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1 Premicre partie — Introduction

Les infections urinaires représentent I’ensemble des infections du tractus urinaire (ITU),
comprenant la cystite, la pyélonéphrite, la prostatite et autres formes d’ITU masculines. Depuis
1995, les ITU sont classées en ITU simples, chez les patients sans facteurs de risque (1-3), et

en ITU a risque de complication, chez les patients avec au moins un facteur de risque (1,3,4).

Le tractus urinaire représente le deuxieme site d’infections bactériennes communautaires aprés
I’appareil respiratoire (5) et le premier site d’infections nosocomiales (6) en France. Les ITU
constituent un motif fréquent de consultation et de prescription d’antibiotiques en médecine

générale, mais également d’hospitalisation lors d’infections urinaires graves (7).

Par ailleurs, I’augmentation de la résistance des bactéries aux antibiotiques est aujourd’hui un
probléme majeur de santé publique, notamment pour le traitement des ITU. Par conséquent, les
recommandations diagnostiques et thérapeutiques sur ce sujet sont réguliérement mises a jour
et ont notamment été actualisées en 2017 par la Société de Pathologie Infectieuse de Langue

Francaise (SPILF) (3).

Toutes ces problématiques amenent donc a penser que pour une prise en charge thérapeutique
optimum, les ITU a risque de complication (IUC) et les ITU graves (qui s’accompagnent de
signe de gravité tels que les syndromes septiques graves) nécessitent une antibiothérapie
adaptée le plus précocement possible. Cependant, le diagnostic microbiologique des ITU repose
sur ’Examen Cyto-Bactériologique des Urines (ECBU) dont le délai d’obtention d’un résultat
complet est d’environ 48 heures, ce qui entraine un retard considérable dans la mise en place

d’un traitement antibiotique optimal et adapté au germe responsable de I’infection.

L’Unyvero® Urinary Tract Infection UTI de la société Curetis® est un systéme automatisé et
intégré de PCR multiplexée (PCR-M) permettant I’identification bactérienne et la détection des
principaux marqueurs de résistance en moins de cinq heures, directement a partir des
échantillons urinaires. Ce systéme innovant a été testé au Centre Hospitalier Universitaire
(CHU) de Caen dans le cadre du diagnostic d’IUC et d’ITU graves. L’objectif de ce travail est
d’évaluer la faisabilité, les performances ainsi que la concordance des résultats obtenus par cette

technique et les méthodes microbiologiques classiques.

Apres quelques rappels sur les ITU ainsi que sur les principaux micro-organismes impliqués et
leurs mécanismes de résistances notables, les différentes techniques de diagnostic actuelles
seront développées, en particulier le systéme Unyvero® UTI, évalué lors ce travail. Les résultats
obtenus par ce systétme seront ensuite exposés puis comparés aux résultats des cultures

bactériennes utilisées en routine dans le diagnostic des IUC et des ITU graves.



1.1 Physiopathologie

L’arbre urinaire est normalement stérile, a I’exception des derniers centimeétres de 1’urétre distal
qui sont colonisés par une flore diverse d’origine digestive (entérobactéries, streptocoques,
germes anaérobies), cutanée (staphylocoques a coagulase négative (SCN), corynébactéries)

et/ou génitale (lactobacilles chez la femme).

1.1.1 Colonisation urinaire

Anciennement dénommeée bactériurie asymptomatique, la colonisation urinaire correspond a la
mise en évidence de micro-organismes dans un prélévement urinaire bien réalisé, sans que ces
micro-organismes ne soient responsables de manifestations cliniques, associée ou non un taux

important de leucocytes dans les urines (leucocyturie) (3,8).

Il n’y a pas de seuil de bactériurie, sauf chez la femme enceinte pour laquelle le seuil

« pathologique » de colonisation urinaire est supérieur ou égal a 10° UFC/mL (3).

La leucocyturie n’intervient pas dans la définition de bactériurie asymptomatique.

1.1.2 Infections urinaires

L’infection urinaire correspond a la présence d’un ou plusieurs micro-organismes au sein de
I’arbre urinaire, générant une réaction inflammatoire et des manifestations cliniques. Elle se
définit donc par des signes cliniques évocateurs et l'existence d'une bactériurie et d'une

leucocyturie dites significatives.

Depuis les recommandations de 2014, les ITU sont classées en ITU simples ou ITU a risque de

complication, en fonction du terrain du patient.

1.1.2.1 Cystite
Il s’agit d’'une inflammation de la vessie se manifestant par un ou plusieurs des signes

fonctionnels urinaires (SFU) suivant :

e Brilures et/ou douleurs mictionnelles ;
e Pollakiurie (augmentation de la fréquence des mictions) ;

e Impériosité mictionnelle.

D’autres signes moins fréquents peuvent étre présents, comme une pesanteur pelvienne, un
spasme rétro-pubien en fin de miction, une hématurie terminale (30 % des cas), urines troubles

et ou malodorantes.

Il n’y a ni fiévre ni douleur lombaire (9).



1.1.2.2 Pyélonéphrite aigiie (PNA)
La présentation clinique typique associe, de fagon inconstante, des signes de cystite souvent

discrets et des signes témoignant d’une atteinte parenchymateuse rénale (10) :

e Fievre, frissons ;

e Douleurs de la fosse lombaire, typiquement unilatérales, pouvant irradier vers 1’avant
vers le pubis et les organes génitaux externes, spontanées ou déclenchées par la
palpation ou la percussion de la fosse lombaire ;

e Troubles digestifs (vomissements, diarrhée, météorisme abdominal) peuvent étre

présents, parfois au premier plan.

I1 existe des formes frustes avec simple fébricule et lombalgie provoquée, d’ou I’importance de
systématiquement rechercher ces symptomes chez une patiente consultant pour un tableau

évocateur de cystite.

1.1.2.3 Infections urinaires masculines (IUM)
Environ 20 % des ITU surviennent chez des hommes et sont la premiére cause de bactériémie

chez ’homme (11).

Auparavant réduites au terme de « prostatite », les IUM peuvent en réalit¢é avoir une
présentation clinique trés hétérogeéne, de la forme peu symptomatique non fébrile, au choc

septique grave.

Les signes cliniques peuvent associer, selon la gravité de I’infection, des signes fonctionnels
urinaires (pollakiurie, dysurie et brilures mictionnelles), une rétention aigué d’urine, des
douleurs pelviennes (provoquées ou non par le toucher rectal), et un syndrome infectieux avec

fievre, frissons, syndrome pseudo-grippal.

On parle désormais de prostatite quand ’atteinte prostatique est cliniquement évidente : forte
ficvre, douleurs pelviennes méme en dehors de la miction, prostate augmentée de volume,

tendue et douloureuse au toucher rectal (3,12).

Une PNA est également possible chez I’homme, bien que peu fréquente (13). Comme chez la

femme, elle se caractérise par une douleur lombaire unilatérale, non retrouvée dans la prostatite.

1.1.2.4 Infections urinaires gravidiques
Chez la femme enceinte, toute ITU est par définition a risque de complication. Elle peut se

manifester sous trois formes : colonisation urinaire, cystite et PNA (14).

Les ITU sont les infections bactériennes les plus fréquemment retrouvées pendant la grossesse
et peuvent avoir de graves conséquences pour la mére comme pour le feetus (15). Alors que la

colonisation bactérienne est généralement bénigne chez la femme qui n’est pas enceinte, elle



est associée chez la femme enceinte a une augmentation significative du risque de développer

une PNA gravidique (16).

1.2 Classification clinique des ITU

1.2.1.1 Infections urinaires simples

Une ITU simple est une ITU survenant chez un patient sans facteur de risque de complication,
et peut étre une cystite ou une PNA. A noter que les ITU masculines ne sont jamais catégorisées
comme des ITU « simples ». Par ailleurs, une cystite est dite récidivante s’il existe au moins

quatre épisodes de cystite par an (cystite simple ou a risque de complication).

1.2.1.2 Infections urinaires a risque de complication
Ce sont des formes avec au moins un facteur de risque (FDR) pouvant rendre I’infection plus

grave ou complexe a traiter. Elles peuvent concerner les cystites, les PNA et les [UM.
Actuellement, les facteurs de risque de complication retenus par la SPLIF sont les suivants (3):

e Toute anomalie fonctionnelle ou organique de I’arbre urinaire :
» Uropathie obstructive : lithiase, sténose urétrale/urétérale, hypertrophie
prostatique, corps étranger, tumeur ;
* Autre uropathie : reflux vésico-urétéral, vessie neurologique, résidu post-
mictionnel ;
» Jatrogene : geste chirurgical ou endoscopique, sonde.
e Certains terrains :
= Homme ;
=  (Grossesse ;
= Sujet agé « fragile » ;
» Insuffisance rénale chronique sévére (clairance de la créatinine < 30 mL/min) ;

* Immunodépression grave.

Les sujets agés considérés comme « fragiles » sont les sujets de plus de 75 ans et les sujets de

plus de 65 ans ayant au moins 3 critéres de fragilité selon la classification de Fried et al. (17) :

e Perte de poids involontaire au cours de la derniére année ;
e Vitesse de marche lente ;
e Faible endurance ;

o Faiblesse, fatigue, activité physique réduite.

Le diabete n’est plus considéré comme un FDR de complication. En effet, il n’a pas été prouvé
que les complications étaient fréquentes malgré une prévalence augmentée d’ITU chez les

patients diabétiques (3,18). Néanmoins, de nombreuses études le définissent comme étant un



FDR, notamment d’ITU a entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre élargi (E-
BLSE) (19,20). De plus, les patients diabétiques de type 2 ont un taux de cellules NK (« Natural
Killer ») diminuées dans le sang. Ce sous-type de lymphocytes est impliqué dans 1’élimination
des agents infectieux et des cellules tumorales, engendrant donc un état d’immunodépression
chez ces patients (21). De plus, la glycosurie est un facteur de risque de multiplication

bactérienne (22,23).

1.2.1.3 Infections urinaires graves
Les ITU graves sont des PNA ou des IUM associées a un sepsis grave, un choc septique ou un

geste urologique d’aggravation du sepsis en péri opératoire.

Pour ces ITU graves, il est nécessaire d’identifier des FDR d’ITU a entérobactéries productrices

de B-lactamases a spectre ¢élargi (E-BLSE) (3) :

e Antécédent de colonisation et/ou d’ITU a E-BLSE < 6 mois ;

e Traitement par amoxicilline — acide clavulanique, céphalosporines de 2 ou 3™
génération, ou fluoroquinolones (FQ) < 6 mois ;

e Voyage en zone d’endémie de E-BLSE ;

e Hospitalisation < 3 mois ;

e Vie en institution de long séjour (Etablissement d'hébergement pour personnes agées

dépendantes (EHPAD), unités de soins de longue durée (USLD), etc...).

L’identification de ces FDR d’E-BLSE permet d’adapter au mieux 1’antibiothérapie
probabiliste.

1.3 Les recommandations en antibiothérapie

Dans certains cas, le traitement peut étre différé jusqu’au résultat de ’antibiogramme, ce qui
permet au clinicien d’instaurer I’antibiotique avec le spectre d’action le plus étroit possible
d’emblée. Néanmoins, dans la plupart des cas, un traitement antibiotique probabiliste est
nécessaire. Le choix de la molécule doit alors couvrir au maximum les bactéries les plus
fréquemment mises en cause dans les ITU. Les pourcentages de résistance aux différentes
molécules sont déterminés en se basant sur les données issues des réseaux de surveillance pour
E. coli, bactérie largement dominante en termes de prévalence et la seule faisant I’objet d’un
suivi exhaustif. C’est pourquoi, en probabiliste, on utilise des antibiotiques pour lesquels les
taux de résistance a E. coli sont inférieurs a 20 % pour une cystite simple et inférieurs a 10 %
pour les autres cas (3). L’antibiotique de choix doit avoir une élimination urinaire prédominante
sous forme active, avec le moins d’effets indésirables possibles, un faible cofit et un faible

potentiel de sélection de mutants résistants.

10



Les recommandations 2017 de la SPILF (3) concernant les antibiothérapies probabilistes sont

synthétisées dans le Tableau 1 :

Tableau I : Recommandations concernant l'antibiothérapie probabiliste des infections urinaires selon la SPLIF.

Premiére intention

Deuxieme intention

Cystites simples Fosfomycine Pivmécillinam
Cystites a risque de complication  Nitrofurantoine ou Fosfomycine

Cystites récidivantes < 1 / mois Fosfomycine Pivmécillinam
Cystites récidivantes > 1 / mois Trimétoprime ou Fosfomycine Cotrimoxazole
Cystites gravidiques Fosfomycine Pivmécillinam
PNA simples Fluoroquinolones C3G@ parentérale
PNA a risque de complication C3G parentérale Fluoroquinolones

PNA graves

C3G parentérale + amikacine

Aztréonam + amikacine

Infections urinaires masculines

qSOFA? <2 : Fluoroquinolones

C3G parentérale

gSOFA > 2 ou geste urologique
urgent : C3G parentérale +
amikacine

Aztréonam + amikacine

PNA graves ou IUM avec FDR
d’ITU a E-BLSE < 6 mois

Sans choc septique :
Pipéracilline-tazobactam +
amikacine

Carbapénémes + amikacine

Avec choc septique :
Carbapéneémes + amikacine

a

. Le quick SOFA (qSOFA) est un score d’orientation permettant d’identifier les patients ayant un risque de

mortalité par sepsis >10 %.

Les molécules recommandées des différentes classes citées dans ce tableau sont :

e (3G parentérales : cefotaxime ou ceftriaxone ;

¢ Fluoroquinolones : ciprofloxacine ou lévofloxacine ;

e Carbapénémes : Imipénéme ou méropénéme (ertapénéme seulement en relais).

A ces recommandations s’ajoutent quelques points importants a préciser :

e Les mesures d’hygiéne sont expliquées au patient ;
e Le traitement par fluoroquinolones dans les PNA est possible seulement si le patient n’a

pas re¢u un traitement antérieur par fluoroquinolones au cours des six mois précédents ;
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e Un traitement antibiotique probabiliste de 'IUM est instauré seulement en cas de fievre,
rétention aigué d’urines ou autres facteurs de risque de complication. Il est complété par

un drainage vésical en cas de rétention.

L’antibiothérapie probabiliste est adaptée secondairement au germe et au phénotype de

résistance.
1.4 Epidémiologie

1.4.1 Prévalences et incidences

Les ITU sont les infections bactériennes les plus fréquentes dans le monde, affectant 150
millions de personnes chaque année (1,24). Il n’existe pas de données récentes sur 1’incidence
des ITU symptomatiques en France. Cette dernicre reste mal connue et était estimée en 1989
entre 4 et 6 millions de cas (7) sans distinction entre les différentes catégories anatomo-
cliniques, ni précision sur les facteurs de risques ou leur gravité, ou sur le nombre
d’hospitalisations générées. Elles sont également les infections les plus répandues en milieu
hospitalier, représentant de 30 a 40 % des infections liées aux soins selon les études (25-27).
De plus, elles constituent la deuxiéme cause de bactériémie chez les patients hospitalisés
(25,26,28) et le premier réservoir de bactéries multi-résistantes (BMR) a 1’hdpital, avec un
impact non négligeable sur la mortalité (27,29,30). Les BMR sont des bactéries ayant acquis
des résistances a un nombre variable d’antibiotiques, ainsi elles ne sont plus sensibles qu'a un
petit nombre de molécules utilisables en thérapeutique. La multi-résistance est une étape vers

I’impasse thérapeutique (31).

L’incidence est bien plus ¢levée chez la femme que chez I’homme, en raison d’un urétre plus
court, qui permet aux germes d’atteindre plus facilement la vessie avant d’étre éliminés par la
miction. De plus, la proximité anatomique entre 1’urétre et I’anus chez la femme favorise la
colonisation périnéale par des germes pathogénes de la flore digestive (32). On estime
qu’environ une femme sur trois a déja eu une infection urinaire avant I’age de 24 ans et que 50

% des femmes ont eu au moins un signe clinique d’ITU dans leur vie (28).

Chez les patients agés de plus de 65 ans, les ITU représentent la deuxiéme cause d’infection
communautaire, elle est méme la premicre cause d’infection chez les patients vivants en

institution (22,33).

Chez I’homme, I’incidence augmente apres 60 ans, en relation avec la pathologie prostatique et
I’apparition d’anomalies du tractus urinaire. L’incidence des IUM chez les hommes de moins
de 60 ans est faible, estimée entre 0,9 et 2,4 cas pour 1000 hommes contre 5,3 a 7,7 cas pour

1000 hommes chez les hommes de plus de 60 ans aux Etats-Unis (34,35). De plus, on estime
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que la prostatite aigu€ affecte environ 1 % des hommes au cours de leur vie (36). En France, on
estime le nombre d’épisodes aigus de prostatite a environ 100 000 par an sans précision sur leur
nature communautaire ou nosocomiale (37). Par ailleurs, Les PNA masculines représentent 10

a 20 % des cas de PNA (7).

L’incidence des IUM de I’homme agé est environ deux fois moins importante que celle des
femmes de la méme tranche d’age. Cependant, vers 1’age de 80 ans, les incidences des ITU

chez les deux sexes sont quasiment équivalentes (34).

La colonisation bactérienne est rare, ne touchant environ que 5 % des femmes de 18 a 40 ans.
De plus, il a ¢t¢ montré que chez les femmes de moins de 60 ans ayant une colonisation
bactérienne , le risque de développer une ITU était plus élevé (38). Quel que soit le sexe, la
colonisation bactérienne augmente avec 1’age, pour atteindre, chez les plus de 80 ans, des taux

de 10 % chez les hommes, et 19 % chez les femmes (33,39).

