au CNR pour
confirmation et titration

Figure 15 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Bartonella spp.

(endocardite).
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En cas de sérologie douteuse, la conduite a tenir est la méme que pour une sérologie positive.

3.1.3. Proposition de phrases de conclusion pour la sérologie de dépistage

Maladie des griffes du chat

IgM | 1gG | Interprétation

- - Absence d’anticorps anti-Bartonella henselae.
Ce résultat ne peut exclure une infection débutante.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard si le contexte clinique le justifie.

Si présence d’un ganglion, une PCR sur ponction de celui-ci permettrait
d’effectuer le diagnostic.

+ + Présence d’anticorps anti-Bartonella henselae.

Profil sérologique compatible avec une infection a Bartonella henselae, a
interpréter en fonction du contexte clinique et en fonction des réactions
croisées connues.

Si présence d’un ganglion, une PCR sur ponction de celui-ci permettrait de
confirmer le diagnostic.

+ - Présence d’'lgM anti-Bartonella henselae sans 1gG.

Profil sérologique compatible avec une infection récente a Bartonella
henselae (ou possible faux positif), a interpréter en fonction du contexte
clinique et en fonction des réactions croisées connues.

Si présence d’un ganglion, une PCR sur ponction de celui-ci permettrait de
confirmer le diagnostic.

- + Présence d’IgG anti-Bartonella henselae sans IgM.

Profil sérologique compatible avec une infection a Bartonella henselae, a
interpréter en fonction du contexte clinique et en fonction des réactions
croisées connues.

Si présence d’un ganglion, une PCR sur ponction de celui-ci permettrait de
confirmer le diagnostic.

Tableau 6 : Table d’aide a l'interprétation des résultats de sérologie Bartonella spp. (MGC).




Endocardite

IgM | IgG | Interprétation

- - Absence d’anticorps anti-Bartonella henselae.

Ce résultat ne peut exclure une infection débutante.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard si le contexte clinique le justifie.

Si du matériel post opératoire est disponible, une PCR sur valve cardiaque
permettrait d’effectuer le diagnostic.

+ + Présence d’anticorps anti-Bartonella henselae.

Profil sérologique compatible avec une infection a Bartonella, a interpréter en
fonction du contexte clinique et en fonction des réactions croisées connues.
Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre |’évolution des anticorps.

Si du matériel post opératoire est disponible, une PCR sur valve cardiaque
permettrait de confirmer le diagnostic.

+ - Présence d’IgM anti-Bartonella henselae sans IgG.

Profil sérologique compatible avec une infection a Bartonella (ou possible
faux positif), a interpréter en fonction du contexte clinique et en fonction des
réactions croisées connues.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre I’évolution des anticorps.

Si du matériel post opératoire est disponible, une PCR sur valve cardiaque
permettrait de confirmer le diagnostic.

- + Présence d’lgG anti-Bartonella henselae sans IgM.

Profil sérologique compatible avec une infection a Bartonella, a interpréter en
fonction du contexte clinique et en fonction des réactions croisées connues.
Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre I’évolution des anticorps.

Si du matériel post opératoire est disponible, une PCR sur valve cardiaque
permettrait de confirmer le diagnostic.

Tableau 7 : Table d’aide & l'interprétation des résultats de sérologie Bartonella spp.

(endocardite).

Cas particulier : Discordance entre le dépistage du LOTUS et résultat du CNR, modification du
commentaire : Probable fausse réactivité du test de dépistage ou infection débutante.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard si la clinique le justifie



3.2. Brucella spp.

3.2.1. Dépistage parle LOTUS

La technique vise a rechercher séparément les IgM et les IgG anti-Brucella. La détection des
anticorps est possible en moyenne 2 a 3 semaines apres I'infection. Les IgM se négativent assez

rapidement, les 1gG peuvent persister pendant plus d’un an.

La sérologie peut étre négative si le sérum a été prélevé trop tot aprés |'apparition des

symptdémes. Dans ce cas, il est conseillé de répéter la sérologie 15 jours plus tard.

En cas de sérologie positive ou douteuse, il convient d’envoyer le sérum au CNR de Nimes afin
de confirmer le résultat par d’autres techniques : agglutination sur lame, immunocapture et

tests ELISA.

Le diagnostic peut étre effectué grace a des hémocultures prélevées lors de la phase aigué
et/ou des prélévements issus des localisations secondaires destinés a la culture et PCR lors de

la phase subaigué.

3.2.2. Logigramme pour la validation biologique

Absence d'infection

Sérologie positive

IgM+/1gG+ Non Contexte
:B:*A'Sg; —— épidémiologique et
wa-lg clinique évocateur
(Seuil 1,1) oul
Répéter le prélévement 2 15 jours
et/ou
Oui Réaliser des hémocultures +/-

prélévements issus des localisations
secondaires pour culture et biologie
moléculaire

Envoi du sérum au CNR pour
confirmation et titration

Figure 16 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Brucella spp.

En cas de sérologie douteuse, la conduite a tenir est la méme que pour une sérologie positive.
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Tout cas de brucellose confirmé ou probable doit étre déclaré obligatoirement a I’ARS, par le

biologiste ou le médecin.

3.2.3. Proposition de phrases de conclusion pour la sérologie de dépistage

IgM | IgG | Interprétation

- - Absence d’anticorps anti-Brucella.
Ce résultat ne peut exclure une infection débutante.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard si le contexte clinique le justifie.

Selon le stade de la maladie, des hémocultures et/ou des prélévements issus
des localisations secondaires peuvent étre effectués pour culture et biologie
moléculaire.

+ + Présence d’anticorps anti-Brucella.

Profil sérologique compatible avec une infection a Brucella, a interpréter en
fonction du contexte clinigue et en fonction des réactions croisées connues.
Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre |’évolution des anticorps.

Selon le stade de la maladie, des hémocultures et/ou des préléevements issus
des localisations secondaires peuvent étre effectués pour culture et biologie
moléculaire.

+ - Présence d’IgM anti-Brucella sans IgG.

Profil sérologique compatible avec une infection récente a Brucella (ou possible
faux positif), a interpréter en fonction du contexte clinique et en fonction des
réactions croisées connues.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre |’évolution des anticorps.

Selon le stade de la maladie, des hémocultures et/ou des prélevements issus
des localisations secondaires peuvent étre effectués pour culture et biologie
moléculaire.

- + Présence d’lgG anti-Brucella sans IgM.

Profil sérologique compatible avec une infection a Brucella, a interpréter en
fonction du contexte clinique et en fonction des réactions croisées connues.
Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre |’évolution des anticorps.

Selon le stade de la maladie, des hémocultures et/ou des prélevements issus
des localisations secondaires peuvent étre effectués pour culture et biologie
moléculaire.

Tableau 8 : Table d’aide a l'interprétation des résultats de sérologie Brucella spp.
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Cas particulier : Discordance entre le dépistage du LOTUS et résultat du CNR, modification du
commentaire : Probable fausse réactivité du test de dépistage ou infection débutante.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard si la clinique le justifie

3.3. Borrelia spp.

3.3.1. Dépistage parle LOTUS

La technique vise a rechercher IgG anti-Borrelia burgdorferi. La détection des anticorps de type
IgG est possible en moyenne 6 semaines apres la piglire de tique. En cas d’érythéme migrant

typique, le diagnostic est essentiellement clinique et non sérologique.

La sérologie peut étre négative si le sérum a été prélevé trop tot aprés |'apparition des

symptdémes. Dans ce cas, il est conseillé de répéter la sérologie 3 semaines plus tard.

En cas de sérologie positive ou douteuse, il convient de confirmer le résultat par un western

blot réalisé au CHU de Tours.

En cas de sérologie positive et de suspicion de neuroborréliose, il convient de doser les
immunoglobulines et I'albumine sur sang et LCR en biochimie a Tours, et d’envoyer les
prélévements par la suite au CNR des Borrelia (penser a joindre la fiche de renseignement

disponible sur le site du CNR).
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3.3.2. Logigramme pour la validation biologique

Absence d'infection
Non
Sérologie positive
logte pos Non Contexte
g6 —_— épidémiologique et
(Seuil 1,1) clinique évocateur
Oui Répéter le prélévement 3 3
Qui semaines
4 Non
Confirmation par immunoblot au
CHU de Tours
Qui
Suspicion de neuroborréliose
Oui /\ Non
Dosage Ig + albumine Sérologie positive
sérum/LCR (biochimie Tours) confirmée

Envoi sérum + LCR au CNR

Figure 17 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Borrelia spp.

En cas de sérologie douteuse, la conduite a tenir est la méme que pour une sérologie positive.
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3.3.3. Proposition de phrases de conclusion pour la sérologie

IgG Immunoblot | Interprétation

- Non réalisé | Absence d’IgG anti-Borrelia burgdorferi.

Résultat négatif, pas d’argument en faveur d’une immunisation.

En cas de suspicion de forme clinique disséminée précoce, analyse a
controler éventuellement 3 semaines plus tard.

+ + Présence d’lIgG anti-Borrelia burgdorferi détectées par le LOTUS,
spécificité des anticorps confirmée par I'immunoblot.

Infection possible a B. burgdorferi sensu lato.

Résultat a confronter au contexte clinique.

La sérologie ne permet pas de différencier une infection évolutive
d’une cicatrice sérologique a la suite d’une infection guérie ou d’un
simple contact avec Borrelia sans signes cliniques.

+ Indéterminé | Résultat équivoque ou faiblement positif, ne pouvant ni confirmer, ni
ou juste au | éliminer une immunisation débutante contre Borrelia burgdorferi.
seuil de En cas de suspicion de forme clinique disséminée précoce,
positivité préléevement a répéter éventuellement 3 semaines plus tard.

+ - Présence d’IgG anti-Borrelia burgdorferi détectée par le LOTUS,

spécificité des anticorps non confirmée par 'immunoblot.

Profil sérologique correspondant probablement a une réaction non
spécifique.

Prélevement a répéter 3 semaines plus tard si le contexte clinique le
justifie.

Tableau 9 : Table d’aide a l'interprétation des résultats de sérologie Borrelia spp.

3.4. Coxiella burnetii

3.4.1. Dépistage parle LOTUS

La technique vise a rechercher les IgM et les IgG anti-Coxiella burnetii de phase I, séparément.
La détection des anticorps est possible en moyenne 2 a 3 semaines aprés |'apparition des

signes cliniques.