Pendant la grossesse, environ 4 a 10 % des femmes sont touchées par une colonisation
bactérienne, 1 & 4 % développent un premier épisode de cystite simple et 1 a 2 % une PNA,
notamment a la fin du second trimestre et au début du troisieme. Par ailleurs, les femmes ayant

eu au moins un épisode d’ITU sont plus a risque de développer une ITU durant leur grossesse

(15).
1.4.2 Epidémiologie bactérienne

1.4.2.1 Infections urinaires communautaires

Concernant les cystites simples, I’agent pathogéne le plus fréquemment retrouvé est
Escherichia coli, pour 80 % des cas, suivi de Staphylococcus saprophyticus, pour 5 a 15 % des
cas, puis plus rarement, le genre Klebsiella spp. et Proteus mirabilis. L’étude ARESC menée
entre 2003 et 2006 sur des échantillons urinaires collectés chez la femme de 18 a 65 ans sans
facteurs de risque, au Brésil et dans 9 pays européens, a montré une épidémiologie différente
selon la zone géographique (40). En effet, E. coli était toujours majoritaire a 76,7 % des cas (85
% en France), suivi de Enterococcus faecalis pour 4 % des cas, S. saprophyticus n’étant
retrouvé que dans 3,6 % des cas. Le reste de I’épidémiologie était superposable mais
I’explication de ces différences n’étaient pas développée. La Tableau 2 montre la répartition

des pathogenes au sein des différents pays de 1’étude.
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Tableau 2 : Distribution des pathogenes retrouvés dans 1’étude ARESC selon le pays, adapté de (40).

Pays Nomb re de | E. coli K. pneumoniae P. mirabilis S. saprophyticus uropg?JZZZnesa
pathogénes | (%) (%) (%) (%) (%)
France 488 83,8 1 3,1 4,3 7,8
Brésil 506 73,9 6,2 3,8 4,9 11,2
Italie 329 72,6 5,5 3 0 18,9
Allemagne 317 76,7 2,5 4,7 2,8 13,3
Espagne 650 79,2 23 43 4,5 9,7

# Autres uropathogenes : Autres entérobactéries, P. aeruginosa, Enterococcus spp., S. aureus, SCN autres que S.
saprophyticus, Streptococcus spp.

E. coli est également le pathogene le plus souvent isolé dans les PNA simples puisqu’il est

retrouvé dans plus de 80 % des cas, suivi de P. mirabilis, K. pneumoniae et S. saprophyticus.

Pour les IUC, E. coli est de nouveau la bactérie la plus fréquemment retrouvée, puis les especes

du genre Proteus, Klebsiella, Pseudomonas, Serratia, Enterococcus, et Staphylococcus (41).

L’épidémiologie bactérienne urinaire des personnes agées semble présenter certaines
particularités puisque la proportion d’isolement de E. coli est moins importante , tandis que les
especes Pseudomonas aeruginosa, P. mirabilis, S. aureus et E. faecium sont plus fréquemment

retrouvées (33,42).

1.4.2.2 Infections urinaires nosocomiales

En plus des germes communautaires, les germes retrouvés dans les ITU nosocomiales sont
classiquement adaptés a 1’environnement hospitalier comme Pseudomonas aeruginosa,
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae complex, Staphylococcus aureus, et les SCN. Par
ailleurs, on retrouve généralement des entérobactéries ayant acquis un phénotype de résistance
qui leur confére une résistance variée aux antibiotiques. Il s’agit notamment des E-BLSE et des
entérobactéries productrices de carbapéneémases (EPC). D’autres germes peuvent é¢galement
acquérir un phénotype de résistance et devenir difficiles a traiter comme le Staphylococcus

aureus résistant a la méticilline (SARM), ou P. aeruginosa.

L’Enquéte Nationale de Prévalence (ENP) a permis d’établir une distribution des principaux
micro-organismes isolés des I'TU nosocomiales en France en 2012 (25). La Figure 1 représente
la proportion relative de chaque espéce. Comme pour les ITU communautaires, on retrouve E.
coli comme pathogéne majoritaire. Cependant, sa proportion est nettement moins importante et
représente environ 50 % des cas. On retrouve ensuite P. aeruginosa a hauteur de 6,9 %, puis
Klebsiella pneumoniae 4 6,6 % et E. faecalis a 6,1 %. P. mirabilis, plus largement retrouvé dans
les ITU communautaires, ne vient ici qu’en quatriéme position, représentant 5,3 % des cas. S.

aureus représente ensuite 3,5 % des cas.
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Figure 1 : Distribution des principaux micro-organismes isolés des infections urinaires nosocomiales
documentées au plan microbiologique (1=4295) en France en 2012, d’aprés I'ENP 2012 (25).
En outre, le rapport du réseau BMR-Raisin de 2016 montre que les urines sont le premier
réservoir de BMR en milieu hospitalier. En effet, tout type de prélévements confondus, 21,1 %
des SARM et 70,1 % des E-BLSE sont retrouvés dans les urines. Parmi les E-BLSE, E. coli est
le pathogeéne prédominant a 57,7 %, suivi de K. pneumoniae a 24,9 % puis E. cloacae a 11,1 %
(6). 1 est important de noter que depuis quelques années, la tendance concernant I’incidence
des SARM et des E-BLSE s’est inversée, a la faveur des E-BLSE, comme le montre la Figure
2. La diminution continue de I’incidence des SARM suggere un impact positif des actions de
prévention instituées dans les services de soins, en particulier grace a 1’utilisation des solutions
hydroalcooliques (43). A l’inverse, les E-BLSE sont en constante progression depuis 2007,
notamment E. coli. Cette croissance est préoccupante d’un point de vue thérapeutique mais
aussi parce que ces micro-organismes peuvent servir de réservoir potentiel pour 1’émergence

de nouvelles souches résistantes a certains antibiotiques, notamment aux carbapénémes.
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Figure 2 : Densité d'incidence globale par année des SARM et des E-BLSE pour 1000 journées d'hospitalisation
entre 2002 et 2016 d’apres le réseau BMR-Raisin, résultats 2016 (6).
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1.4.2.3 Epidémiologie microbienne locale

Au laboratoire de microbiologie du CHU de Caen, environ 60 ECBU sont regus chaque jour.
Parmi eux, on retrouve une majorité de E. coli avec 44 % des isolats, suivi de E. faecalis (12
%), de K. pneumoniae, P. mirabilis, P. aeruginosa et C. albicans (4 % chacun) puis de E.
cloacae complex (3 %) (source : extraction de données épidémiologiques sur une année

calendaire (2017-2018) a partir du logiciel de laboratoire).

1.4.2.4 Mécanismes de résistances
Afin d’¢étre le plus concis possible, dans ce chapitre, seuls les principaux mécanismes de

résistance des bactéries les plus fréquemment retrouvées dans notre étude seront abordés.

1.4.2.4.1 Résistances des entérobactéries

1.4.2.4.1.1 Résistances aux béta-lactamines

Parmi les principales bactéries responsables d’ITU, un groupe se distingue : celui des
entérobactéries. Leur nom vient du fait qu’elles sont trés fréquemment retrouvées dans le tube
digestif. La majorité d’entre elles sont donc saprophytes du microbiote intestinal humain et
animal. Elles sont responsables d’infections trés diverses, notamment d’ITU. Les
entérobactéries peuvent €tre porteuses de mécanismes de résistance naturelle ou acquise. Elles
sont classées en quatre groupes selon leur mécanisme de résistance naturelle aux pénicillines,

dont les principales especes sont les suivantes (44) :

e Groupe 1 : Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella spp., Shigella spp. ;

e Absence de résistance naturelle, sauf pour E. coli qui posséde une
céphalosporinase chromosomique exprimée a tres bas niveau, rarement
détectable et non inductible.

e Groupe 2 : Klebsiella spp., Citrobacter koseri ;

e Production d’une pénicillinase : entraine une résistance a I’amoxicilline (AMX)
et a la ticarcilline (TIC).

e Groupe 3 : Klebsiella aerogenes, Enterobacter spp., Serratia spp., Morganella spp.,
Providencia spp., Citrobacter freundii ;

e Production d’une céphalosporinase : entraine une résistance a I’AMX,
amoxicilline + acide clavulanique (AMC) et céphalosporines de premiére
génération (C1G) +/- de deuxieéme génération (C2G) selon 1’espéce.

e Groupe 4 : Yersinia spp.

e Production d’une pénicillinase et d’une céphalosporinase.

Le rapport de I’étude AFORCOPI-BIO de 2015 montre que les aminopénicillines restent

efficaces pour la moiti¢ des souches de E. coli communautaires, et que 1’association avec un
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inhibiteur de B-lactamase augmente 1égérement ce taux de sensibilité (69,3 % des souches sont

sensibles a 1’amoxicilline + acide clavulanique) (45).

A ces résistances dites naturelles peuvent s’ajouter des mécanismes de résistance acquis, dont
le principal facteur de risque est I’exposition antérieure a une antibiothérapie a large spectre.
Deux de ces mécanismes acquis sont particulie¢rement problématique en termes d’impasses

thérapeutiques : les E-BLSE et les carbapénémases.

Depuis les années 1990, nous assistons a une diffusion de souches de E-BSLE, d’abord
hospitalieres (K. pneumoniae et Enterobacter spp. blatem et de blasuv), puis depuis une dizaine
d’année cette problématique est rencontrée sur des souches communautaires (E. coli blactx-m)
(46). En France, une étude menée en 2011 retrouvait une prévalence de 6,1 % de E-BLSE, dont
86 % de blactxm (47). Les taux de résistance aux céphalosporines de troisiéme génération
(C3G) ont été déterminés par I’European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
pour E. coli a 10,2 % et pour K. pneumoniae a 28,8 % en 2017 (48). Ces chiffres ¢élevés sont
principalement expliqués par la diffusion de souches productrices de BLSE dans Ia
communauté. L’incidence des E. coli BLSE représente désormais plus de 85 % des BMR, toutes
infections confondues. De ce fait, les E-BLSE sont devenues un des principaux problémes de

santé publique de nos jours.

Une étude rétrospective espagnole de 2010 a montré que 7 % des souches de E. coli isolées des
urines ¢taient productrices de BLSE, et étaient retrouvées chez 63 % de femmes, et 81 % de
patients agés de plus de 60 ans. Une bactériémie associée était plus fréquemment retrouvée chez
les patients ayant une infection urinaire a £. coli BLSE (15,5 % contre 10,6 %) (20). Par ailleurs,
une étude frangaise de 2013 menée par Martin et al. retrouvait 3,3 % de E. coli BLSE dans les

ECBU communautaires (49).

De plus, une étude récente francaise a démontré que le risque de développer une ITU a
entérobactérie résistante aux antibiotiques chez les personnes agées est 40 % plus élevé lorsque
ces derniers vivent en EHPAD compar¢ a leurs homologues vivant a domicile. En effet, les [TU
a E. coli BLSE représentent 4,6 % des souches en communautaire contre 7,7 % en EHPAD.
Cependant, la différence n’est pas significative concernant les ITU a K. pneumoniae BLSE (4,0

% contre 4,2 %) (50).

De plus, I’émergence d’EPC multirésistantes dans certaines régions du Monde (Inde,
Turquie...), parfois a ’origine d’épidémies hospitalieres est préoccupante et constitue un
probléme majeur de santé publique. Ces P-lactamases sont capables dhydrolyser les
carbapénémes et confeérent une résistance a un large spectre d'antibiotiques. En effet, les

carbapénémes (imipénéme, méropénéme et ertapéneme) sont les P-lactamines de dernier
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recours dans les infections a entérobactéries multirésistantes. Les options thérapeutiques
deviennent donc limitées lorsque celles-ci sont touchées. Les EPC sont surtout représentées par
K. pneumoniae (54 % des épisodes) et E. coli (38 %), mais concernent aussi de nombreuses
autres entérobactéries telles que FEnterobacter spp., P. mirabilis, C. freundii, Salmonella
enterica, mais aussi d’autres bactéries a Gram négatif comme P. aeruginosa (51). Le

mécanisme de résistance est lié a la présence d’enzymes dont les plus fréquentes sont :

o Les KPC (B-lactamase de classe A) ;
o Les métallo-enzymes de type VIM, IMP et NDM (B-lactamases de classe B) ;
e Les oxacillinases (OXA-48 et OXA-48-like) (B-lactamases de classe D) (52).

En France, le nombre de cas rapportés de souches OXA-48 et OXA-48 like est en nette
augmentation depuis 2009. En 2014, parmi les souches possédant une carbapénémase, 85,6 %
sont producteurs d’une OXA-48, 8,5 % d’une NDM, 2,7 % d’une VIM et 1,8 % d’une KPC
(53). Un lien avec un séjour a I’étranger est retrouvé dans 44 % des cas environ (Afrique du
Nord, en particulier Maroc pour OXA-48, Grece, Italie et Etats-Unis pour KPC, Inde et Afrique
du Nord pour NDM).

Selon I’ECDC, la France reste assez peu concernée, avec 0,7 % des souches de K. pneumoniae
en France résistantes aux carbapénemes en 2017, contre 0,5 % en 2015, contrairement a la
Grece et a I’Italie qui sont les pays Européens les plus touchés avec respectivement 64,7 % et
29,7 % des souches de K. pneumoniae productrices de carbapénémases isolées d’hémocultures
(48). De plus, dans notre pays, sur la période 2013-2016, les principales infections concernées

étaient les infections urinaires dans 44 % des cas (54).

Les entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) sont des bactéries hautement

résistantes aux antibiotiques émergentes (BHRe).

1.4.2.4.1.2 Résistances aux aminosides

Il existe trois mécanismes de résistance acquise aux aminosides chez les entérobactéries :
I’inactivation enzymatique (55), la méthylation de la cible ribosomale (56) et la modification
de la perméabilité de la membrane externe (57). Le mécanisme le plus fréquent est I’inactivation
enzymatique. Trois types d’enzymes peuvent tre acquis : les aminosides-acétyltransférases
(AAC), les aminosides-phosphotransférases (APH), et les aminosides-nucléotidyltransférases
(ANT), entrainant différents niveaux de résistance aux aminosides tels que la gentamicine,

tobramycine et amikacine selon le type d’enzyme incriminé.

En France, le taux de résistance aux aminosides (gentamicine, tobramycine et amikacine) est
en diminution depuis plusieurs années, et atteint en 2017, 7 % des souches de E. coli et 23,8 %

des souches de K. pneumoniae isolées d’hémocultures (48).
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1.4.2.4.1.3 Résistances aux quinolones

Les entérobactéries sont naturellement sensibles aux quinolones de premiére génération et trés
sensibles aux fluoroquinolones. Elles ont cependant développé de multiples mécanismes de
résistance, d’abord par mutations chromosomiques, mais également par I’acquisition de genes
plasmidiques de résistance (58). La résistance aux quinolones et apparentés est médiée par
différents mécanismes comme la mutation de cible, la protection de cible, I’efflux ou la lyse
enzymatique de 1’antibiotique. La mutation de cible est le mécanisme le plus prévalent chez les
entérobactéries en particulier I’apparition de mutations ponctuelles dans une région conservée
des génes de I’ADN gyrase (gyrA4 et gyrB) ou plus rarement de la topoisomérase IV (parC et
parE ) appelée QRDR pour Quinolone Resistance Determinent Region (59). Le mécanisme de
protection de cible est médié par I’acquisition d’ une protéine « protectrice » codée par les geénes
gnr (60). Un mécanisme de résistance de type enzymatique peut étre également retrouvé chez
certaines souches ayant fait 1’acquisition d’un plasmide portant le géne codant pour
I’acétyltransférase mutée AAC(6°)-Ib-cr (61). Enfin, une résistance par mécanisme d’efflux est

possible lors de 1’acquisition plasmidique du géne gep4 codant pour une pompe d’efflux (62).

D’apres ’ECDC, la résistance aux fluoroquinolones en France est en diminution depuis
plusieurs années et atteint 15 % des souches de E. coli et 26,8 % des souches de K. pneumoniae
en 2017 (48). Par ailleurs, 16 % des souches de E. coli sont résistantes a I’ofloxacine et 11 % a
la ciprofloxacine. De plus, seulement 20 % des souches d’E-BLSE sont sensibles aux

fluoroquinolones (63).

1.4.2.4.1.4 Résistances aux sulfamides

Il s’agit le plus souvent d’une résistance de type plasmidique par I’acquisition des genes sull,
sul2 et sul3 codant pour une cible moins affine pour 1’antibiotique générant ainsi la résistance
aux sulfamides (cotrimoxazole : sulfaméthoxazole — triméthoprime) (64). En France,

actuellement, le taux de résistance aux sulfamides est stable (environ 35 % des souches) (65).

1.4.2.4.2 Résistances de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est responsable de 10 % des infections nosocomiales, quel que soit le site
d’isolement de la bactérie (66). C’est un germe naturellement résistant ou peu sensible a de
nombreux antibiotiques entre autres ceux actifs sur les bactéries a Gram négatif comme de
nombreuses PB-lactamines via la production d’une céphalosporinase inductible de type AmpC,
proche de celle des entérobactéries du groupe 3, mais également du fait des difficultés de
pénétration des antibiotiques (imperméabilité par mutation de la porine D2, systémes d’efflux
(pompes MexAB-OprM)) (67). 1l existe également des résistances acquises aux B-lactamines
notamment par la production de BLSE, d’oxacillinases de classe D, ou de carbapénemases, en

particulier la métallo-B-lactamase de type VIM.

19



En France, les taux de résistance a 1’association pipéracilline + tazobactam ou au ceftazidime
sont de 19,2 % et 12 %, respectivement. La résistance aux carbapénémes est retrouvée dans 14

% des cas, tout type de résistance confondu (48)..