En cas de sérologie positive ou douteuse, il convient d’envoyer le sérum au CNR de Marseille
afin de confirmer le résultat et de titrer les anticorps IgA, IgM, 1gG de phase | et II, par
immunofluorescence indirecte. Des seuils sont définis par le CNR, pour étre en faveur d’une

forme aigué ou d’une forme chronique de fievre Q.

La sérologie peut étre négative si le sérum a été prélevé trop tot apres I'apparition des

symptdémes. Dans ce cas, il est conseillé de répéter la sérologie 15 jours plus tard.

Une PCR sur sang ou biopsie (valve cardiaque si endocardite) est possible selon la clinique et

le stade de la maladie.

3.4.2. Logigramme pour la validation biologique

Absence d'infection

Sérologie positive Nog
IgM+/lgG+ Non Contexte
:gm";. 'gg: ————— | ¢épidémiologique et
gM-/lg clinique évocateur
(Seuil 1,1) Qui
Répéter le prélévement a 15 jours
et/ou
Gal Conseiller une PCR sur sang/biopsie

selon le stade et la clinique

Envoi du sérum au CNR pour
confirmation et titration

Figure 18 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Coxiella burnetii.

En cas de sérologie douteuse, la conduite a tenir est la méme que pour une sérologie positive.
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3.4.3. Proposition de phrases de conclusion pour la sérologie de dépistage

IgM | IgG | Interprétation

- - Absence d’anticorps anti-Coxiella burnetii de phase Il.

Ce résultat ne peut exclure une infection débutante.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard si le contexte clinique le justifie.

Une PCR sur sang/biopsie est possible pour effectuer le diagnostic, selon le
stade de la maladie et la clinique.

+ + Présence d’anticorps anti-Coxiella burnetii de phase Il.

Profil sérologique compatible avec une infection a Coxiella burnetii, a
interpréter en fonction du contexte clinique et en fonction des réactions
croisées connues.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre |’évolution des anticorps.

Une PCR sur sang/biopsie est possible selon le stade de la maladie et la
clinique pour confirmer le diagnostic.

+ - Présence d’IgM anti-Coxiella burnetii de phase Il sans IgG.

Profil sérologique compatible avec une infection récente a Coxiella burnetii
(ou possible faux positif), a interpréter en fonction du contexte clinique et en
fonction des réactions croisées connues.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre I’évolution des anticorps.

Une PCR sur sang/biopsie est possible selon le stade de la maladie et la
clinique pour confirmer le diagnostic.

- + Présence d’lgG anti-Coxiella burnetii de phase II.

Profil sérologique compatible avec une infection a Coxiella burnetii, a
interpréter en fonction du contexte clinique et en fonction des réactions
croisées connues.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre |’évolution des anticorps.

Une PCR sur sang/biopsie est possible selon le stade de la maladie et la
clinique pour confirmer le diagnostic.

Tableau 10 : Table d’aide a l'interprétation des résultats de sérologie Coxiella burnetii.

Cas particulier : Discordance entre le dépistage du LOTUS et résultat du CNR, modification du
commentaire : Probable fausse réactivité du test de dépistage ou infection débutante.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard si la clinique le justifie.
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3.5. Francisella tularensis

3.5.1. Dépistage parle LOTUS

La technique vise a rechercher les anticorps 1gM et 1gG anti-Francisella tularensis
conjointement. La sérologie se positive entre la 2¢ et la 3® semaine suivant les premiers

symptoémes.

En cas de sérologie positive ou douteuse, il convient d’envoyer le sérum au CNR de Grenoble

afin de confirmer le résultat et de titrer les anticorps par immunofluorescence indirecte.

La sérologie peut étre négative si le sérum a été prélevé trop tot aprés |'apparition des

symptomes. Dans ce cas, il est conseillé de répéter la sérologie 15 jours plus tard.

Selon la clinique, une PCR a partir de prélevements de tissus infectés (ganglions, lésions

cutanées, LBA, prélevements conjonctivaux ou pharyngés...) est réalisable.

3.5.2. Logigramme pour la validation biologique

Absence d’infection

Sérologie positive
IgM+gG Non Contexte
—_— épidémiologique et

(Seuil 1,1) clinique évocateur
Qui
Répéter le prélévement a 15 jours
et/ou
Oui Conseiller une PCR sur tissus

infectés

4

Envoi du sérum au CNR pour
confirmation et titration

Figure 19 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Francisella
tularensis.

En cas de sérologie douteuse, la conduite a tenir est la méme que pour une sérologie positive.
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Tout cas de tularémie confirmé ou probable doit étre déclaré obligatoirement a I’ARS, par le

biologiste ou le médecin.

3.5.3. Proposition de phrases de conclusion pour la sérologie de dépistage

IgM+IgG Interprétation

+ Présence d’anticorps anti-Francisella tularensis.

Profil sérologique compatible avec une infection, a interpréter en fonction du
contexte clinique et en fonction des réactions croisées connues.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation et titrage.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre |’évolution des
anticorps.

Selon la clinique, une PCR est possible sur prélévements issus de tissus
infectés pour confirmer le diagnostic.

- Absence d’anticorps anti-Francisella tularensis.
Ce résultat ne peut exclure une infection débutante.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard si le contexte clinique le justifie.

Selon la clinique, une PCR est possible sur prélevements issus de tissus
infectés pour effectuer le diagnostic.

Equivoque | Résultat équivoque, ne permettant pas de confirmer le diagnostic. A
interpréter en fonction du contexte clinique et en fonction des réactions
croisées connues.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation et titrage.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre |’évolution des
anticorps.

Selon la clinique, une PCR est possible sur prélevements issus de tissus
infectés pour effectuer le diagnostic.

Tableau 11 : Table d’aide a l'interprétation des résultats de sérologie Francisella tularensis.

Cas particulier : Discordance entre le dépistage du LOTUS et résultat du CNR, modification du
commentaire : Probable fausse réactivité du test de dépistage ou infection débutante.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard si la clinique le justifie.

3.6. Leptospira spp.

3.6.1. Dépistage parle LOTUS

64



La technique vise a rechercher les IgM anti-Leptospira. Les anticorps apparaissent a partir du
7¢me jour suivant les premiers signes cliniques et disparaissent en général aprés quelques mois.
En cas de sérologie positive ou douteuse, il convient d’envoyer le sérum au CNR de l'institut

Pasteur afin de confirmer le résultat et de titrer les anticorps par le test de MAT.

La sérologie peut étre négative si le sérum a été prélevé trop tot apreés I'apparition des
symptomes. Dans ce cas, il est conseillé de répéter la sérologie 15 jours plus tard, ou de réaliser

une PCR sur sang et urines selon le stade de la maladie.

3.6.2. Logigramme pour la validation biologique

Absence d'infection

Sérologie positive
igM Non

(Seuil 1,1) Contexte

— épidémiologique et
clinique évocateur

Répéter le prélévement a 15 jours

et/ou

Conseiller une PCR sur sang/urines
selon le stade de la maladie

r

Envoi du sérum au CNR pour
confirmation et titration

Figure 20 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Leptospira spp.

En cas de sérologie douteuse, la conduite a tenir est la méme que pour une sérologie positive.

Tout cas de leptospirose confirmé ou probable doit étre déclaré obligatoirement a I’ARS, par

le biologiste ou le médecin.
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3.6.3. Proposition de phrases de conclusion pour la sérologie de dépistage

IgM Interprétation

- Absence d’IgM anti-Leptospira.

Ce résultat ne peut exclure une infection débutante.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard si le contexte clinique le justifie.

Une PCR sur sang et urines peut permettre d’étayer le diagnostic en fonction
du stade de la maladie.

+ Présence d’IgM anti-Leptospira.

Profil sérologique compatible avec une infection récente a Leptospira, a
interpréter en fonction du contexte clinique.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation et titrage.

Une PCR sur sang et urines peut permettre d’étayer le diagnostic en fonction
du stade de la maladie.

Equivoque | Résultat équivoque ne permettant pas de confirmer le diagnostic.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard si le contexte le justifie.

Une PCR sur sang et urines peut permettre d’étayer le diagnostic en fonction
du stade de la maladie.

Tableau 12 : Table d’aide d l'interprétation des résultats de sérologie Leptospira spp.

Cas particulier : Discordance entre le dépistage du LOTUS et résultat du CNR, modification du
commentaire : Probable fausse réactivité du test de dépistage ou infection débutante.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard si la clinique le justifie.

3.7. Rickettsia spp.

3.7.1. Dépistage parle LOTUS

La technique vise a rechercher les anticorps IgM et IgG anti-Rickettsia conorii séparément. Les
IgM apparaissent a partir de la 2°™ semaine suivant le début des symptémes, suivies par les

IgG. Les IgM persistent plusieurs mois alors que les IgG persistent des années.
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En cas de sérologie positive ou douteuse, il convient d’envoyer le sérum au CNR de Marseille
afin de confirmer le résultat et de titrer les anticorps par immunofluorescence indirecte.
Au CNR, ils recherchent différentes espéces de rickettsies selon le contexte clinique et

épidémiologique.

La sérologie peut étre négative si le sérum a été prélevé trop tét apres |'apparition des

symptdémes. Dans ce cas, il est conseillé de répéter la sérologie 15 jours plus tard.

En cas de sérologie négative et de forte suspicion (clinique, épidémiologique) d’infection a

Rickettsies, le sérum peut étre adressé au CNR sur demande.

3.7.2. Logigramme pour la validation biologique

Absence d'infection

Sérologie positive Non
IgM+/1gG+ Non Contexte
:S:H;ISG' ————————— épidémiclogique et
gM-/1gG+ clinique évocateur
(Seuil 1,1) Qui
Répéter le prélévement a 15 jours
et/ou
Oui Envoi au CNR sur demande justifiée

pour sérologie et/ou PCR sur lesion
cutanée

r

Envoi du sérum au CNR pour
confirmation et titration

Figure 21 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Rickettsia spp.

En cas de sérologie douteuse, la conduite a tenir est la méme que pour une sérologie positive.
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3.7.3. Proposition de phrases de conclusion pour la sérologie de dépistage

IgM | 1gG | Interprétation

- - Absence d’anticorps anti-Rickettsia conorii.
Ce résultat ne peut exclure une infection débutante.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard si le contexte clinique le justifie.