Concernant la résistance aux aminosides, le phénotype sauvage est sensible a toutes les
molécules de la famille des aminosides. La résistance acquise est, comme pour les
entérobactéries, essentiellement liée a 1’inactivation enzymatique et représente environ 11 %

des souches (48).

Concernant la résistance aux fluoroquinolones, le phénotype sauvage est résistant aux
quinolones de premiére génération, et seules la ciprofloxacine, la moxifloxacine et la
lévofloxacine ont une activité in vivo. La résistance chromosomique est similaire a celle des
entérobactéries, mais il n’existe pour le moment aucune souche présentant une résistance
plasmidique aux fluoroquinolones. En France, la résistance aux fluoroquinolones est d’environ

15 % (48).

1.4.2.4.3 Résistances de Staphylococcus aureus

Grace a son fort pouvoir adaptatif, S. aureus peut développer différents mécanismes de
résistance. Tout d’abord, plus de 90 % des souches produisent une pénicillinase. L’oxacilline
reste active contre ces souches, mais certaines d’entre elles ont développé une résistance croisée
entre les pénicillines M (méticilline, oxacilline) et les autres B-lactamines par la production
d’une protéine, la PLP2a, codée par le géne mecA et ayant une faible affinité pour ces composés
(68). Ce sont des S. aureus résistants a la méticilline (SARM). Dans ce cas, toutes les -
lactamines sont touchées, a I’exception de la ceftaroline et du ceftobiprole, céphalosporines
anti-SARM nouvellement développées mais peu utilisées en pratique du fait de leur prix élevé.
En France, toute origine confondue, les SARM représentent 12,9 % des souches, et ce chiffre
est en diminution depuis plusieurs années (48,65). Par ailleurs, la prévalence des souches

communautaires est faible, et représente seulement 3,6 % des cas (68).

La résistance aux fluoroquinolones est principalement liée a la mutation des génes de structure
de I’ADN gyrase (mutations dans les genes gyr4 ou gyrB) et de I’ADN topoisomérase IV
(mutations dans les génes parC ou parE) au niveau de la région QRDR, comme précédemment
évoqué. De plus, environ 90 % des cas de SARM hospitaliers sont associés a une résistance aux
fluoroquinolones et au phénotype de résistance aux aminosides kanamycine — tobramycine. A
I’inverse, les souches de SARM communautaires restent pour le moment le plus souvent

sensibles aux fluoroquinolones.

La résistance de nature enzymatique aux aminosides, implique les mémes enzymes que celles

évoquées dans la résistance aux aminosides des entérobactéries (APH, ANT et AAC)
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Par ailleurs, d’autres résistances ont ét¢ décrites telles que les souches de sensibilité diminuée
a la vancomycine dénommées VISA (vancomycin-intermediate S. aureus) ou plus
généralement GISA (glycopeptide-intermediate S. aureus) car elles sont également résistantes
a la teicoplanine. Il s’agit d’'un mode de résistance hétérogene, ne concernant qu’une fraction

de la population bactérienne (68).

1.4.2.4.4 Résistances des entérocoques (E. faecalis et E. faecium)

Les entérocoques peuvent acquérir de nombreuses résistances, entrainant un véritable probléme
en termes de solutions thérapeutiques. C’est notamment le cas pour E. faecium, souvent
résistant a toutes les Pf-lactamines (environ 80 % des souches isolées en clinique) (69). Les
glycopeptides représentent alors une alternative thérapeutique de choix (70). Cependant, E.
faecalis et E. faecium peuvent acquérir une résistance aux glycopeptides par 1’acquisition de
genes de résistance retrouvés sous forme opéronique, dont les principaux sont les génes vanA
et vanB. Ces entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) sont des BHRe (E. faecium) ou
des BMR (E. faecalis). En France, cette résistance est peu fréquente et concerne surtout les

souches de E. faecium de type vanA (0,8 % des souches en 2017 en France) (48).

Par ailleurs, les entérocoques posseédent une PLP5 de faible affinité pour les B-lactamines, et
sont ainsi résistants naturellement a I’oxacilline et aux céphalosporines. La résistance acquise
touche surtout E. faecium par hyperproduction de la PLP5. Selon le rapport de ’ONERBA de
2017, pres de 78 % des souches de E. faecium sont résistantes a I’ampicilline. A 1’inverse, E.

faecalis est sensible a I’ampicilline dans 99,5 % des cas (71).

A noter également que les entérocoques sont naturellement résistants a bas niveau aux

aminosides, cependant, leur association a une pénicilline est dite synergique et bactéricide.

1.5 Méthodes diagnostiques

1.5.1 Diagnostic clinique

L’interrogatoire clinique est essentiel et permet d’orienter rapidement le diagnostic. Le clinicien
recherche tout d’abord des signes cliniques en faveur d’une ITU tels que décrits dans le chapitre
1.2, des éventuels antécédents d’ITU et/ou des antécédents médico-chirurgicaux tels qu’une
anomalie de 1’appareil urinaire ou des facteurs de risque. Les signes de gravité doivent

¢galement étre recherchés.

Un bon interrogatoire permet de distinguer une ITU simple d’une IUC, avec ou sans signe de

gravité, et ainsi d’instaurer une antibiothérapie adaptée des le début de la prise en charge.
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1.5.2 Imagerie médicale

L’imagerie médicale n’a pas sa place dans I’ITU simple. Elle est utile dans le cas de I'IUC,
pour orienter le diagnostic (23). Le principal objectif est de rechercher une éventuelle anomalie
urologique sous-jacente susceptible de favoriser ou de compliquer I’infection. Elle peut
également confirmer une atteinte parenchymateuse en cas de présentation atypique. Les outils
du clinicien sont la radiographie de 1’abdomen, 1’échographie et la tomodensitométrie
(uroscanner) et I’imagerie par résonnance magnétique (IRM) en cas d’évolution défavorable

(persistance de la fievre, apparition de signes de gravité...) (72).

1.5.3 Diagnostic microbiologique
Les examens bactériologiques ont une importance cruciale car ils permettent d’une part,
d’établir le diagnostic de certitude par identification du germe responsable, et d’autre part,

d’instaurer un traitement efficace et adapté a la sensibilité aux antibiotiques de 1’agent causal.

1.5.3.1 La bandelette urinaire

La bandelette urinaire (BU) permet un dépistage rapide des ITU « au lit du malade » en cas de
SFU. Elle a pour but de détecter la présence d’une leucocyturie (seuil de sensibilité a 10*
leucocytes/mm?), témoin de la réaction inflammatoire, et d’une nitriturie, indiquant la présence
de bactéries productrices de nitrites a forte densité (seuil de sensibilité a 10° UFC/mL),

caractéristique biochimique souvent retrouvée chez les entérobactéries (3).

r Leucocytes +++

Nitrites +

4
rr Leucocytes -

Nitrites -

B

Figure 3 : Une bandelette urinaire positive a leucocytes et nitrites (A) et négative (B).
Source : www.microbiologiemedicale.fr/bandelettes-urinaires
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Ses performances diagnostiques sont variables selon le sexe. En 1’absence d’immunodépression
grave chez une femme symptomatique, son principal intérét est sa valeur prédictive négative
¢levée (> 95 %). Ainsi, une BU négative doit faire rechercher un autre diagnostic (73). A
I’inverse, chez ’homme, la BU a une valeur prédictive positive élevée et permet donc d’orienter

fortement le diagnostic vers une ITU (74,75).

Pour la cystite simple, la BU est le seul examen recommandé. Elle est optionnelle pour les

autres formes d’ITU, PECBU primant (3).

1.5.3.2 L’examen cytobactériologique des urines

L’examen cytobactériologique des urines (ECBU) est ’examen de référence pour affirmer
I’ITU et identifier le germe responsable. Il est indiqué dans toutes les ITU, sauf les cystites
simples, et pour le diagnostic des colonisations nécessitant un traitement (femme enceinte, geste

urologique a venir), avant toute antibiothérapie.

Les ECBU recus au laboratoire de bactériologie du CHU de Caen peuvent étre de différentes

origines :

e Urines de miction, ou par sondage urinaire €vacuateur « aller-retour » ;

e Urines sur sonde a demeure ;

e Urines pyéliques (prélevées dans le pyélon, cavité rénale précédant la vessie) ;

e Urines de dérivation urinaire externe de type Bricker ;

e Urines de néphrostomie ;

e Urines de sonde urétérale (drainage d’urines en provenance du rein) ;

e Urines prélevées par cathétérisme sus-pubien (drainage de la vessie en cas de rétention

aigiie d’urines).

L’origine de ces urines doit étre indiquée sur la demande d’analyse car selon 1’origine, diverses
géloses seront ensemencées afin de rechercher différents types de germes. Ces informations

sont détaillées plus loin dans le document.

Le seuil de leucocyturie significative est > 10* leucocytes/mm? chez les patients non sondés
(76). En effet, chez les patients sondés, la présence d’une réaction inflammatoire entraine une

leucocyturie, il n’y a donc pas d’intérét a la prendre en compte.

Le seuil de bactériurie significative dépend du germe et du sexe du patient. Les différents seuils

sont indiqués dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : Seuils de bactériurie en fonction du germe et du sexe, adapté de (3) et (76).

Seuils de significativité (UFC/mL)

Micro-organismes
Homme Femme

E. coli, S. saprophyticus >103

Entérobactéries (sauf E. coli),

Entérocoques,

C. urealyticum, >10° >10*
P. aeruginosa,

S. aureus

Bactéries a Gram positif (sauf S. saprophyticus)

Acinetobacter spp.

Stenotrophomonas maltophila >10°
Autres Pseudomonaceae

Candida spp.

Lactobacilles

Streptocoques alpha-hémolytiques
procod P yiq Pas de seuil, contaminants probables

Gardnerella vaginalis . A
ECBU a recontroler

Bifidobacterium spp.
Bacilles diphtérimorphes (sauf C. urealyticum)

La présence d’hématies dans les urines (hématurie) en faible quantité est normale. Les causes
d’hématurie sont extrémement variées et ne sont pas forcément liées a une infection. Cependant,

la cystite de la femme jeune est la principale source d’hématurie (77).

Il est important de souligner qu’en cas de discordance entre I’ECBU et un tableau clinique

évident, la clinique prime sur le diagnostic d’ITU (3).

La présence de plus de deux espéces bactériennes est en général considérée comme une
contamination ou une colonisation, souvent liée a des conditions de prélévement
insuffisamment respectées lors du recueil urinaire (78). C’est également le cas des patients
porteurs d’une sonde a demeure, souvent colonisés par les bactéries de la flore cutanée et
digestive, avec une incidence directement proportionnelle au nombre de jours de sondage (79).
Chez la femme, la présence de lactobacilles et de cellules épithéliales, quelle que soit la

leucocyturie, est évocatrice d’une contamination vaginale (78).

Au laboratoire de bactériologie du CHU de Caen, I’échantillon urinaire est dans un premier
temps analysé par un automate de cytologie urinaire, le modéle UF-500i de la société Sysmex®
(TOA Medical Electronics, Kobe, Japon), qui permet de fournir des premiers résultats rapides
et standardisés sur la leucocyturie, la bactériurie, la quantification des levures, I’hématurie, et

le nombre de cellules épithéliales, grace a une technologie de cytométrie de flux a fluorescence.
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Figure 4 : Automate de cytologie urinaire Sysmex® UF-500i du laboratoire de bactériologie du CHU de Caen
(photographie personnelle)
Un examen direct (ED) apres coloration de Gram est réalisé dés que la bactériurie ou la
levururie est supérieure a 100 bactéries ou levures par pL. Il permet de déterminer la présence
de bactéries ou de levures dans le prélévement et d’orienter en fonction de la morphologie
(bacilles, cocci, amas, chainettes...) vers une espéce bactérienne. Une étude espagnole de 2014
a ¢évalué les performances diagnostiques de la coloration de Gram et retrouve une sensibilité et
une valeur prédictive positive correctes a 81,3 % et une spécificité et une valeur prédictive
négative trés bonnes a 93,2 % (80). De plus, I’ED, apres coloration de Gram, ne présente une
sensibilité proche de 100 % que pour des concentrations bactériennes de 1’ordre de 10° UFC/mL
(26). Malgré une faible sensibilité, I’ED reste indispensable, car il apporte des informations
immédiates sur le type de bactéries impliquées, permettant au clinicien d’adapter rapidement le
traitement. De plus, un ED positif associé a des cultures négatives permettra d’adapter les
milieux de culture, ’atmosphére et la durée d’incubation pour la recherche de micro-

organismes inhabituels.

Aucun milieu ne permet a lui seul la quantification et I’isolement de toutes les bactéries
potentiellement retrouvées. La mise en culture permet de dénombrer les bactéries et les levures
a partir d’un seuil d’environ 10> UFC/mL d’urine. En fonction de la cytologie urinaire et de

I’examen direct, différentes géloses vont étre ensemencées avec 10 pL. d’urine :

e Une gélose chromogene UTI (Thermo Fisher, Basingstoke, Royaume-Uni) dont le
principe repose sur 'utilisation de substrats synthétiques analogues structuraux d’une

molécule naturellement clivée par une enzyme caractéristique d’une espece ou d’un

25



groupe d’espéces bactériennes. Cette gélose permet une discrimination fine des colonies
en fonction de leur coloration, et permet d’obtenir une meilleure appréciation a la lecture
des urines polymicrobiennes. On [’utilise également pour établir la numération
bactérienne (Figure 5). Cette gélose est ensemencée systématiquement pour tous les
ECBU ;

e Une gélose au sang, si la bactériurie est positive, afin d’isoler notamment les cocci a
Gram positif, colonies associées ou non a une hémolyse;

e Pour les urines pyéliques : une gélose sang incubée en anaérobiose et une gélose
chocolat incubée sous 5 % de CO; afin d’isoler les bactéries anaérobies et/ou les micro-
organismes exigeants ;

e Une gélose Sabouraud si présence de levures ou examen direct positif ;

e Une gélose CAP, sélective des bactéries a Gram positif, lorsque I’ED est en faveur,

incubée 72 heures en atmosphére anaérobie.

Le choix des géloses est primordial car ces milieux sélectifs fournissent a la fois des
informations quantitatives et qualitatives sur les différents types bactériens, ce qui peut donc
orienter dans de nombreux cas I’identification de ces différents micro-organismes, dans un délai
trés court post-ensemencement. En effet, la plupart des bactéries impliquées dans les ITU
poussent en 18 a 24 heures, la lecture est donc effectuée apres 24 heures d’incubation a 35°C.
Elle peut cependant étre prolongée jusqu’a 48 heures en cas de suspicion de bactéries de culture
lente ou de discordance entre I’ED et la culture. Par ailleurs, les géloses incubées en anaérobies
sont répondues apres 72 heures d’incubation, en raison de la croissance plus fastidieuse de

certains micro-organismes anaérobies.

10° UFCimi 104 UFC/mi 108 UFCiml 105 UFCiml
Figure 5: Numération bactérienne (figure issue du document qualité ECBU interne au laboratoire)

Les cultures négatives avec un ED a bactéries a Gram positif doivent faire rechercher des
germes anaérobies tels que Aerococcus, Alloscardovia ou Actinobaculum. 11 faut donc ré-

incuber la gélose au sang en anaérobiose pendant 48 heures.

Pour chaque type de colonie isolé (dans la limite de deux types de colonies), une identification

oS 2]

par spectrométrie de masse (MALDI-TOF-MS) est nécessaire. Cette technique consiste

[P

séparer et identifier des molécules selon leur masse et leur charge. Son application
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I’1identification bactérienne constitue une avancée majeure dans le domaine de la bactériologie
médicale. En effet, elle a permis un gain de temps considérable puisqu’en quelques secondes,
le MALDI-TOF nous fournit une identification de la plupart des bactéries et levures d’intérét
médical. En effet, par comparaison, les méthodes d’identification qui reposent sur des tests
biochimiques nécessitent des procédures d’incubation longues, de 18 a 48 heures en galeries
d’identification de type API, les délais pouvant étre réduits pour les laboratoires équipés

d’automates d’identification type Phoenix, Vitek ou Microscan (81,82).

Figure 6: Exemple de systéme MALDI-TOF au laboratoire du CHU de Caen (Microflex®, Bruker-Daltonics,
Allemagne) (photographie personnelle)

1.5.3.3 Les méthodes de détermination de la sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité aux antibiotiques peut étre déterminée selon différentes techniques. On distingue
principalement des techniques en milieu liquide ou en milieu solide, permettant la mesure de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) aux antibiotiques de la bactérie, ou son évaluation
indirecte par la mesure des diamétres d’inhibition. La CMI correspond a la plus faible
concentration d’antibiotique pour laquelle il n'y a pas de croissance visible de la souche

bactérienne étudiée.

La premiére méthode, la microdilution manuelle en milieu liquide est la technique de référence
pour déterminer la CMI. Au CHU de Caen, le systéme Sensititre® (Thermo Fisher, Royaume-
Uni) permet de déterminer les CMI d’un micro-organisme a de nombreux antibiotiques sur une

seule et méme plaque de microtitration a 96 puits, par microdilution en bouillon. Cette méthode

27



est effective dans notre laboratoire depuis fin 2018 pour la détermination des CMI des souches
de BMR tels que les E-BLSE ou les SARM et des BHRe.

La seconde méthode, la détermination de la CMI par Etest® est une technique de diffusion d’un
gradient de concentration d’un antibiotique donné en milieu gélosé qui permet de déterminer
des valeurs de CMI vis-a-vis d’une souche bactérienne. Cette méthode a été approuvée pour

différents antibiotiques vis-a-vis de nombreuses especes bactériennes (83).

La troisieme méthode consiste a estimer les CMI par dilution en milieu liquide. C’est la
méthode utilisée au laboratoire de bactériologie du CHU de Caen pour la plupart des germes
isolés a partir de prélevements urinaires. Cette technique semi-automatisée est basée sur
I’utilisation de galeries contenant des concentrations croissantes de plusieurs antibiotiques.
Cette technique permet d’obtenir des valeurs chiffrées de CMI estimées (84). La valeur obtenue
est comparée aux concentrations critiques €tablies par le comité de I’antibiogramme de la
société francaise de microbiologie (CA-SFM) (85). Au laboratoire de bactériologie du CHU de
Caen, I’automate utilisé est le VITEK® 2-XL (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) (Figure 7).
Cet automate possede des regles d’expertise (86) facilitant I’interprétation de I’antibiogramme,

bien que I’expertise du biologiste soit indispensable pour valider les phénotypes de résistance.

Enfin, ’antibiogramme par diffusion en milieu gélos¢, ou méthode des disques, consiste a
déposer des disques papiers chargés d’antibiotiques a concentration fixe sur gélose Mueller-
Hinton ensemencée avec un inoculum bactérien standardis¢ ou Mc Farland. Cette mesure
permet de déterminer le caractére sensible, intermédiaire ou résistant d’une souche bactérienne
vis-a-vis d’un antibiotique donné par comparaison aux diametres critiques €tablis par le CA-
SFM (85). Cette technique ne permet cependant pas d’obtenir la CMI d’un antibiotique vis-a-
vis d’une bactérie donnée. Pour certaines molécules et/ou especes bactériennes, cette technique
ne peut étre appliquée et une autre méthode doit étre mise en ceuvre. C’est le cas notamment

pour 1’étude de la sensibilité des bacilles a Gram négatif a la colistine (87).
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Figure 7: L'automate VITEK® 2-XL et une carte de test de sensibilité (photographies personnelles)
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1.5.3.3.1 Détection des BMR et BHRe

La recherche de BMR nécessite souvent un délai supplémentaire de 24 heures dans le rendu de
résultats. Pour cela, le biologiste peut s’aider de plusieurs méthodes de détection, dont la
principale est I’analyse phénotypique de ’antibiogramme. Le systéme VITEK® 2-XL peut
notamment alerter le biologiste sur un phénotype de résistance particulier, notamment sur les

BMR et les BHRe, grace aux regles d’expertises qu’il contient.

1.5.3.3.1.1 Entérobactéries productrices de BLSE

La présence d’une E-BLSE sur un antibiogramme par diffusion en milieu gélosé doit étre
évoquée devant une image de synergie caractéristique, dite « en bouchon de champagne », entre
un disque contenant un inhibiteur de B-lactamase et un disque de C3G, voire de C4G. Elle n’est
cependant pas systématique, notamment pour les entérobactéries du groupe 3, productrices
d’une céphalosporinase. La solution consiste a refaire un antibiogramme en diffusion en
rapprochant ces deux disques a 15 millimétres, au lieu de 30 millimetres, sur milieu gélosé
Mueller-Hinton additionné de cloxacilline (88) qui inhibe partiellement 1’activité de la
céphalosporinase de certaines espeéces bactériennes. Les souches productrices de BLSE
récupérent une sensibilité aux P-lactamines et la différence de diamétre avec les disques

contenant un inhibiteur de B-lactamase est d’aux moins cinq millimétres.

Les géloses chromogénes sélectives de type chromID® BLSE (bioMérieux, Marcy-1'Etoile,
France) peuvent aider a la détection présomptive d’'une E-BLSE. Le caractére BLSE est ensuite

a confirmer par la technique décrite ci-dessus.

1.5.3.3.1.2 Entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa producteurs de carbapénémases

La détection des bactéries productrices de carbapéneémases repose sur I’analyse fine des
résultats d’antibiogramme afin de mettre en évidence la résistance a au moins une molécule de
la classe des carbapénémes (89). Ensuite, des tests simples et rapides existent, permettant de

définir le type de carbapéneémase directement a partir des colonies isolées :

e Le test Coris® (Coris BioConcept, Gembloux, Belgique) est une technique
immunochromatographique de détection avec des anticorps monoclonaux, directement
a partir des colonies. Ce test présente I’inconvénient de ne pas détecter certains genes
de résistance comme le gene IMP ;

e Le B CARBA Test® est technique colorimétrique d’hydrolyse des carbapénémes a partir
des colonies isolées, avec une interprétation parfois douteuse ;

e Le test RAPIDEC® Carba NP est une technique colorimétrique qui détecte

I’acidification (indicateur coloré) liée a I’hydrolyse de I’imipénéme par les
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carbapénémases, a partir des colonies isolées. Ce test présente de tres bonnes

performances, mais sa lecture et donc son interprétation sont parfois difficiles.

De plus, des milieux chromogenes spécifiques peuvent étre utilisés, directement a partir du

prélévement (gélose chromID® CARBA SMART).

Si I’on suspecte une souche de P. aeruginosa d’étre productrice d’une carbapénémase, on peut
disposer sur une gélose Mueller-Hinton avec un inoculum bactérien standardisé, deux disques
d’antibiotiques, le premier contenant de I'imipéneme et le deuxiéme de 1’imipénéme associé a
de la cloxacilline, molécule inhibitrice de la céphalosporinase AmpC. Si la différence de la
mesure des deux disques d’inhibition aprés une 16 a 24 heures d’incubation est inférieure ou
égale a cinq millimeétres, la souche est productrice de carbapénémase, sans pouvoir préjuger du
type d’enzyme. Cette méthode trés simple a montré d’excellentes performances, quel que soit

le type de carbapénémase produite (90).

1.5.3.3.1.3 Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
Deux principaux tests de détection rapide existent pour la détection phénotypique des SARM a

partir de colonies isolées :

e Letest PBP2a® (Alere, Scarborough, Etats-Unis) est un test immunochromatographique
rapide pour la détection de la PLP2a ;
e Le test d’agglutination latex-anticorps monoclonaux anti-PLP2a, tel que le MRSA

screen test (Denka Seiken Co., Ltd., Tokyo, Japon).

Des milieux chromogénes sélectifs peuvent également aider a leur détection (gélose chromID®

MRSA SMART).

1.5.3.3.1.4 Entérocoques résistants a la vancomycine

Des milicux chromogéniques sélectifs existent (gélose chromID® VRE), dévoilant une
coloration verte pour les souches résistantes a la vancomycine de E. faecalis et violette pour les
souches de E. faecium. On peut également rechercher des ERV par détection des génes van4 et
vanB par PCR en temps-réel mais ceci a partir de colonies bactériennes, aprés une incubation

de 16 a 24 heures.

1.5.3.3.1.5 Antibiogramme rapide a partir du MALDI-TOF MS

La technique de détection qui tend a se développer est la recherche d’une modification du
spectre d’un antibiotique grace au MALDI-TOF MS. Le principe repose sur la mise en évidence
de la disparition du pic correspondant a un antibiotique et de I’apparition d’un pic correspondant

au(x) produit(s) d’hydrolyse de ce méme antibiotique, aprés un contact de quelques heures de
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la souche a tester avec une solution d’antibiotiques. Le délai est d’environ deux a trois heures,

mais nécessite une mise au point précise et rigoureuse du test sur I’instrument (91).

1.5.4 Autres parametres biologiques

La réalisation d’une numération de la formule sanguine (NFS), la mesure de la Protéine C
réactive (CRP) plasmatique et de la procalcitonine (PCT) ne sont pas systématiquement
recommandées. Elles peuvent étre néanmoins utiles en cas de doute diagnostique. En effet, la
CRP est le reflet de 1’état inflammatoire du patient. Une PCT > 0,5 ng/mL est en faveur d’une
infection bactérienne, et son taux augmente plus I’infection est grave (sepsis, sepsis sévere et
choc septique) avec des taux qui atteignent en général plus de 10 ng/mL. A [D’inverse,
I’augmentation de la CRP n’est pas corrélée a la gravité de I’infection (92). De plus, la PCT est
un marqueur pronostique de la sévérit¢ des lésions rénales (93). Par ailleurs, une
hyperleucocytose ou au contraire une leucopénie peuvent aider a apprécier la gravité de
I’infection (94). Enfin, le débit de filtration glomérulaire (DFG), la créatininémie et I’urémie
sont les reflets de la fonction rénale et donc d’une possible atteinte ou Iésion rénale a I’origine

de I’ITU.

Notons ¢galement que des hémocultures doivent étre prélevées en présence de signes de gravité

afin de déterminer si le patient est bactériémique ou non.

1.5.5 Approches syndromiques innovantes pour un diagnostic rapide

1.5.5.1 Approches syndromiques actuelles et leurs applications

L’arrivée sur le marché de tests « préts a ’emploi » de PCR multiplexées (PCR-M) spécifiques,
a permis d’obtenir des résultats d’identification et de sensibilité aux antibiotiques, le plus
souvent directement a partir du prélévement et ce en quelques heures. La PCR-M représente
une approche syndromique, c’est a dire capable de rechercher simultanément et en un seul test
I’ensemble des micro-organismes les plus fréquemment retrouvés comme cause d’un type
précis d’infection. Il s’agit d’une technique de PCR permettant d’amplifier plusieurs amplicons
simultanément, en utilisant un couple d’amorces par amplicon désiré. Cette technique repose
notamment sur |’utilisation de sondes spécifiques (95). Ces méthodes permettent donc un délai
de réponse nettement plus rapide des résultats microbiologiques que les méthodes de cultures
conventionnelles. En effet, parmi les limites de la culture, il y a notamment le temps nécessaire
pour obtenir des résultats (24 heures pour une identification et 48 heures pour un
antibiogramme) ainsi que la nécessité d’avoir un inoculum bactérien au départ suffisamment
important pour obtenir une croissance optimale sur les différents milieux de cultures. Ces
nouvelles méthodes de diagnostic moléculaire paraissent donc étre un atout indéniable pour

permettre un diagnostic fiable en un minimum de temps et ainsi une prise en charge optimale
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et plus rapide du patient. Si a I’origine, ’objectif était de dépister précocement les patients
atteints de BMR ou de BHRe, aujourd’hui les panels sont de plus en plus larges, permettant de

détecter de nombreux micro-organismes et/ou genes de résistance.

Actuellement les systémes commercialisés sont totalement automatisés, 1’extraction et la PCR
étant intégrées en un seul test. La technique et la lecture des résultats ne nécessitent pas de
compétences particuliéres en biologie moléculaire pour la plupart des systémes dits « random-
access ». Les avantages majeurs de ces tests sont la facilité d’exécution et la rapidité de rendu
du résultat permettant la mise en place d’une antibiothérapie ciblée précoce. Plusieurs panels
syndromiques sont actuellement disponibles notamment pour les hémocultures, liquide
céphalo-rachidien (LCR), prélévements respiratoires, ostéo-articulaires ou selles. Les

principaux panels actuellement commercialisés sont décrits dans le Tableau 4 (96).
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Tableau 4 : Liste des principaux panels syndromiques commercialisés a ce jour

Systéme Méthode Panels Cibles G’efles de D,elals de
résistance  résultats
Hémocultures
Filmarray® PCR LCR 14 4 24 cibles
(Biofire) multiplexée o (bactéries, virus et 4 génes 1h00
(97-100) P Respiratoire levures)
Selles
Hémocultures
ePlex® I:berldatlon de Respiratoire 25 a 58 cibles
I’ ADN et . . \
(GenMark) détecti (bactéries, virus, 10 geénes 1h30
ctection En cours de
(101,102) X . . levures)
€lectrochimique  développement : LCR,
selles et hépatite C
Hémocultures SARM
R Respiratoire Clostridioides.
GeneXpert difficile (027)
(Cepheid) RT-PCR Selles . 6 génes 1h00
(103-105) Ecouvillons rectaux Mycobacterium
tuberculosis complex
Infections ostéo-
articulaires
. ® Hémocultures . .
Verigene 9421 cibles
(Luminex) Microarray Respiratoire (bactéries, virus, 9 génes 2h30
(106-108) levures, toxines)
Selles
SARM
C. difficile
Grippe A/B
Respiratoire Bordetella pertussis
BD Max® Selles et parapertussis
(B.ecfon RT-PCR Ecouvillons rectaux 11 cibles enteriques 8 génes 2h
Dickinson)
(109-113) Ecouvillons nasals Chlamydia
trachomatis
Préléevement vaginal
Neisseria
gonnorhoeae
Trichomonas
vaginalis
Selles C. difficile Ih
Novodiag® Microarray et . Non
(Mobidiag) ~ RT-PCR En cours de 16 bacteries détectés

développement : LCR

entériques
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Selles

QIAstat-Dx - Respiratoire 24 cibles entériques  Nop
DiagCORE® RT-PCR détects 1h
(Qiagen) En cours de 22 cibles respiratoires  detectes
développement : LCR,
hémocultures
Allplex® Sell
elles
Geegene- PO e 25 430 cibles on o 4ash
urobio) multiplexée Respiratoire ctectes
(114,115)
Hémocultures
Respiratoire
® . . . .
Unyvel.'o PCR Inf'ectlo'ns ostéo 21a 5’2‘ cibles 16 422 ‘
(Curetis) multiplexée articulaires (bactéries, levures, cnes 4 a 5h
(116-119) P virus, toxines) &

Infections intra-
abdominales

Infections urinaires

1.5.5.2 La PCR multiplexée Unyvero® UTI

Le systéme Unyvero® UTI est le seul systéme commercialisé a ce jour pour la détection des
micro-organismes et génes de résistances pouvant étre impliqués dans les ITU. Il n’existe donc
aucune technologie comparable a ce systtme a 1’heure actuelle. Mon travail a porté sur

I’évaluation de cette PCR-M.

1.5.5.2.1 Présentation de ’automate Unyvero®

L’automate Unyvero® du laboratoire Curetis® (Holzgerlingen, Allemagne) est constitué de trois

modules distincts :

e Le module Lysator pour lyser les échantillons ;
e Le module Analyzer pour extraire, amplifier et détecter I’ADN ;

e Le module Cockpit, unité centrale constituant I’interface utilisateur.

La Figure 8 illustre les trois modules de 1’automate.
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unyvero Feuretis

Figure 8 : Présentation du systeme Unyvero. De gauche a droite : le Lysator, le Cockpit et I’Analyzer
(photographie personnelle)
Le Lysator effectue la lyse de I’échantillon natif, et peut traiter jusqu’a 4 échantillons maximum
en parallele. La technologie brevetée pour la préparation d’échantillon Unyvero, qui combine
différents produits chimiques, un actionnement mécanique novateur et la lyse thermique,
permet de traiter une large variété d’échantillons complexes comme les expectorations, les
lavages broncho-alvéolaires, les selles, les tissus mous, les hémocultures et les urines. Cette
technologie garantit un haut rendement d’ADN aprés extraction mais nécessite trente minutes

de lyse d’échantillon et n’est pas incluse dans le processus automatisé.

L’Analyzer assure le traitement automatique de la cassette Unyvero. Elle se compose
d’¢léments mécaniques, €lectroniques et optiques qui permettent de contrdler I’ensemble du
traitement des échantillons et des étapes d’analyse. Deux emplacements de cassettes sont
disponibles dans 1’ Analyzer, ce qui permet de traiter simultanément et indépendamment deux
cassettes. Le systéme exécute automatiquement 1’isolation et la purification de I’ADN ainsi que
son amplification spécifique par PCR-M et sa détection par hybridation sur sonde. Il génére
ensuite des informations sur les germes présents dans I’échantillon et les génes de résistances

associés en 4h30, sans aucune intervention de 1’opérateur.

Le Cockpit permet de controler le Lysator et I’ Analyzer. Il est équipé d’un écran tactile et d’un
lecteur de codes-barres qui permet d’identifier et d’associer chaque échantillon testé a la
cassette correspondante par leurs codes-barres respectifs. Ce systéme permet notamment une
tragabilité compléte, indispensable dans un contexte d’accréditation et d’assurance qualité des
laboratoires. Il permet a I’utilisateur de visualiser les résultats en fin de réaction et comporte

¢galement un historique des tests précédemment effectués.
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1.5.5.2.2 La cassette Unyvero® UTI Cartridge

La PCR-M se déroule dans une cassette UTI représentée par la Figure 9. Elle contient tous les
réactifs nécessaires a I’analyse : des conteneurs de réactifs, une colonne de purification d’ADN,
huit chambres de PCR indépendantes et le nombre correspondant de matrices, le tampon pour
la purification de I’ADN, les réactifs et les primers associés a des marqueurs fluorescents pour

I’amplification de la PCR, ainsi que des sondes pour ’hybridation de la matrice.
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Figure 9 : Présentation de la cassette Unyvero® UTI Cartridge
A) photographie personnelle, B) photographie issue du site de Curetis
Un contrdle interne (un géne synthétique sans homologie significative a des séquences connues)
s’exécute a I’intérieur de la cassette a chaque mesure afin de vérifier la purification de I’ADN,

la PCR ainsi que I’hybridation de la matrice. Ce géne est amplifi¢ dans chacune des huit

chambres de PCR et hybridé sur chaque matrice.

La cassette Unyvero® UTI permet la détection de 88 pathogénes différents, et ’identification

de I’espece de 25 micro-organismes, décrits dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Liste des micro-organismes intégrés au panel du systéme Unyvero® UTI

Bactéries 2 Gram positif

Entérobactéries

Staphylococcus aureus
Staphylococcus saprophyticus
SCN

Streptococcus agalactiae
Enterococcus spp.
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Corynebacterium urealyticum

Enterobacteriaceae
Citrobacter freundii / koseri
Klebsiella aerogenes
Enterobacter cloacae complex
Escherichia coli

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella varicola

Proteus spp.

Providencia spp.

Bactéries a Gram négatif non fermentants

Bactéries anaérobies

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii complex

Bacteroides spp. / Prevotella spp.