En cas de forte suspicion d’une infection a une autre espéece de Rickettsies, le
sérum peut étre envoyé au CNR.

Une PCR sur biopsie cutanée est possible pour effectuer le diagnostic, elle est
réalisée au CNR.

+ + Présence d’anticorps anti-Rickettsia conorii.

Profil sérologique compatible avec une infection a Rickettsia, a interpréter en
fonction du contexte clinique et en fonction des réactions croisées connues.
Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre I’évolution des anticorps.

Une PCR sur biopsie cutanée est possible pour effectuer le diagnostic, elle est
réalisée au CNR.

+ - Présence d’IgM anti-Rickettsia conorii sans IgG.

Profil sérologique compatible avec une infection récente a Rickettsia (ou
possible faux positif), a interpréter en fonction du contexte clinique et en
fonction des réactions croisées connues.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre |’évolution des anticorps.

Une PCR sur biopsie cutanée est possible pour effectuer le diagnostic, elle est
réalisée au CNR.

- + Présence d’IgG anti-Rickettsia conorii sans IgM. Profil sérologique compatible
avec une infection a Rickettsia, a interpréter en fonction du contexte clinique
et en fonction des réactions croisées connues.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation du résultat et titrage des anticorps.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard pour suivre |’évolution des anticorps.

Une PCR sur biopsie cutanée est possible pour effectuer le diagnostic, elle est
réalisée au CNR.

Tableau 13 : Table d’aide a I’interprétation des résultats de sérologie Rickettsia spp.

Cas particulier : Discordance entre le dépistage du LOTUS et résultat du CNR, modification du
commentaire : Probable fausse réactivité du test de dépistage ou infection débutante.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard si la clinique le justifie.
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3.8. Treponema pallidum

La sérologie syphilis est déja internalisée au laboratoire et n’est pas réalisée sur I'automate
LOTUS. Néanmoins, il semble intéressant de proposer un logigramme ainsi que des phrases

de conclusion pour I'aide a la validation biologique.
3.8.1. Dépistage par CMIA-Alinity

La technique vise a rechercher les anticorps tréponémiques totaux. Ces anticorps sont
détectables 2 a 4 semaines apreés l'infection. Les IgM disparaissent 1 a 2 ans apres I'exposition

au micro-organisme, les IgG perdurent tout au long de la vie.

La sérologie peut étre négative si le sérum a été prélevé trop tot aprés |'apparition des

symptdmes. Dans ce cas, il est conseillé de répéter la sérologie 3 semaines plus tard.

En cas de sérologie positive ou douteuse, le test RPR est réalisé pour confirmation et titrage
des anticorps non tréponémiques. Les anticorps non tréponémiques apparaissent 10 a 20 jours
apres le chancre, ils diminuent progressivement sous traitement.

Un Immunoblot peut étre réalisé selon les résultats et le contexte.

3.8.2. Logigramme pour la validation biologique

Absence d'infection
Non

Test tréponémique Non Contexte
positif —— épidémiologique et
(Seuil 1,0) clinique évocateur
Oui Répéter le prélévement & 3
< semaines
Qui
Non
Test non tréponémique positif > Immuneblot si TT
faiblement positif
Qui
2
Aln_alvses " Oui Immunablot IgG et/ou
com? emet.nalres — IgM selon le contexte
nécessaires
Non

Sérologie positive confirmée

Figure 22 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Treponema pallidum.
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En cas de sérologie douteuse, la conduite a tenir est la méme que pour une sérologie positive.

Cas particulier des sérologies de la syphilis dans le LCR : Cette recherche est adressée au CNR.
Penser a remplir la fiche de renseignements (disponible sur le site du CNR) pour accompagner

I'envoi.

3.8.3. Proposition de phrases de conclusion pour la sérologie

CMIA RPR | Interprétation
(TT) (TNT)
+ - Sérologie positive en test tréponémique.

En I'absence d’antécédent connu, profil sérologique compatible avec une
cicatrice sérologique, une tréponématose non vénérienne ou une
syphilis récente.

A interpréter en fonction du contexte clinique, des antécédents du
patient et de l'interrogatoire.

A controler sur un nouveau prélevement dans 3 semaines.

Faible + | - Test tréponémique a la limite de positivité avec test non tréponémique
négatif.

Possible faux positif, infection débutante, ou cicatrice sérologique.

A interpréter en fonction du contexte clinique, des antécédents du
patient et de l'interrogatoire.

A contréler sur un nouveau prélévement dans 3 semaines.

+ + Tests tréponémique et non tréponémique positifs.

Profil compatible avec une infection récente.

Ainterpréter en fonction du contexte clinique, des antécédents du
patient et de 'interrogatoire.

A controler sur un nouveau prélevement dans 3 semaines.

Tableau 14 : Table d’aide a I'interprétation des résultats de sérologie Treponema pallidum.




Cas particuliers :

Situation CMIA | RPR(TNT) Interprétation
(TT)
Syphilis + + Diminution significative du titre des
connue traitée (Diminution d’au anticorps non tréponémiques.
moins 2 dilutions) | En faveur d'une efficacité du traitement.

A interpréter en fonction du contexte
clinique.