Champignons Autre
Candida spp. Bactéries universelles
Candida albicans

Candida auris

Candida glabrata

Dans ce tableau, on peut noter la détection de deux entités particulieres :

o L’entité « Enterobacteriaceae » : le systéme détecte la présence d’entérobactéries dans
I’échantillon. Cette entité peut &tre associée a la détection en paralléle d’une

entérobactérie du panel, ou au contraire d’une entérobactérie ne faisant pas partie du

panel ;

e L’entité « Bactéries universelles » : le systétme détecte une séquence génétique

procaryote. Par cette entité, il signale la présence d’un micro-organisme non inclus dans

le panel.

Les geénes de résistances inclus dans le panel sont présentés dans le Tableau 6.
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Tableau 6: Liste des génes de résistance intégrés au panel du systéme Unyvero® UTI

Possible
Oxacilline Glycopeptides C3G  Carbapénémes Polymyxines FQ  Sulfamides
résistance
IMP, KPC,
vanA, NDM, VIM,
Marqueur mecA 5 blactxm 0XA-23, mer-1 qnrB sull
v OXA-24/40,
OXA-48

Toutes les étapes de 1’analyse, sauf la préparation de 1’échantillon, sont réalisées a I’intérieur
de la cassette. Ces étapes durent quatre heures au cours desquelles plusieurs processus vont se

mettre en place.

L’extraction d’ADN se fait grace a une colonne de purification en silice. L’ADN est absorbé
spécifiquement sur la membrane de silice en présence de certains sels et a un pH particulier.
Les contaminants cellulaires sont éliminés par les différentes étapes de lavage. L’ADN est

finalement élu¢ dans un tampon faible en sel ou tampon d’élution.

L’amplification de I’ADN dans I’Unyvero® Cartridge se fait par une technique de PCR-M en
point final. Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes : une dénaturation par chauffage
afin de séparer les deux brins qui le compose, une hybridation par les amorces spécifiques
couplées a des marqueurs fluorescents aux extrémités de la séquence recherchée, puis une
¢longation opérée grace a I’ADN polymérase. Les huit chambres de PCR sont indépendantes
les unes des autres pour des raisons techniques notamment de température, d’hybridation des

couples d’amorces, de proximité des s€quences nucléotidiques.
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Tableau 7: Distribution des marqueurs génétiques selon la chambre de PCR dans ["Unyvero® UTI Cartridge

Chambre 1 Chambre 2 Chambre 3 Chambre 4
Citrobacter freundii / Bactéries universelles Corynebacterium SCN
koseri Bacteroides spp. / urealyticum Enterococcus faecalis
Enterobacter cloacae Prevotella spp. Enterococcus faecium . .
| : Providencia spp.
compiex Candida auris mecA
Escherichia coli sull
scherichia cott Candida glabrata Staphylococcus aureus vanB
KPC Candida spp.
VIM
Chambre 5 Chambre 6 Chambre 7 Chambre 8
Acinetobacter baumannii Candida albicans blacrxm Enterobacteriaceae
complex Enterococcus spp. Klebsiella aerogenes mer-1
blactxa IMP Klebsiella oxytoca NDM
Kiebsiella pneumoniae kpl Klebsiella pneumoniae kpll | Proteus spp. qnrB
Klebsiella varicola OXA-48 Pseudomonas qnrS
OXA-23 aeruginosa
Streptococcus
OXA-24/40 agalactiae
vanA

L’hybridation de I’ADN se fait sur microassays ou puce a ADN. Cette cartouche contient 8
matrices a membrane indépendantes les unes des autres, chacune possédant quatre a six sondes.
Ces matrices de faible densité permettent la détection finale de I’ADN grace a une lecture
optique des amplicons marqués par fluorescence. Une série d’images issues de 1’hybridation

est capturée par un appareil photo a fluorescence, puis est exploitée par le logiciel Unyvero.

Enfin, la semi-quantification de chaque germe retrouvé dans 1’échantillon est évaluée par un

systéme de croix (+, ++, ou +++).

La cassette est hermétiquement fermée, réduisant le risque de contamination et la fuite
potentielle de 1’échantillon urinaire. Elle est a usage unique et doit étre jetée apres utilisation.
Sa taille n’est cependant pas négligeable et a prendre en compte en termes de stockage et de

déchets générés.

1.5.5.2.3 Autres consommables
L’Unyvero Sample Tube est un petit tube contenant un tampon de lyse des bactéries dans lequel
I’échantillon est introduit. Il est fermé hermétiquement puis introduit dans le Lysator pour

I’étape de lyse.
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L’Unyvero Master Mix Tube contient des réactifs permettant I’amplification de I’ADN. Il est

stocké a -20°C, décongelé, puis introduit dans la cassette juste avant 1’analyse.

1.5.5.2.4 Le rapport de résultats
Un rapport de résultat est édité par le Cockpit. La Figure 10 est un exemple de rapport que 1’on

peut obtenir.
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Scuretis
Rapport de résultats

ID du test:

ID de I'échantillon:
Date du test:
Application:
Indication:

Type échant.:

ID de la cassette:
Utilisateur - début:

unyvero

2018-02-23 18:33:10

1802_37

21_0020

2018-02-23 18:32:56
UTI

Urine

Milieu de jet

92282

caen

Microorganismes

@® Universal Bacteria Il

Enterobacteriaceae

@«

Gram-positif

c Citrobacter freundii/koseri
€ Coagulase negative staphylococci i [ | 396 °

Enterobacter aerogenes

o Staphylococcus aureus | | 697

c Enterobacter cloacae complex I}
° Staphylococcus saprophyticus 0 c o |

scherichia coli

@ Streptococcus agalactiae 0 @ Kiebsiella oxytoca

c Klebsiella pneumoniae
©  Enterococcus spp. I g @ Kiebsiella variicola
Q Enterococcus faecalis 0 ° Proteus spp. I
° Enterococcus faecium 0 c Providencia spp. I
° Corynebacterium urealyticum 0
Anaérobies Fungi
0 Bacteroides spp. / Prevotella spp. [ HEE 2481 c Candida spp.

° Candida albicans
Non-fermenting bacteria ° o 3

andida auris

c Acinetobacter baumannii complex 0 c Candida glabrata
° Pseudomonas aeruginosa 0

Marqueurs de résistance

Géne de résistance H

L'utilisation des classes de subst. actives
suiv. peut entrainer I'échec thérapeutique

| ‘ Prévalence élevée dans

0 mecA Oxacilline Staphylococcus spp.

° vanA Glycopeptides phy spp-, p spp., E spp.
Q vanB Glycopeptides hyl spp., p spp., E spp.
Q ctx-M Céphalosporines de 3e génération Enterobacteriaceae, Non-fermenting bacteria

° imp Carbapénémes Er iaceae, N ing bacteria

c kpc Carbapénémes Enterobacteriaceae, Non-fermenting bacteria

° ndm Carbapénémes Enterobacteriaceae, Non-fermenting bacteria

° oxa-23 Carbapénémes Er iaceae, Non-f bacteria

Q oxa-24/40 Carbapénémes Enterobacteriaceae, Non-fermenting bacteria

Q oxa-48 Carbapénémes Er iaceae, N ing bacteria

Q vim Carbapénémes Enterobacteriaceae, Non-fermenting bacteria

Q qnrB Fluoroquinolones Enterobacteriaceae

° qnrS Fluoroquinolones Enterobacteriaceae

e mer-1 Polymyxines / Polypeptides Enterobacteriaceae

° sul1 Sulfonamides Er iaceae, Non-fi ing bacteria

Figure 10 : Exemple de rapport de résultat
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2 Matériels et méthodes

Le but de notre étude a été d’évaluer les performances de 1’automate Unyvero® UTI pour le
diagnostic des ITU graves et a risque de complication par rapport a la culture microbiologique
conventionnelle. Cette étude a été menée au laboratoire de microbiologie du CHU de Caen entre
le 1¢ décembre 2017 et le 6 avril 2018. Il s’agit de la premiere étude d’évaluation de cet
automate, en association avec les laboratoires de microbiologie du CHU de Rennes et de
Monchengladbach en Allemagne. Seuls les résultats de notre service ont été analysés dans ce
travail de these pour des raisons pratiques de collection de données patients et de prélévement
(délais de rendu de résultats, services d’hospitalisation, paramétres biologiques associés...) afin

de réaliser un travail le plus complet possible.

Un total de 113 prélévements urinaires a ¢été analysé dont 49 rétrospectivement et 64

prospectivement.

t=24h - t=48-72h 1ité aux
= antibiotiques

t=5h ifi +géne
de résistance

t=24h - t=48-72h ibilité aux
antibiotiques

t=5h ification + géne
de résistance

Sélection rétroprospective de
— décembre 2017 & mars 2018
(n=49)

Sélection des ECBU
(n=113)

Sélection prospective de
I février a mars 2018
(n=64)

Unyvero® UTI

Figure 11 : Diagramme de flux de l'étude

2.1 Criteres d’inclusion a ’étude

2.1.1 Critéres d’inclusion

Les critéres d’inclusion des ECBU dans 1’étude étaient les suivants :

e Prélévement urinaire ;

e Prélévement unique ;

e Prélévement non centrifugé ou prétraité ;

e Volume de prélévement d’au moins 1,2 millilitre ;

e Pour la partie rétrospective : Prélévement congelé a -20°C dans les 24 heures suivant le

recueil puis placé a 4°C avant I’analyse ;
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e Pour la partie prospective : Prélevement frais, stocké & 4°C, non congelé, et analysé
dans les 24 heures suivant le recueil ;

e (Culture positive pour inclure un échantillon de maniére rétrospective ;

e Patient avec au moins un facteur de risque d’IUC selon les critéres de la SPILF (cités
au chapitre 1.2.1.2) ;

e Patient avec un critére de gravité (cités au chapitre 1.2.1.3).

2.1.2 Critéres d’exclusion

Les criteres d’exclusion des ECBU dans 1’étude étaient les suivants :

e Préléevement non unique ;

e Urines de 24 heures ;

e Echantillons pour lesquels I’analyse Unyvero® ne peut étre effectuée dans les 24 heures
suivant l'arrivée de 1'échantillon au laboratoire ;

e Echantillons pour lesquels la durée de conservation a dépassé 24 heures a 4°C ;

e Volume de prélévement inférieur a 1,2 millilitre ;

e Absence de renseignement clinique en faveur d’une ITU ;

e Absence de facteur de risque d’IUC ou de critére de gravité ;

e Prélévements urinaires plurimicrobiens en rétrospectif (plus de deux especes isolées en
culture) ;

e Bactéries isolées non intégrées dans le panel Unyvero®, en rétrospectif.

2.1.3 Aspect éthique

Chaque patient a été informé par lettre postale de son inclusion dans cette étude avec la

possibilité de s’y opposer. Aucune opposition n’a cependant été enregistrée.

2.2 Recueil des données clinico-biologiques
Pour tout patient inclus dans I’étude, plusieurs informations ont été collectées. En premier lieu,
les données démographiques telles que le sexe, 1’age, et le type de service d’hospitalisation. En

deuxiéme lieu, les données cliniques telles que :

e Les facteurs de risque d’IUC ou les critéres de gravité ;

o Les facteurs de risque d’ITU a E-BLSE, rétrospectivement, chez les patients pour
lesquelles la culture retrouvait une E-BLSE ;

e Un diabéte non insulino-dépendant ;

e Un antécédent d’ITU ou un terrain d’ITU a répétition ;

e Laconsidération par le service des résultats de ’ECBU au sein de ’histoire clinique du

patient (colonisation, cystite, pyélonéphrite, [IUM, sepsis).
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La colonisation est définie par une contamination vaginale, par la présence d’au moins trois
types de germes, ou encore lorsque le service n’a pas considéré qu’il s’agissait d’une infection,

suite a un avis infectieux ou sans justification.
L’origine de I’infection était également relevée. On distingue :

e Infection communautaire : Infection présente chez un individu avant son admission dans
un établissement de soins et qui peut étre la cause de cette admission ;

e Infection nosocomiale, ou associée aux soins : Infection contractée dans les 48 heures
suivant I’hospitalisation du patient ;

e Infection nosocomiale du patient non hospitalisé : Infection nosocomiale du patient
sé¢journant dans un établissement de soins hors centres hospitaliers (EHPAD,

¢tablissements de soins de suite et de réadaptation (SSR)...)

Ces informations ont été collectées grace au logiciel informatique d’aide a la prescription du
CHU de Caen, REFERENCE®, dans lequel sont regroupés toutes les observations médicales

des patients.
Les résultats de ’ECBU ont été également consignés :

e Origine de ’urine ;

e Numération leucocytaire ;

e Résultats de I’examen direct ;

e Résultats de la culture : Numération bactérienne, prélévement monomicrobien ou

polymicrobien, identification du ou des micro-organismes(s), phénotype de résistance.

Les patients devaient avoir au moins un FDR d’TUC ou d’ITU grave pour étre inclus dans
1I’étude. Par ailleurs, les urines testées de maniere rétrospective ont également été sélectionnées
en fonction des germes retrouvés en culture, afin de pouvoir tester la plus grande variété de
germes possible compris dans le panel mais également afin d’éviter les prélévements stériles

ou les contaminations vaginales.

De plus, la date et I’heure de prélévement, de I’ensemencement, de la validation biologique de
I’identification du pathogene et éventuellement du phénotype de résistance ont été recueillies

afin d’établir les différents délais de rendu de résultats.
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Enfin, les résultats des parametres biologiques associés a ’ECBU, du jour méme idéalement
ou de la veille, ont été collectés afin d’avoir une vision globale de I’état de la fonction rénale et

I’état inflammatoire et/ou infectieux des patients :

e CRP;
e PCT;
e DFG;

e (Créatininémie ;
e Urémie ;

e NFS : taux de leucocytes, et notamment de polynucléaires neutrophiles (PNN).

Le systéme inter-laboratoires du CHU de Caen, TDNexLabs® de la société Technidata®, nous

a permis de collecter tous ces parameétres biologiques.

2.3 Prise en charge des échantillons

La culture microbiologique conventionnelle est 1a méthode de référence de cette étude.

2.3.1 Culture microbiologique
La prise en charge des ECBU est décrite dans la Figure 12. Elle peut comprendre de nombreuses

étapes, sur plusieurs jours, avant validation biologique du résultat.

Ensemencement de

100 uL durines | t=24h ey
+ ED (Gram) 91t
» ficationpar  t=24 h
L——»  ECBU positif MALDI-TOF
- Si :CMI
t=24h BLSE, s
carbapénémases

Figure 12 : Chronologie de réponse des ECBU par la méthode microbiologique standard (cultures)

La détermination de la sensibilité aux antibiotiques a été déterminée par dilution en milieu
liquide, en utilisant 1’automate VITEK® 2. Il existe certains cas de figures pour lesquels la
dilution en milieu solide est préférée a la dilution en milieu liquide. En effet, le VITEK® 2 ne
permet pas une bonne détermination de la sensibilité des bactéries potentiellement
multirésistantes, sur certaines molécules, notamment le céfépime, et peut donc conduire a une

erreur de rendu du phénotype de résistance (120,121).
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Il s’agit des micro-organismes suivants :

e Entérobactéries du groupe 3 ;

e P. aeruginosa ;

e Uropathogenes émergents (Aerococcus sanguinicola, Aerococcus urinae, Actinotignum
schaalii) ;

e SARM;

e Tout autres cas pour lesquels le VITEK® 2 fournit un phénotype de résistance douteux.

2.3.2 Unyvero

En paralléle de la culture, les urines étaient analysées par le systéme Unyvero® UTL Pour ce
faire, 180 puL de prélévement sont transférés dans I’Unyvero Sample Tube, lequel est ensuite
fermé hermétiquement et introduit dans le Lysator pour 1’étape de lyse qui dure environ trente

minutes. Un écran sur le Lysator permet d’indiquer le temps de lyse restant.

En parallele, I’'Unyvero Master Mix, stocké a -20°C, est décongelé a température ambiante

pendant au moins trente minutes.

Il faut ensuite, a partir du Cockpit, créer le nouveau test et scanner les codes-barres

correspondants au numéro de 1’étude de 1’échantillon et de la cassette.

Quand la lyse de I’échantillon est terminée, enlever 1’Unyvero Sample Tube du Lysator, et
I’insérer dans la cassette, avec I’Unyvero Master Mix, comme indiqué sur la Figure 13. Enfin,

insérer la cassette dans I’ Analyzer et lancer 1’analyse.

unyvero o gl

Infection

_;' NG s ToTlozses [REF wome
Touretis ’ U

Figure 13 : Zones d'insertion de l'Unyvero Sample Tube (4) et du Master Mix (B) dans la cassette
(photographie personnelle)

I1 est conseillé de ne pas dépasser 60 minutes de délai entre la fin de I’étape de lyse et le début

de I’analyse. La durée de 1’analyse est d’environ 4,5 heures et il est possible de suivre le temps
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d’analyse restant puis de consulter le résultat a la fin de 1’analyse sur I’écran du Cockpit. Les

étapes de I’analyse sont résumées sur la Figure 14.

Transférer 180 pl d'urines Insérer le Sample Tube dans le Lysator :
dans le Sample Tube début de I'étape de lyse : 30 minutes

-

Insérer le Sample Tube et le Master Mix
dans la cassette

Edition du compte rendu final Scanner puis insérer la cassette dans
I'Analyzer : début de I'analyse : 4 heures

Figure 14 : Chronologie des différentes étapes avant analyse par I'Unyvero® UTI
(adaptée de la brochure Unyvero® UTI disponible sur www.curetis.com)

Le volume restant de chaque échantillon est réparti équitablement en deux aliquots puis stocké
a-20°C:

e Un aliquot est envoyé a Curetis® pour une nouvelle analyse en cas de discordance ;

e Un aliquot est conservé par notre laboratoire afin de constituer le souchier de 1’étude.