Syphilis + - Profil sérologique en faveur d’une cicatrice

connue traitée ou faible + stable sérologique.

Syphilis + + Augmentation significative du titre des

antérieure (Augmentation de | anticorps non tréponémiques.

connue 2 dilutions ou +) En faveur d’une recontamination.
Ainterpréter en fonction du contexte
clinique.

Patient non + - Rajouter un immunoblot IgG

connu Faible

Femme + + Rajouter un immunoblot IgG

enceinte

Nouveau-né + + Rajouter un immunoblot IgM

(Conseiller PCR sang de cordon, placenta,
sécrétions)

Tableau 15 : Table d’aide a l'interprétation des résultats de sérologie Treponema pallidum

Les phrases de conclusions proposées ci-dessus correspondent aux cas les plus fréqguemment
rencontrés. L'interprétation des résultats reste a I'appréciation du biologiste selon le contexte

clinique, épidémiologique et les antécédents du patients (exemple des patients multi exposés

(cas particuliers).

et traités, PMO, urgences...).

3.9. Helicobacter pylori

3.9.1. Dépistage parle LOTUS

La technique vise a rechercher les IgG anti-Helicobacter pylori. Les 1gG apparaissent 3 semaines

apres le début de l'infection et persistent plusieurs années, méme apres éradication de la

bactérie.
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La sérologie peut étre négative si le sérum a été prélevé trop tét apres I'apparition des

symptomes. Dans ce cas, il est conseillé de répéter la sérologie 15 jours plus tard.

En cas de sérologie positive, il n’y a pas de confirmation nécessaire. Il est recommandé de

pratiquer une endoscopie afin de rechercher la bactérie a partir des biopsies.

3.9.2. Logigramme pour la validation biologique

Absence d'infection
Sérologie positive
L3 Non Contex
te
(Seuil 1,1) o A s

P a4

et
clinique évocateur

Répéter le prélévement a 15 jours

Pas de confirmation nécessaire

Endoscopie si la clinique le justifie

Figure 23 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Helicobacter pylori.

3.9.3. Proposition de phrases de conclusion pour la sérologie de dépistage

IgG Interprétation

+ Présence d’IgG anti-Helicobacter pylori.

Profil sérologique ne pouvant différencier une infection récente d’'une
infection ancienne.

Alinterpréter en fonction du contexte clinique.

- Absence d’IgG anti-Helicobacter pylori.

Profil sérologique n’étant pas en faveur d’'une infection récente ou ancienne a
H. pylori.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard si le contexte clinique le justifie.

Equivoque | Résultat équivoque.
Prélevement a répéter 15 jours plus tard si le contexte clinique le justifie.

Tableau 16 : Table d’aide a l'interprétation des résultats de sérologie Helicobacter pylori.




3.10. Legionella spp.

3.10.1. Dépistage par le LOTUS

La technique vise a rechercher les anticorps IgM et IgG anti-Legionella pneumophila
(sérogroupe 1 a 6) conjointement. Les anticorps apparaissent entre 1 a 2 semaines apreés le

début des symptomes et atteignent un pic 4 a 5 semaines plus tard.

En cas de sérologie positive ou douteuse, il convient d’envoyer le sérum au CNR de Lyon afin

de confirmer le résultat et de titrer les anticorps par immunofluorescence indirecte.

En cas de contexte clinique évocateur, il est conseillé de réaliser des prélevements respiratoires
pour une recherche directe du germe et une antigénurie si elle n’a pas été réalisée au

préalable.

3.10.2. Logigramme pour la validation biologique

Absence d'infection

Sérologie positive g
IgM+gG Non Contexte
. _— épidémiologique et
(Seuil 1,1) clinique évocateur
Qui

Conseiller prélévements
respiratoires pour recherche
directe +/- antigénurie

Envoi du sérum au CNR pour
confirmation et titration

Figure 24 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Legionella spp.

En cas de sérologie douteuse, la conduite a tenir est la méme que pour une sérologie positive.

Tout cas de légionellose confirmé ou probable doit étre déclaré obligatoirement a I’ARS, par

le biologiste ou le médecin.
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3.10.3. Proposition de phrases de conclusion pour la sérologie de dépistage

IgM+IgG Interprétation

+ Présence d’anticorps anti-Legionella pneumophila.

Profil sérologique compatible avec une infection, a interpréter en fonction du
contexte clinique et en fonction des réactions croisées connues.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation et titrage.

Il est conseillé de réaliser des prélevements respiratoires pour une recherche
directe du germe +/- une antigénurie si elle n’a pas été réalisée.

- Absence d’anticorps anti-Legionella pneumophila.
Ce résultat ne peut exclure une infection débutante ou une infection a un
sérogroupe non détecté ou a Legionella non pneumophila.

En cas de contexte clinique évocateur, il est conseillé de réaliser des
prélevements respiratoires pour une recherche directe du germe +/- une
antigénurie si elle n’a pas été réalisée.

Equivoque | Résultat équivoque, ne permettant pas de confirmer le diagnostic.

Envoi du sérum au CNR pour confirmation et titrage.

En cas de contexte clinique évocateur, il est conseillé de réaliser des
préléevements respiratoires pour une recherche directe du germe +/- une
antigénurie si elle n’a pas été réalisée.

Tableau 17 : Table d’aide a l'interprétation des résultats de sérologie Legionella spp.

Cas particulier : Discordance entre le dépistage du LOTUS et résultat du CNR, modification du
commentaire : Probable fausse réactivité du test de dépistage ou infection débutante.

Prélevement a répéter 15 jours plus tard si la clinique le justifie.

3.11. Mycoplasma pneumoniae

3.11.1. Dépistage par le LOTUS

La technique vise a rechercher les anticorps IgM et IgG anti-Mycoplasma pneumoniae
séparément. Les anticorps apparaissent en 7 a 10 jours apres les signes cliniques et atteignent
un pic entre la 3¢ et la 6° semaine. Les IgM ne sont généralement pas présentes lors d’une

réinfection.
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En cas de sérologie positive ou douteuse, il n’y a pas d’envoi du sérum au CNR. Une PCR sur
un prélevement d’origine respiratoire peut permettre de confirmer le diagnostic. La PCR peut

également étre recommandée en cas de sérologie négative et de contexte clinique évocateur.

3.11.2. Logigramme pour la validation biologique

Absence d'infection

Sérologie positive Non

lgM+/1gG+ Non Contexte

:S“M’l*;:lgg; — épidémiologique et

ev-fle clinique évocateur

(Seuil 1,1) Oui

Conseiller PCR sur prélévement
d’origine respiratoire
Qui

Caonseiller PCR sur prélévement
d’origine respiratoire pour
confirmation

Figure 25 : Logigramme d'aide a la validation biologique de la sérologie Mycoplasma
pheumoniae.

En cas de sérologie douteuse, la conduite a tenir est la méme que pour une sérologie positive.
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3.11.3. Proposition de phrases de conclusion pour la sérologie de dépistage

Absence d’anticorps anti-Mycoplasma pneumoniae.
Ce résultat ne peut exclure une infection débutante.

La recherche de la bactérie par PCR sur un prélevement d’origine
respiratoire est a privilégier pour effectuer le diagnostic.

Présence d’IgG anti-Mycoplasma pneumoniae sans IgM.

Profil sérologique compatible avec une infection a M. pneumoniae, a
interpréter en fonction du contexte clinique et en fonction des réactions
croisées connues.

La recherche de la bactérie par PCR sur un prélevement d’origine
respiratoire est a privilégier pour confirmer le diagnostic.

Présence d’anticorps anti-Mycoplasma pneumoniae.

Profil sérologique compatible avec une infection a M. pneumoniae, a
interpréter en fonction du contexte clinique et en fonction des réactions
croisées connues.

La recherche de la bactérie par PCR sur un prélevement d’origine
respiratoire est a privilégier pour confirmer le diagnostic.

Présence d’'IgM anti-Mycoplasma pneumoniae sans IgG.

Profil sérologique compatible avec une infection récente a M.
pneumoniae (ou possible faux positif), a interpréter en fonction du
contexte clinique et en fonction des réactions croisées connues.

La recherche de la bactérie par PCR sur un prélevement d’origine
respiratoire est a privilégier pour confirmer le diagnostic.

Tableau 18 :

Table d’aide a l'interprétation des résultats de sérologie Mycoplasma

phneumoniae.
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Discussion

Les sérologies bactériennes constituent un outil de diagnostic simple et rapide parmi les
techniques disponibles en microbiologie. Elles doivent néanmoins étre prescrites
correctement, dans un contexte clinique et épidémiologique évocateur, ainsi qu’au bon

moment de I'infection.

Afin d’optimiser I'internalisation des sérologies au CHU de Tours par le biais de I'automate
LOTUS, il était nécessaire d’aborder la problématique de la juste prescription. L’élaboration
du tableau récapitulatif proposé dans la deuxieme partie de ce travail de these a permis de
colliger les informations clés nécessaires pour prescrire de maniére efficace au quotidien. Afin
de s’assurer de I'appropriation par les cliniciens de ces recommandations de prescription, il
sera nécessaire dans un premier temps de veiller a leur bonne diffusion dans les services, et
d’accompagner les prescripteurs s’ils le souhaitent pour choisir le meilleur test diagnostic en

fonction des situations.

La seconde partie du challenge concerne les biologistes du laboratoire de bactériologie. Ce
travail propose un premier support d’aide a l'interprétation des sérologies qui seront

internalisées au CHU de Tours. Il faut néanmoins garder a I'esprit les points suivants.

Tout d’abord, la majorité des interprétations proposées sont basées sur des données
théoriques. En effet, nous n’avons de pratique et de recul que pour les sérologies de la syphilis
et de la maladie de Lyme qui sont déja réalisées au CHU de Tours. Les propositions de
logigrammes et de phrases de conclusions concernant les autres sérologies seront ainsi
probablement amenées a étre adaptées au fur et a mesure de leur utilisation. En effet, au fil
de I'expérience acquise par les biologistes et des différentes situations cliniques rencontrées,

il sera possible d’avoir un regard plus critique.