Chaque urine n’est analysée qu’une seule fois par I’'Unyvero® UTI. Dans le cas ol une erreur
technique se produit (dans notre cas, quand une chambre de la cassette n’était pas
fonctionnelle), Curetis® analyse de nouveau 1’échantillon a partir d’aliquots des échantillons

conservés a -20°C que nous leur transmettons au fur et a mesure de 1’étude.
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2.4 Interprétation des résultats

Tout d’abord, les données démographiques, les facteurs de risque, le diagnostic retenu et les
différents résultats biochimiques et hémato-cytologiques de la population d’étude seront

€Xposes.

Puis les résultats des cultures et de I’'Unyvero seront présentés et comparés. Les criteres de

concordance sont :

e Concordance d’identification lorsque le micro-organisme identifié par le systéme
Unyvero® est identique a celui isolé en culture, au moins au genre ou au groupe de
bactéries si tel est le cas (SCN, Proteus spp., Enterococcus spp., Providencia spp.,
Bacteroides spp., Prevotella spp., Candida spp.) ;

e Concordance phénotypique et génotypique lorsque les marqueurs de résistance

®

identifiés par I’Unyvero” correspondent aux résistances retrouvées par les méthodes

conventionnelles (VITEK® 2 ou la diffusion en milieu gélosé).

Pour finir, les délais de rendu de résultats, de I’enregistrement au laboratoire a la validation

biologique, seront détaillés.

2.4.1 Analyse statistique

Les différentes analyses statistiques et les graphiques ont été effectués en utilisant les logiciels
Excel® et R (GNU Public Licence®).
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3 Résultats

3.1 Données démographiques

La population d’étude était majoritairement féminine (n=66, 58 %) avec un sex-ratio
femme/homme a 1,4. L’age moyen des patients était de 61,8 ans, avec une médiane a 67 ans et
toutes les tranches d’ages étaient représentées, avec des patients agés de 45 jours a 99 ans. Parmi
les patients inclus, 30,7 % (n=35) étaient agés de 75 ans ou plus. La Figure 15 représente la
répartition des genres masculin et féminin de la population d’étude en fonction de 1’age. On
peut notamment remarquer que jusqu’a 50 ans, il s’agissait d’une population plutot féminine,
avec un pic autour de la vingtaine. Apres cet age, les ITU sont plus nombreuses et les deux

sexes sont autant représentés, avec un second pic observé chez les femmes de 90 ans.

Nombre de patients
o
°

0.0

0 10 20 30 40 60 74 83 90 100

50
Age (années)

Figure 15 : Répartition du genre de la population d'étude en fonction de l'age.

Les prélévements étaient envoyés depuis les services de médecine majoritairement (n=49, 43,4
%), puis des services des urgences adultes ou pédiatriques (n=35, 31,0 %), les services de

chirurgie (n=20, 17,7 %) et les services de réanimation (n=9, 7,9 %).
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3.2 Clinique et facteurs de risque

Les patients inclus devaient avoir au moins un FDR ou présenter une ITU grave pour étre inclus
dans 1’étude. Ainsi, sur la population d’étude, 55 patients présentaient un FDR, 38 patients

présentaient deux FDR et 10 patients présentaient au moins trois FDR.

Les quatre FDR les plus représentés étaient le patient 4gé « fragile » (n=41, 36,3 %),
I’immunodépression (n=37, 32,7 %), le sondage urinaire (n=30, 26,5 %), et la présence d’une

uropathie (n=28, 24,8 %). La Figure 16 représente la proportion de chaque FDR.

Patient agé "fragile" 41
Immunodépression 37
Sondage 30
Uropathie 28
Greffe rénale 16
Insuffisance rénale chronique 12
Intervention urologique 10

Grossesse 4

Figure 16 : Représentation de chaque facteur de risque dans la population d'étude.

Parmi les 17 patients infectés par une E-BLSE, seule une patiente ne présentait pas de FDR
d’E-BLSE. Sept patients avaient des antécédents d’ITU a E-BLSE dans les six mois précédents
(41,2 %), six patients avaient été hospitalisés dans les trois mois précédents (35,3 %), cinq
patients avaient été traités par AMC, C2G, C3G, ou FQ (29,4 %) et deux patients vivaient en
institution (EHPAD) (11,8 %).

De plus, on peut noter que 27,2 % (n=31) des patients inclus étaient sujets a des ITU a répétition,
12,3 % (n=14) étaient diabétiques non insulino-dépendants, et 7,9 % (n=9) étaient en
insuffisance rénale aigué conjointement a 1’épisode d’ITU. Enfin, 13,8 % (n=11) des patients

présentaient un sepsis a point de départ urinaire, représentant donc une ITU grave.

Le diagnostic retenu était une IUM pour 38 patients (33,6 %), une cystite pour 28 patientes
(24,9 %), une PNA pour 25 patientes (22,1 %), et une ITU grave avec sepsis a point de départ
urinaire pour 11 patients (13,8 %). A noter que 18 patients ont été considérés comme colonisés

(15,9 %) et 4 patients n’étaient pas infectés (3,5 %).
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Le Tableau 8 résume les principales caractéristiques démographiques et les facteurs de risque

de la population d’étude.

Tableau 8 : Caractéristiques déemographiques et cliniques de la population d’étude en nombre de patients et en
(%) de la population totale

Age médian (minimum — maximum) en années 67 (0-99)
Sexe
Féminin 66 (58,4)
Masculin 47 (41,6)

Spécialité d’admission

Médecine 49 (43,4)
Urgences 35(31,0)
Chirurgie 20 (17,7)
Réanimation 9(7,9)

Diagnostic retenu

Infections urinaires masculines 38 (33,6)
Cystite 28 (24,9)
Pyélonéphrite aigué 25 (22,1)
Colonisation 18 (15,9)
Pas d’infection urinaire (culture négative) 4(3,5)
Dont sepsis 11 (13,8)

Origine de I’infection

Communautaire 49 (53,8)
Nosocomiale 37 (40,7)
Nosocomiale non hospitalisé 5(5,5)

Facteurs de risque

Patient agé « fragile » 41 (36,3)
Immunodépression 37 (32,7)
Sondage 30 (26,5)
Uropathie 28 (24,8)
Greffe rénale 16 (14,2)
Insuffisance rénale chronique 12 (10,6)
Geste urologique 10 (8,8)
Grossesse 4 (3,5)
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3.3 Résultats biologiques

3.3.1 Données biochimiques et hématologiques des patients

La population de 1’¢étude avait en moyenne une CRP trés augmentée a 111,4 mg/L. La PCT
¢était également €levée, en moyenne a 2,5 ng/mL, bien que I’effectif soit seulement de 7
patients. Par ailleurs, les patients avaient une leucocytose moyenne de 11,56 G/L et une
neutrophilie moyenne de 9,2 G/L. Concernant 1’état de la fonction rénale, on pouvait noter
une hyperurémie et une hypercréatininémie moyennes de 13 mmol/L et de 151,9 mmol/L
respectivement. De plus, le DFG moyen associé était plutdt bas, a 61,9 mL/min/1,73m?>

L’ensemble de ces données est résumé dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Données biochimiques et cytologiques d’intérét de la population d'étude

Parameétre (unité) Valeurs normales Valeur moyenne (min — max) Effectif
CRP (mg/L) 0-6® 111,4 (<3-350) 73
PCT (ng/mL) <0,5® 2,5 (0,16 — 6,74) 7
DFG (mL/min/1,73m?) >90© 61,9 (3-147) 93
Créatininémie (umol/L) 40-110@ 151,9 (11-1212) 98
Urémie (mmol/L) 2,5-6,6® 13,0 (2-58,2) 98
Leucocytes (G/L) 4-10,5@ 11,56 (0,28 —33,36) 101
PNN (G/L) 1,8-8@ 9,2 (1,47 —27,53) 99
Références :

@ - Valeurs normales internes aux laboratoires de biochimie et d "hématologie du CHU de Caen
® - Venet et al.(92) ;
© : Levey et al.(122).

3.3.2 Microbiologie : résultats des ECBU

Les urines recueillies étaient pour la majorité d’origine mictionnelle (n=78, 69 %). Vingt et un

patients (18,6 %) étaient porteurs d’une sonde urinaire. De plus, on dénombre 14 urines de

typologie particuliére (12,4 %), notamment des urines pyéliques, urines de néphrostomie ou

des urines de sonde urétérale.

La numération leucocytaire fit effectuée sur toutes les urines, hors urines sur sonde. Elle était

significative pour 108 dossiers, soit 95,6 %. Pour ces derniers, un examen direct a été réalisé et

81,4 % mettaient en évidence des bactéries ou des levures.

Concernant les résultats des ECBU, la plupart étaient monomicrobiens (65,1 %, n=71). Un total

de 125 micro-organismes a été mis en évidence. Quinze prélévements n’étaient pas

exploitables : quatre prélévements étaient stériles, quatre prélévements étaient contaminés par
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la flore vaginale, et sept prélevements présentaient au moins trois types de micro-organismes.
De plus, la culture était significative (bactériurie ou levururie positive) dans 96 % des cas

(n=120).

Le Tableau 10 résume les principales caractéristiques microbiologiques des ECBU inclus dans

I’étude.

Tableau 10 : Caractéristiques microbiologiques des échantillons urinaires en nombre d’ECBU et en (%)

Origine des urines

Urines mictionnelles 78 (69,0)

Urines sur sonde 21 (18,6)

Autres origines” 14 (12,4)
Leucocyturie significative’ 108 (95,6)
Nombre d’ ECBU a culture significative® 120 (96)
Moyenne de bactériurie ou levururie 10°

Prélévement mono ou polymicrobien
Monomicrobien 71 (65,1)
Polymicrobien 38 (34,9)

@ : Autres origines : Urines pyéliques, urines de néphrostomie, urine d urétérostomie, urine urétérale, urine sur
cathéter sus-pubien, urine de déviation urinaire externe de type Bricker.

b . Le seuil de leucocyturie significative est supérieur ou égal 10 leucocytes/mm3 (76)

¢ Bactériuries et levururies supérieures ou égales aux seuils de significativité définis par la SPILF en fonction du
micro-organisme et du sexe (3)

3.3.2.1 Identification
La proportion de chaque micro-organisme retrouvé en culture est représentée dans la Figure 17.
A noter qu’aucun « uropathogeéne émergent » n’a €té isol¢ en culture malgré une population

d’¢étude plutdt agee.
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Figure 17: Proportion de micro-organisme retrouvés en culture
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Concernant I’épidémiologie de notre étude, afin d’obtenir des données les plus justes possibles,
nous ne pouvions I’analyser qu’a partir des données prospectives, compte tenu de la sélection
qui a été faite sur les urines rétrospectives. La Figure 18 représente 1’épidémiologie de la partie

prospective de 1’étude, soit 64 urines.
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Figure 18 : Epidémiologie de l'étude (partie prospective)

Parmi ces données, il y avait 35 micro-organismes isolés de cultures d’infections
communautaires, représentés a 60 % par E. coli (n=24) puis E. faecalis a 25,7 % (n=9). De
méme pour les 24 micro-organismes liés a des infections nosocomiales, on retrouvait tout
d’abord K. pneumoniae (n=4), puis E. coli, E. faecalis et S. aureus (n=3). Les autres
prélévements ont été considérés comme des colonisations (n=16) ou étaient stériles (n=4).
L’¢épidémiologie des ITU des patients agés de 65 ans ou plus de notre étude était également
marquée par la présence majoritaire de E. coli a 38,7 % (n=12), suivie par E. faecalis (n=5) puis

S. aureus (n=3). L’ensemble de ces données est représenté dans la Figure 19.
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Figure 19 : Epidémiologie de I’étude selon l'origine de l'infection et chez les patients dgés de plus de 65 ans
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3.3.2.2 Phénotype de résistance

Soixante-dix-neuf résistances phénotypiques ont été signalées sur 43 prélévements, soit 38,1 %
des échantillons. Les résistances retrouvées en culture sont représentées dans la Figure 20, et
étaient principalement des résistances au cotrimoxazole (39,2 %, n=31), aux fluoroquinolones
(34,2 %, n=27) et des E-BLSE (22,8 %, n=18). La culture retrouvait ¢galement deux SARM

et une souche de K. pneumoniae productrice de carbapénémase de type OXA-48.

SARM OXA-48
3% 1%
E-BLSE
23% Cotrimoxazole

39%

Fluoroquinolones
34%

Figure 20 : Résistances retrouvées en culture

Les E-BLSE étaient représentées pour la plupart par E. coli (44,4 %, n=8), puis K.
pneumoniae (27,8 %, n=5), E. cloacae complex (22,2 %, n=4) et K. aerogenes (5,6 %, n=1).
A noter que 19,5 % (n=8) de la population des E. coli de notre étude possédaient un
phénotype de résistance de type BLSE. Cette proportion s’¢levait a 45,5 % des isolats de K.

phneumoniae.

3.3.3 Résultats de ’'Unyvero® UTI

3.3.3.1 Identification

Un total de 243 micro-organismes a été mis en évidence par le systéme Unyvero® UTI, soit
presque le double de la culture classique. Les échantillons monomicrobiens représentaient 23,5
% des urines testées. La présence de chaque micro-organisme était semi-quantifiée, telle que
101 micro-organismes avaient trois croix de semi-quantification, 56 avaient deux croix et 86
avaient une croix. La proportion semi-quantitative de chaque micro-organisme est représentée

sur la Figure 21.
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Figure 21 : Proportion de chaque micro-organisme dans le systéme de semi-quantification de I’'Unyvero® UTI

Trois micro-organismes ou plus ont été¢ détectés sur 40 échantillons, quel que soit la semi-
quantification (40,8 %). Ce nombre était réduit a 18 échantillons (18,4 %) si ’on prend
uniquement en considération les micro-organismes détectés a deux ou trois croix de semi-
quantification. Par ailleurs, le nombre maximal de micro-organismes détecté¢ sur un méme

échantillon était de neuf.

A noter également que deux urines ont été rendues stériles. De plus, sur I’ensemble des urines
b

testées, quatre chambres de PCR n’ont pas fonctionné, ce qui représente 3,5 % des échantillons.

3.3.3.2 Geénes de résistances

Soixante-treize génes de résistance ont été détectés par le systéme Unyvero® UTI sur 52
échantillons (46,0 %). Les geénes les plus fréquemment rencontrés étaient le géne mecA pour 36
% des cas (n=26), principalement associ¢ a des SCN (n=19) ainsi qu’a quatre S. aureus, mais
également dans quatre prélévements sans aucun staphylocoque associé détecté. Le gene blacrx-
umreprésentait 25 % (n=18) des résistances détectées, parmi lesquelles on retrouvait dix £. coli,
neuf K. pneumoniae, trois K. oxytoca et E. cloacae complex, et un Citrobacter spp., K.
aerogenes et Proteus spp. (six prélevements détectaient deux entérobactéries différentes). A
noter que le géne blacrx-i a également été retrouveé sans détection parallele d’une entérobactérie

pour un prélévement.
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Les génes les plus fréquemment détectés ensuite étaient les genes sull et gnrB ou gnrS dans 19

% (n=14) et 18 % (n=13) des cas respectivement.

De plus, deux carbapénémases ont été¢ détectées : une carbapénémase de type OXA-23 d’un P.
mirabilis et une carbapénemase de type OXA-48 d’une K. pneumoniae. Les proportions de

chaque géne de résistance sont représentées dans la Figure 22.

OXA-23 OXA-48
1% 1%
qnrB/S
18% mecA
36%
sull
19%
blacrym

25%

Figure 22 : Genes de résistance détectés par I'Unyvero® UTI

3.3.4 Concordance des résultats entre la culture et le syst¢tme Unyvero® UTI
La comparaison des résultats entre la culture et le systéme Unyvero® a été effectuée a partir des
prélevements positifs en culture uniquement (n=98). N’¢taient donc pas comparables, les
prélévements stériles, les prélévements avec au moins trois types de colonies isolées, ou les
contaminations vaginales. De méme, les résultats ne pouvaient étre comparés que si les micro-

organismes et les résistances isolés en culture étaient inclus dans le panel de la cartouche UTL

3.3.4.1 Concordance d’identification
Les proportions des différents micro-organismes isolés en culture et détectés par 1’'Unyvero®

UTT sont représentées sur la Figure 23.
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Parmi les micro-organismes isolés en culture, quatre ne font pas partie du panel de 1’'Unyvero®
UTI et n’ont donc pas pu étre détectés par ce dernier : Morganella morganii, Saccharomyces
cerevisiae, Streptococcus pyogenes et Candida norvegensis. A noter qu’ils étaient
systématiquement associés a un autre micro-organisme considéré comme pathogene. Les
micro-organismes isolés en culture étaient retrouvés par I'Unyvero® UTI dans 98,0 % des
échantillons urinaires (n=96). Les deux résultats discordants, exposés dans le Tableau 11,

concernaient une culture a K. oxyfoca et a K. aerogenes.

Tableau 11 : Faux négatifs concernant [’identification des micro-organismes

Numéro d’étude Micro-organismes (culture) Micro-organismes (Unyvero® UTI)

SCN (1+)

21 0006 K. oxytoca
E. cloacae complex (1+)

E. faecalis (2+)

21 0040 K. aerogenes
SCN (1+)

A noter que sur les quatre échantillons stériles en culture, deux 1’étaient ¢galement selon le
systéme Unyvero® UTI. Cependant, pour les deux autres échantillons, le systéme détectait la
présence de Bacteroides spp. / Prevotella spp. a 2 croix ou de SCN a 1 croix. De plus, les
¢chantillons monomicrobiens ¢taient majoritaires en culture puisqu’ils représentaient 65,1 %

des échantillons, alors qu’ils étaient minoritaires avec I’'Unyvero® UTI (23,5 %).

Nous nous sommes également intéressés a la concordance « stricte » entre les deux méthodes,
c’est-a-dire sans aucun micro-organisme supplémentaire retrouvé en PCR. Dans ce cadre, la
concordance diminue a 41,6 %. De méme, si on s’intéresse uniquement aux micro-organismes

a deux ou trois croix de quantification de PCR, la concordance s’éleve a 60,5 %.

De plus, 48 micro-organismes détectés par I'Unyvero® UTI en 2 a 3 croix de quantification de
PCR n’ont pas été retrouvés en culture. La Figure 24 illustre cette population. Parmi eux, on
compte notamment huit micro-organismes anaérobies (Bacteroides spp. / Prevotella spp.), six

E. faecalis et cinq E. coli, P. aeruginosa, Enterococcus spp. et SCN.
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E. faecalis

E. coli

P. aeruginosa

Enterococcus spp.

SCN

E. faecium

Proteus spp.

A. baumannii complex

Enterobacteriaceae

Citrobacter spp.

Providencia spp.

C. urealyticum

C. glabrata

S. aureus

Figure 24 : Micro-organismes detectés par ['Unyvero UTI® a 2 ou 3 croix de quantification, non isolés en
culture

Afin d’avoir une idée de la concordance entre la semi-quantification de I’'Unyvero® UTI et la
bactériurie retrouvée en culture, nous avons pris I’exemple de E. coli, qui est ’espéce
majoritairement rencontrée dans notre étude et dans les données épidémiologiques actuelles.

La Figure 25 en est la représentation.

30
25
20
15

10

Non isolés 1073 1074 1075 1076

Puissance de bactériurie

1 croix 2 croix 3 croix

Figure 25 : Relation entre le nombre de croix de semi-quantification (Unyvero® UTI) et la bactériurie (culture)
pour E. coli

Les performances globales de 1’Unyvero® UTI pour chaque micro-organisme sont détaillées
dans le Tableau 12. On note une sensibilité a 68,7 %, une spécificité a 98,3 %, une VPP a 50,0
%, et une VPN a 99,9 %.
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Tableau 12 : Performances globales de I'Unyvero® UTI avec la culture comme méthode de référence.

Micro-organismes Nombre Sensibilité (%)  Spécificité (%) VPP (%) VPN (%)
E. coli 44 100 98,4 93,2 100
SCN 35 0 98,5 0 100
E. faecalis 29 100 93,9 55,2 100
P. aeruginosa 16 100 97,0 56,3 100
K. pneumoniae 14 100 98,6 78,6 100
E. cloacae complex 13 100 98,2 71,4 100
Proteus spp. 12 100 98,6 75,0 100
Prevotela b 10 0 956 0 100
E. faecium 10 100 96,9 30,0 100
K. oxytoca 9 50 96,5 11,1 99,6
S. aureus 7 57,1 99,6 80,0 98,7
C. albicans 5 100 100 100 100
S. agalactiae 5 100 98,7 40,0 100
Citrobacter spp. 5 100 99,1 60,0 100
C. urealyticum 4 0 98,3 0 100
Providencia spp. 4 100 99,1 50,0 100
K. aerogenes 3 66,7 100 100 99,6
A. baumannii 2 0 99,1 0 100
S. saprophyticus 1 100 100 100 100
C. glabrata 1 0 99,6 0 100
Performances globales 68,7 98.3 50,0 99,9

Note : Apparaissent en rouge les taux inférieurs a 90 %.
3.3.4.2 Concordance de sensibilité

Le taux de concordance stricte de sensibilité aux antibiotiques entre la culture et I’'Unyvero®
UTI s’¢leve a 42,5 %. Par ailleurs, les souches sauvages isolées en culture 1’étaient également
avec 1’Unyvero® UTI dans 88,6 % des cas. Parmi les discordances rencontrées, on peut noter,
en culture, 17 résistances aux FQ, 19 résistances au cotrimoxazole et une E-BLSE non
retrouvées par I’'Unyvero® UTI. A I’inverse, 'Unyvero® UTI a détecté en excés par rapport a
la culture trois génes mecA sans staphylocoque associé, ni en culture, ni détecté par I’'Unyvero®

UTI, six genes sull sans résistance au cotrimoxazole en culture ainsi qu’un géne gnrS sans
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résistance aux fluoroquinolones en culture. Les principales discordances notables sont exposées

dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Discordances de résistance notables entre la méthode de référence (culture) et I'Unyvero®™ UTI

Numéro Identifications Identifications Résistance Résistance
d’étude (culture) (Unyvero® UTI) (culture) (Unyvero® UTI)
K. pneumoniae K. pneumoniae (1+)
21_0005 BLSE, FQ, SXT qnrB (FQ)
E. faecalis E. faecalis (1+)
21_0015 P. mirabilis Proteus spp. (3+) SXT O0XA-23
Enterobacteriacea (2+) blacrx-m (BLSE)
21_0079 C. albicans Non pratiqué
SCN (2+) qnrB (FQ)

Proteus spp. (3+)
21_0096 P. mirabilis Aucune mecA
S. aureus (2+)

Les performances de 1’'Unyvero® UTI concernant les quatre principaux génes de résistance

retrouvés dans notre étude sont exposés dans le Tableau 14.

Tableau 14 : Performances de I'Unyvero® UTI concernant les principales résistances rencontrées dans l'étude

Nombre Nombre de
Geéne de Sensibilité  Spécificité VPP VPN

Résistance d’isolats détections
résistance (%) (%) (%) (%)

(culture) (Unyvero®)
E-BLSE 18 blacrx-m 18 94,4 98,2 944 98,2
Méticilline 2 mecA 23 100 70,4 8,7 100
- S aureus 2 4 100 97,2 50 100
- SCN 0 19 100 55,9 0 100
Fluoroquinolones 27 qnrB/S 12 37,0 95,7 83,3 72,1
Cotrimoxazole 31 sull 21 61,3 78,6 57,1 634

Concernant les E-BLSE, les pourcentages de performances avoisinent les 95 %. Les deux
SARM retrouvés en culture étaient correctement détectés en PCR. Cependant, de nombreux
SCN non isolés en culture (n=35) ; pour lesquels plus de la moitié (54,3 %, n=19) portaient le
géne mecA, étaient détectés par 1’Unyvero® UTL De ce fait, les performances globales
concernant la résistance a la méticilline sont impactées, avec une spécificité a 74,6 % et une
VPP a 10,0 %. Les performances concernant la détection d’une résistance aux FQ sont
variables, d’une sensibilité a 37 %, a une spécificité a 95,7 %. Il en est de méme pour la

résistance au cotrimoxazole, avec des performances allant de 57,1 % pour la VPP a 78,6 % pour
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la spécificité. De plus, la culture d’un échantillon de 1’étude isolait une K. pneumoniae avec une

carbapénémase de type OXA-48, bien détectée par 1’Unyvero® UTL

3.3.4.3 Délais de rendu de résultats
Avec la culture microbiologique conventionnelle, le délai moyen de rendu de 1’identification
était d’environ 37 heures, et celui de I’étude de la sensibilité aux antibiotiques de 71 heures. Par

comparaison, le délai moyen de rendu de I'Unyvero® UTI était de 21 heures environ.

Les différents délais entre 'ECBU et I’'Unyvero® UTI sont représentés sur la Figure 26.

Culture : identification

Culture : phénotype de résistance

0:00 12:00 24:00 36:00 48:00 60:00 72:00 84:00

Délais (en heures)

Figure 26 : Délais de rendu de résultats des différentes méthodes
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4 Discussion

Les ITU chez les patients a risque de complication et les ITU graves sont un vrai challenge pour
les cliniciens car elles nécessitent une antibiothérapie adaptée et précoce dans un trés grand
nombre de cas. A ce jour, le diagnostic des ITU est basé sur ’ECBU avec un examen direct aux
performances limitées et une mise en culture dont le délai de rendu de résultats est en général
de 24 heures pour I’identification du germe et de 48 heures, voire plus, pour sa sensibilité aux
antibiotiques. Le systéme Unyvero® est un automate de PCR-M dédi¢ a I’approche
syndromique dont le kit UTI permet en moins de 5 heures d’identifier 25 micro-organismes et
de détecter 15 génes de résistance. Le but de cette étude a été¢ d’évaluer pour la premicre fois
les performances de ce kit pour le diagnostic rapide des ITU et comparer les données obtenues

avec les « standards of care ».

4.1 Epidémiologie de I’étude et intérét de PECBU

La population de 1’étude était semblable a celle décrite dans 1’épidémiologie des infections
urinaires, c’est-a-dire une majorité de femmes, en particulier avant 1’age de 60 ans (28,32).
Dans notre étude, les IUM étaient relativement rares avant 60 ans, comme c’est le cas pour
I’épidémiologie actuelle des IUM, puis le sex-ratio se rapprochaient de 1 apres cet age (34).
Cependant, une majorité de patients avaient plus de 60 ans, car la plupart d’entre eux avaient
un FDR d’ITU lié a I’age (« patients agés fragiles »). De plus, les différentes valeurs des
analyses biochimiques et hémato-cytologiques relevées étaient compatibles avec les variations
attendues lors du processus d’inflammation rencontré lors d’ITU et/ou d’atteinte rénale pouvant
étre a I’origine de 'ITU. De méme, les caractéristiques cytologiques des ECBU étaient
¢galement fortement évocatrices d’une ITU. En effet, la leucocyturie était significative dans
plus de 95 % des cas et 96 % des ECBU avaient une culture avec un seuil de bactériurie

significatif.

L’ECBU s’avere donc étre un examen indispensable, avec des résultats de cytologie urinaire
disponibles rapidement apres réception du prélévement grace aux automates de cytologie
urinaire. Il semble judicieux de le compléter par des analyses complémentaires biochimiques et
hémato-cytologiques, dans le but d’apprécier au mieux et le plus tot possible, la probabilité

d’une ITU et sa sévérité, en regard de I’examen clinique.

En ce qui concerne I’épidémiologie microbienne, bien que le nombre de patients inclus de
maniére prospective soit faible, les chiffres se rapprochent des données épidémiologiques
évoquées au chapitre 1.4.2 (25,40). Concernant 1’épidémiologie des ITU communautaires, E.
coli était la bactérie majoritaire avec un taux de 60 %. Nous n’avons pas retrouvé de S.

saprophyticus, ce qui peut s’expliquer a la fois par le nombre insuffisant d’urines testées en
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prospectif et par la population d’étude plutdt agée, alors qu’il est nettement décrit que ce germe
est un pathogeéne urinaire retrouvé principalement chez le sujet jeune et de sexe féminin. Par
ailleurs, 1’épidémiologie des ITU nosocomiales n’était pas comparable a 1’épidémiologie des
ITU communautaires, avec un taux de E. coli, relativement proche de ceux de K. pneumoniae,
S. aureus, ou E. faecalis (25). Chez les patients agés de 65 ans ou plus, E. coli était majoritaire
dans 38,7 % des cas, chiffre qui se rapproche des données nationales (environ 50 % des cas)
(33,42). Notons que les bactéries S. aureus et P. aeruginosa n’ont été retrouvées que dans un
contexte d’ITU nosocomiale, chez des patients agés de 65 ans ou plus, ce qui est également

rencontré dans la littérature (25,42).

Concernant le diagnostic retenu, il y avait davantage d’IUM que de cystites ou de PNA.
Cependant, quelques prélévements ont été classés comme « colonisations », souvent davantage
par manque d’informations sur leur prise en considération des cliniciens dans les comptes

rendus cliniques auxquels nous avions acces, que par réelles colonisations documentées.

4.2 Le kit Unyvero® UTI, un systéme complet et rapide aux

performances mitigées

L’Unyvero® UTI semble posséder de nombreux atouts dans le diagnostic rapide des ITU. Tout
d’abord, son délai de rendu de résultat est bien plus rapide que celui de la culture. En effet, le
résultat est obtenu en moins de cinq heures lorsque la prise en charge de 1’échantillon est
immeédiate. Dans notre ¢tude, le délai moyen s’établit a 21 heures, en raison d’une prise en
charge différée des échantillons, sélectionnés une fois par jour. Toutefois, par rapport a la
culture conventionnelle, le kit Unyvero® UTI a permis un gain de temps dans le délai de rendu
des résultats d’environ 16 heures pour I’identification du micro-organisme et 50 heures pour le
profil de résistance. En outre, la durée de 1’analyse étant fixe, environ quatre heures quel que
soit I’échantillon, elle permet un délai de rendu de résultats constant, contrairement a la culture
conventionnelle. Ainsi, il est aisé de programmer la fin de ’analyse, donc le rendu de résultat
dans sa globalité. En effet, avec la culture, ce délai peut étre allongé de 24 heures si ’ECBU
nécessite des analyses complémentaires, telles que la recherche d’une BLSE ou d’une
carbapénémase ou la détermination de CMI. C’est pourquoi, les délais de rendu des phénotypes
de résistance complets atteignent en moyenne presque trois jours. De ce point de vue,
I’utilisation d’une PCR-M entraine un gain de temps considérable en termes de rendu de
résultats et de prise en charge thérapeutique des ITU avec une antibiothérapie précoce et

adaptée.

De plus, le systéme est excellent pour détecter des micro-organismes retrouvés en culture

(n=96, 98 %). Seulement deux faux négatifs ont été rencontrés, dont 1’un était li¢ a une chambre
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de PCR non fonctionnelle, la chambre 7, qui comportait dans son panel la bactérie isolée en
culture (K. oxytoca). La seconde erreur, une K. aerogenes isolée en culture et non détectée par
1’Unyvero® UTI, n’a cependant pas d’explication liée a un probléme technique. Toutefois, il
est important de souligner ici que les erreurs techniques liées a une chambre de PCR non
fonctionnelle représentent une part non négligeable de 3,5 % des échantillons, problématique

technique non transposable a la culture conventionnelle.

Ces données tres satisfaisantes sont a contrebalancer avec la mise en paralléle de la concordance
stricte entre les deux méthodes d’identification, qui montre une concordance globale de
seulement 41,6 %, et de 60,5 % pour les micro-organismes détectés a deux ou trois croix de
PCR. En effet, I'Unyvero® UTI détecte presque le double de micro-organismes par rapport a la
culture, et pour plus de 40 % des échantillons, il y a au moins trois micro-organismes détectés,
lorsque la culture n’en détecte qu’un ou deux en paralléle. Or, on considére qu’un ECBU avec
au moins trois types de micro-organismes est probablement 1i¢ a une contamination car les
infections plurimicrobiennes sont rares. Si I’on suit donc ce schéma avec les résultats de
1’Unyvero® UTI, plus de 40 % des échantillons seraient rendus contaminés, ce qui peut étre
problématique. Ces identifications supplémentaires doivent donc &tre impérativement
interprétées par I’ceil expert du biologiste concernant la pathogénicité potentielle de ces micro-
organismes, et donc I’intérét de leur prise en compte dans le diagnostic et la prise en charge

thérapeutique.

Pour exemple, cinq SCN ont été¢ détectés a deux ou trois croix de PCR-M, ce qui apparait, a
premiere vue, a prendre en compte en raison de la semi-quantification élevée. Cependant, seuls
deux types de SCN semblent avoir un role pathogene dans les ITU : S. saprophyticus, détecté
a part dans le panel et S. epidermidis. En effet, S. saprophyticus se distingue des autres SCN
grace a une hémagglutinine et des protéines fibrillaires a sa surface qui joueraient le role
d’adhésine, lui permettant de s’attacher sur 1’épithélium des voies urinaires, et une production
d’uréase qui serait un facteur d’invasion avec un tropisme pour les tissus de la vessie (123,124).
Ses facteurs de virulences expliquent donc son pouvoir pathogéne important par rapport aux
autres SCN. Le second SCN pouvant étre impliqué dans de rares cas d’ITU est S. epidermidis,
lors d’ITU nosocomiales de patients sondés (123). Cependant, dans notre étude, ces cing SCN
ont été¢ détectés sur des urines mictionnelles simples (patients non sondés), et 1’origine de
I’infection était communautaire dans la moiti¢ des cas. De plus, ces deux types de SCN font
partie de la flore inguinale et périnéale, dont S. epidermidis est le pathogéne prédominant, ils
peuvent donc étre a 1’origine de nombreuses colonisations (123). Le biologiste doit donc

s’assurer de la pertinence des nombreux SCN qui s’affichent sur le rapport de I’Unyvero® UTI,
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en prenant connaissance du dossier clinique du patient et doit €tre capable de savoir distinguer

colonisation de réelle ITU.

De méme, dix Bacteroides spp. / Prevotella spp. ont été détectés par 1'Unyvero® UTI et non
isolés en culture, dont huit a deux ou trois croix de semi-quantification. Faute de géloses
incubées en atmosphére anaérobie (sauf pour une urine pyélique parmi ces dix prélévements),
ces bactéries anaérobies n’ont pas pu étre isolées. En effet, il s’agit de bactéries difficiles a
isoler du fait de leur type respiratoire particulier et le souvent non recherchées en premier
screening. Dans un article de 2004, ML Wilson et al., ont considéré que la recherche de
bactéries anaérobies par culture n'a aucune pertinence clinique pour la plupart des patients
atteints d'une ITU puisqu’elles n’en provoquent que dans de rares circonstances. En effet, les
bactéries anaérobies étant les composants prédominants de la flore fécale, de la peau et du
vagin, il n’est pas étonnant de les rencontrer dans les prélévements urinaires. Selon eux, ces
cultures doivent étre limitées aux patients présentant des anomalies anatomiques qui
augmentent le risque d'infection par les bactéries anaérobies (26). D’autres études ont précisé
que le seul prélévement pertinent en cas de suspicion d’ITU a bactéries anaérobies est le
prélevement d’urines par cathétérisme sus-pubien, la culture des autres types de prélévements
urinaires ne permettant pas de distinguer une infection d’une contamination. En outre, les
auteurs recommandent de faire des cultures anaérobies pour les cas symptomatiques ou les
cultures aérobies sont stériles et ou I’examen direct par coloration de Gram est positif a bactéries

(125,126).