Par ailleurs, pour obtenir le diagnostic de certitude de la maladie infectieuse considérée, de
nombreuses sérologies ont besoin d’examens complémentaires réalisés par les différents CNR.
Ces centres disposent de techniques performantes qui permettent bien souvent de titrer les

anticorps et de déterminer plus précisément les espéces en cause. Dans ce sens, on pourrait
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se demander si cette internalisation est réellement pertinente, compte tenu de la nécessité
fréquente de confirmation par les CNR.

La mise en pratique de I'outil nous aidera a répondre a cette interrogation. Il est possible
d’ailleurs qu’elle nous apporte plusieurs pistes de réponses :

- Bien qu’un envoi au CNR soit recommandé pour confirmation d’un résultat, la sérologie
de dépistage a Tours reste pertinente, puisqu’un résultat positif, associé a un contexte
clinique et épidémiologique évocateur, peut permettre d’initier plus rapidement un
traitement antibiotique adapté, ce qui représente un bénéfice pour le patient.

- Dans certaines situations, le titrage des anticorps par le CNR permet de nous donner
des informations plus précises sur le type d’infection (aigue, chronique). C’'est le cas
par exemple des endocardites a Bartonella spp., Coxiella burnetii. Ceci pourrait inciter
le laboratoire a vouloir acquérir de nouvelles techniques permettant un titrage des
anticorps (immunofluorescence indirecte) afin de compléter I'internalisation et nous
émanciper des CNR pour certaines sérologies. Cela nécessiterait du personnel
supplémentaire, une formation des techniciens et biologistes ainsi que I'acquisition
d’un microscope a fluorescence.

- Il est également important de souligner que le laboratoire de bactériologie de Tours
dispose de plusieurs techniques de biologie moléculaire afin d’effectuer une recherche
directe du génome bactérien. En présence de prélevements adéquats et conseillés par
le biologiste, ces techniques de PCR peuvent permettre de confirmer le diagnostic

effectué par une sérologie au préalable.

Parmi les sérologies internalisées au CHU de Tours, trois d’entre elles sont classées comme
« utiles selon le contexte » par le REMIC. La revue de la littérature a montré que les sérologies
ne présentent pas un grand intérét pour le diagnostic des infections a Legionella spp. et
Helicobacter pylori.

Par ailleurs, la sérologie Mycoplasma pneumoniae peut avoir un intérét diagnostique chez
I’enfant lors d’une primo-infection, mais la technique a privilégier reste la PCR sur un
prélevement d’origine respiratoire. Au vu de ces indications limitées, nous pouvons nous

demander si I'internalisation de ces sérologies est nécessaire.
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Comme évoqué dans la partie généralités, la sérologie présente des avantages mais également
des limites.

Elle aide au diagnostic microbiologique d’une infection bactérienne, mais pour que celui-ci soit
confirmé par méthode indirecte, il est nécessaire de mettre en évidence une séroconversion
ou une augmentation significative des titres d’anticorps entre deux sérums.

Il n’est pas toujours aisé de disposer de deux prélévements sanguins espacés de 15 jours au
minimum, sachant que le patient n’est pas forcément hospitalisé pendant ce laps de temps. I
conviendra alors de s’affranchir de cette limite en proposant des alternatives (récupération
d’un sérum antérieur dans un autre laboratoire, culture, biologie moléculaire...) s’il y a
nécessité de confirmer le diagnostic par technique microbiologique.

Une autre limite importante concerne les réactions croisées, qui peuvent exister pour
certaines des sérologies décrites dans ce travail. Elles représentent un point important a
prendre en compte lors de 'interprétation des résultats, aussi bien pour le biologiste que pour
le clinicien. Cette notion a bien été ajoutée dans chaque phrase de conclusion avec un résultat

positif, lorsque des réactions croisées étaient connues dans la littérature.

Au vu de ces limites, il faut garder a I'esprit que les sérologies bactériennes sont un outil parmi
d’autres dans le diagnostic des infections bactériennes, et que tout résultat doit étre interprété
selon le contexte clinique et épidémiologique, en prenant en compte les limites de la sérologie.
Le role du biologiste est de s’assurer de la validité des résultats transmis au prescripteur, de le

guider vers une interprétation et une conduite a tenir pertinente.
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Conclusion

Dans le cadre de I'internalisation des sérologies bactériennes par le biais de I'automate LOTUS
au laboratoire de bactériologie du CHU de Tours, I'objectif de cette these était de clarifier les

indications des différentes sérologies ainsi que de faciliter leur interprétation.

Ce travail a permis de proposer un guide de prescription des sérologies bactériennes aux
services cliniques ainsi qu’un guide de validation et d’interprétation des résultats destiné au

laboratoire de bactériologie.

Les informations cliniques et épidémiologiques nécessaires a la juste prescription des
différentes sérologies ont été décrites. Elles sont basées sur une revue de la littérature. L’aide
a la validation biologique a été proposée sous forme de logigrammes simplifiés, qui pourront
étre intégrés aux documents de qualité du laboratoire. Des propositions de phrases
d’interprétation des résultats ont été rédigées, et permettront d’uniformiser les conclusions
rendues aux services cliniques. Ces supports de base pourront étre adaptés au fil du temps par

les biologistes selon les retours d’expérience.

Le passage de la théorie a la pratique sera donc essentiel pour poursuivre ce travail. Il
permettra, sur le long terme, d’améliorer le diagnostic microbiologique et donc la prise en

charge des patients.
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