L’un des points forts de 1’étude est qu’un large panel de micro-organismes isolés en culture a
¢été testé, ce qui nous a permis d’étre assez exhaustifs. On remarque tout d’abord que lorsqu’un
pathogene est isolé en culture, il est bien détecté par la PCR-M. De plus, si I’on prend la culture
comme référence, les performances globales de 1’Unyvero® UTI de spécificité et de VPN pour
I’identification des pathogénes sont excellentes. En effet, les probabilités sont trés fortes, d’une
part, que le patient n’ait pas d’infection au micro-organisme recherché lorsque le test par PCR-
M est négatif (99,9 %), et d’autre part, que le test par PCR-M soit négatif si le patient n’a pas
d’infection au micro-organisme recherché (98,3 %). Toutefois, les performances concernant la
sensibilité (68,7 %) et surtout la VPP (50 %) sont insuffisantes. La probabilité que le test par
PCR-M soit positif chez un patient non infecté est donc forte. De méme, parmi les patients
ayant un test positif, une partie seulement d’entre eux auront vraiment une ITU. Presque tous
les micro-organismes testés sont concernés par une sensibilité et/ou une VPP inférieure ou égale
a 80 %, sauf pour E. coli et C. albicans, pour lesquels le test parait trés fidele. En conclusion,
1’Unyvero® UTI est donc trés fiable pour exclure la présence d’un micro-organisme donné dans

un ECBU, mais a l'inverse, il ne permet pas d’affirmer sa présence réelle au sein de
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I’échantillon. Par conséquent, il est donc fortement risqué de rendre un résultat de I’'Unyvero®
UTI sans confirmation par la culture. De plus, il n’y a pas d’intérét a avoir un test avec une

bonne spécificité et une bonne VPN si la sensibilité et la VPP sont mauvaises.

En outre, le panel des micro-organismes inclus dans la cassette présente certaines lacunes avec
des micro-organismes non détectés, comme c’était le cas dans notre étude avec M. morganii et
S. pyogenes. C’est également le cas d’autres bactéries, telles que Serratia marcescens ou encore
les uropathogenes émergents (Aerococcus sanguinicola, Aerococcus urinae, Actinotignum

schaalii) entre autres.

Par ailleurs, le systéeme de semi-quantification semble étre plutot bien corrélé a la bactériurie :
plus la bactériurie est élevée, plus la semi-quantification est importante. Pour exemple, lorsque
E. coli fut détecté a trois croix de semi-quantification, il était systématiquement isolé a 10*
UFC/mL a minima. On considére donc que la VPP a trois croix de semi-quantification est tres
bonne. Cependant, le systéme parait beaucoup moins fiable a deux croix de semi-quantification,
car on retrouve aussi bien des isolats a 10° UFC/mL que des cultures négatives. Bien que
seulement deux E. coli aient été identifiés a une croix de bactériurie (un isolat a 10* UFC/mL
et une culture négative), de nombreux SCN étaient dans ce cas (85,7 %) et nous n’avions isolé
aucun SCN au seuil de bactériurie significative en culture. La semi-quantification a une croix
pourrait donc permettre d’exclure ces micro-organismes de la prise en considération clinico-

biologique.

Concernant les phénotypes de résistance, la culture retrouvait 23 % de E-BLSE, ce qui est bien
plus élevé que le taux national (6,1 %) retrouvé en 2011 par ’ECDC (48). Cela peut s’ expliquer
par le fait qu’une grande majorité des 17 patients infectés par une E-BLSE (82,4 %, n=14)
avaient un FDR d’ITU a E-BLSE. Notre étude retrouve notamment 19,5 % de souches E. coli
productrices de BLSE, taux largement supérieur a celui rapporté dans 1’étude menée par Martin
et al. (49), ou elles représentaient 3,3 % des souches urinaires communautaires en France..
L’¢épidémiologie des E-BLSE est cependant comparable a 1’épidémiologie nationale avec 44,4
% de E. coli (contre 57,7 % en France), 27,8 % de K. pneumoniae (25 %) puis, de maniére

surprenante, un taux important de E. cloacae a 22,2 % (11,1 %) (6).

Tous les génes de résistance inclus dans le panel de I'Unyvero® UTI n’ont pas été testés, mais
les plus fréquents d’entre eux ont été détectés a de multiples reprises (blactx-m, gnrB / gnrS,
mecA, sull), ce qui nous a permis d’établir les performances du test les concernant. Une des
principales résistances rencontrées en culture est la résistance aux fluoroquinolones, dans 34 %
des cas. Néanmoins, I’Unyvero® UTI ne la signale que pour 18 % des souches. Les

performances concernant la résistance aux FQ sont donc impactées : si elles sont bonnes pour
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la spécificité et la VPN, elles le sont néanmoins beaucoup moins pour la VPP et surtout pour la
sensibilité. Cela peut s’expliquer par le fait que I’'Unyvero® UTI ne détecte que la résistance
codée par les genes gnrB ou gnrS, mécanisme de résistance aux fluoroquinolones minoritaire
par rapport a la mutation de cible notamment liée aux mutations ponctuelles dans la région
QRDR de I’ADN gyrase, plus prévalente (58,59). Le systétme ne détecte pas non plus la
résistance enzymatique de type AAC(6’)-Ib-cr, ni I’efflux via I’acquisition du géne gepA. C’est
le cas également de la résistance aux sulfamides, qui représente 39 % des souches en culture,
contre 19 % selon I’'Unyvero® UTI, qui ne détecte que la résistance liée au géne sull, mais pas
les variants su/2 ni sul3. Dans ce cas, les performances de I’'Unyvero® UTI sont mauvaises avec
des pourcentages allant de 57,1 % de VPP a 78,6 % de spécificité. Ce « trou » dans le panel du
systéme entraine donc une interprétation faussée des résultats, avec une sensibilité erronée aux
FQ et au cotrimoxazole. Cette information apparait comme trés contraignante car les FQ sont
trés largement utilisées dans le traitement des ITU, notamment des PNA, IUM et ITU a E-BLSE
ou 2 SARM. Le biologiste doit donc s’assurer qu’il n’y ait pas d’autres mécanismes de
résistance a ces molécules en cause lorsqu’il prend connaissance des résultats exposés par
I’Unyvero® UTI. Par conséquent, il faut revenir a des méthodes de détection phénotypiques
plus conventionnelles, telles que la culture, qui allonge le délai de rendu de résultats de 24
heures supplémentaires au minimum, et donc réduit 1’intérét de 1’utilisation du systéme

Unyvero® UTL

A P’inverse, la PCR-M a détecté un nombre trés important de souches productrices de PLP2a
codée par le gene mecA, donc méticillino-résistantes (36 %, n=26), lorsque la culture n’en
retrouve que 3 % (n=2). Ces deux SARM, isolés en culture, sont correctement détectés par
I’Unyvero® UTIL La différence est en grande partie liée & la détection en excés de 24 SCN
porteurs du géne mecA, représentant 68,6 % des SCN détectés par I’Unyvero® UTI. L’automate
a par ailleurs détect¢ deux SARM a une et deux croix de semi-quantification, non isolés en
culture, ainsi que pour quatre échantillons, le géne mecA sans aucun staphylocoque associé, ni
en culture, ni par PCR-M. Ces résultats sont troublants et remettent en cause la fiabilité de ce

systeme concernant la détection de ce géne de résistance.

Par ailleurs, pour les E-BLSE par acquisition du géne blactx-m, les performances sont trés
bonnes. Nous supposons donc qu’a priori aucune souche de notre étude n’était porteuse d’une
BLSE de type blatem ou blasuv, mais exclusivement de blactx-m, ce qui est le cas en France de
86 % des E- BLSE (47). Seule une souche de K. pneumoniae BLSE (21 _005) isolée en culture
avait un phénotype sauvage en PCR-M. Cependant, nous ne pouvons pas déterminer s’il s’agit
d’une E-BLSE de type blatem ou blasny ou d’une erreur liée a un défaut de sensibilité de

détection du systéme Unyvero®. Par ailleurs, I’'Unyvero® UTI a détecté dans un prélévement
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le géne blactx-m sans entérobactérie associée ni en culture ni par le systtme de PCR-M. Sur
I’effectif total (n=18), I’Unyvero® UTI parait donc plutot fiable pour détecter les souches d’E-

BLSE ayant acquis le géne blactx-m, mais pas infaillible.

En outre, deux autres discordances majeures ont été relevées. La premiére (21 _0079) concernait
un C. albicans isolé en culture, pour lequel la PCR-M détectait une entérobactérie a deux croix
de semi-quantification avec les génes de résistances blactx-m et gnrB. La deuxiéme (21 _0096)
concernait un P. mirabilis sauvage en culture, pour lequel la PCR-M détectait en plus un
SARM. Ces discordances n’ont cependant pas été testées de nouveau, respectant le protocole
imposé, il n’est donc pas possible de savoir s’il s’agit d’une erreur de détection du systéme ou

d’un manque de sensibilité de la culture pour les erreurs des échantillons 21_0079 et 21 _0096.

Par ailleurs, le systeme a parfaitement détecté les deux souches porteuses de carbapénémase
OXA-23 et OXA-48, isolées en culture. La souche de P. mirabilis OXA-23 n’a pas été
découverte par la culture mais détectée par I’'Unyvero® UTI, chez un patient de 77 ans,
hospitalisé en réanimation médicale et atteint d’un sepsis a point de départ urinaire d’origine
nosocomiale. Le patient était hospitalisé depuis 20 jours et avait deux FDR notables, une sonde
urinaire depuis une semaine et un age supérieur a 75 ans, pour lequel on pouvait le catégoriser
en tant que « patient agé fragile ». Dans une étude de 2002 réalisée au CHU de Clermont-
Ferrand, Bonnet et al. avaient recueilli dix isolats de P. mirabilis producteurs de cette
carbapénémase, sur une période de 4 ans. Le typage moléculaire avait révélé que ces dix isolats
provenaient de la méme souche clonale, appelée CFO239. Leur étude démontre cependant que
I’enzyme ne confere pas de résistance a I’imipéneme bien que la CMI de ces souches a
I’imipénéme soit augmentée. Cette augmentation de CMI n’aurait donc pas de conséquence
clinique majeure mais pourrait étre impliquée dans la persistance de ces souches dans les
établissements de santé (127). Le phénotype de résistance de la souche rencontrée dans notre
étude comprenait une pénicillinase résistante aux inhibiteurs associée a une résistance au
cotrimoxazole et aux nitrofuranes. Elle était sensible aux C1G, C2G, C3G et a I’ertapénéme.
De plus, la souche étant sensible a I’ertapéneme, les CMI vis-a-vis de cette molécule et de
I’imipénéme n’ont pas été¢ déterminées, d’ou 1’impossibilité de détecter cette carbapénémase
par culture, sans approche moléculaire associée. Cette discordance de résultat entre la culture
et la PCR-M est donc difficilement interprétable, probablement liée a un manque de sensibilité
de la culture pour ce type de carbapénémase, sans pour autant pouvoir exclure une erreur de

détection de I’'Unyvero® UTL

La culture permet de détecter des mécanismes de résistances naturelles ou acquises que
1’Unyvero® UTI ou tout autre automate de PCR-M ne pourrait détecter. C’est le cas par exemple

des pénicillinases et des céphalosporinases produites par certaines entérobactéries ou de la
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fréquente résistance acquise de haut niveau de E. faecium pour les pénicillines. Sans
interprétation biologique, le risque est donc de rendre des résultats faussement sensibles avec

les automates de PCR-M.

Pour conclure sur les performances du systéme Unyvero® UTI vis-a-vis des résistances isolées
en culture, il parait fiable surtout concernant la détection des E-BLSE. Le systéme a également
bien détecté la souche OXA-48 isolée en culture. Cependant, la résistance aux FQ et aux
sulfamides ne peut étre résumée a la détection des génes contenus dans le panel de I'Unyvero®
UTIL, il est donc nécessaire de ne pas rendre les micro-organismes sensibles a ces molécules sur
le résultat brut de la PCR-M, mais d’y associer la culture pour détecter d’éventuels autres
mécanismes de résistance. Par ailleurs, I'Unyvero® UTI détecte par excés de trop nombreux
SCN mecA. Pour toutes ces raisons, la culture associée a I’ interprétation biologique parait donc
étre indispensable. De plus, toutes les résistances inclues dans le panel n'ont pas été testées,
c’est le cas notamment de vanAd, vanB et des carbapénémases autres que OXA-23 et OXA-48.
Nous ne pouvons donc pas conclure sur les performances de 1’automate sur ces BHRe qui, bien
que peu fréquentes, entrainent des résistances considérables a de nombreuses molécules

antibiotiques, pouvant mener a des impasses thérapeutiques trés problématiques.

Bien que les délais de I’'Unyvero® UTI soient rapides, ce systéme est limité a quatre analyses
simultanées maximum. L’ajout d’un ou de plusieurs Analyzer est possible (deux places par
Analyzer) mais devient rapidement encombrant puisque ces modules sont assez volumineux
(environ 50 cm®). Nous avions a disposition deux Analyzer, pouvant donc effectuer quatre tests
simultanément, toutes les quatre a cinq heures environ. Avec une utilisation optimale du
systeme sur 24 heures, nous pouvons donc tester 24 échantillons maximum. Cependant, sur les
périodes hors permanence des soins, de 8 heures a 18 heures, les analyses seraient limitées a
huit a douze tests, ce qui représente un faible échantillon de tous les ECBU recus
quotidiennement (environ 60 ECBU par jour au laboratoire du CHU de Caen). De plus, leur
sélection nécessiterait une revue systématique d’un nombre considérable d’ECBU, donc un
temps biologiste dédié a cette tiche important, afin de sélectionner les patients les plus enclins

a développer une ITU a risque de complication ou une ITU grave.

Un autre point important reste a aborder : celui du cofit de I’analyse. L’automate étant mis a
disposition par la société Curetis®, son prix n’était pas connu. Cependant, le prix d’un test est
estimé entre 200 et 230 euros. Par comparaison, la cotation forfaitaire d’un ECBU d’urines
mictionnelles revient a 16 euros environ et celui d’urines sur sonde a environ 32 euros.
L’analyse par Unyvero® UTI est donc 6 & 12 fois plus chére qu’un ECBU. Compte tenu des
résultats mitigés obtenus dans notre étude, le rapport colit — bénéfice semble étre en défaveur

de I’utilisation de I’'Unyvero® UTL
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Bien que le colt d’une analyse soit plus élevé avec ce systéme qu’avec les méthodes
conventionnelles, la rapidité d’obtention des résultats peut compenser cette dépense. En effet,
elle permettrait de mettre en place une antibiothérapie adaptée plus tot, de réduire le nombre
d’analyses complémentaires a réaliser, la durée d’hospitalisation du patient, ce qui limiterait les
couts hospitaliers globaux. En guise de comparaison, une étude américaine cas-témoins de 2012
menée par Perez et al. a évalué I’'impact de I’introduction du MALDI-TOF sur la réduction des
dépenses hospitaliéres dans la prise en charge des hémocultures positives a bacilles a Gram
négatif. L’¢tude démontrait que la durée d’hospitalisation des patients cas fut diminuée de plus
de deux jours par rapport aux patients témoins, avec un colit hospitalier moyen par patient réduit
de presque 20 000 dollars américains (soit environ 17 800 euros) (128). Ainsi, si I’on rapporte
ces données médico-économiques a 1’application d’'une PCR-M sur les UTI graves et a risque
de complication, on peut supposer que la dépense liée au colit d’une analyse par I’Unyvero®
UTI serait probablement compensée par le gain généré en termes d’antibiothérapie adaptée

précocement et de journées d’hospitalisation réduites.

4.3 Autres méthodes de diagnostic rapide a partir des échantillons

urinaires

D’autre méthodes de diagnostic rapide ont été testées ces derniéres années et permettent
d’affirmer ou au contraire d’infirmer la présence d’un agent infectieux ou d’une résistance

donnée, dans un délai de temps raccourci par rapport a la culture.

Le MALDI-TOF fait notamment 1’objet de différentes études portant sur 1’identification des
micro-organismes directement a partir des ECBU (129-132). Selon les études, 1’analyse
nécessite en amont différentes étapes de lavage, filtration et centrifugation, assez chronophages,
et permet d’obtenir des identifications en une a trois heures. Certaines études sélectionnaient
les échantillons si leur ED par coloration de Gram et leur bactériurie selon ’automate de
cytométrie en flux étaient positifs. Dans ce cas, la sensibilité de cette méthode concernant
’identification des micro-organismes variait de 67 a 86 % (129,131,133). Cependant, I’analyse
par MALDI-TOF présente la limite de ne pas identifier correctement les échantillons
polymicrobiens, qui représentent dans notre ¢tude presque 35 % des ECBU. La méthode
nécessite donc de perfectionner les algorithmes a partir des spectres fournis par le systéme. Le
temps consacré aux différentes étapes de préparation des échantillons associé a une
interprétation complexe des spectres sont actuellement un frein au déploiement de cette

technique.

Des automates ont également été mis au point par différentes sociétés pour optimiser la prise

en charge des échantillons urinaires. C’est le cas des automates 216Dx UTI® (BacterioScan, St.
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Louis, Etats-Unis) et Uro-Quick (Alifax, Padua, Italie), utilisant une technologie basée sur la
réfraction différentielle de la lumiére par les cellules bactériennes (Light Scatter Technology),
qui est interprétée de maniere algorithmique dans une courbe de croissance. Un résultat positif
suggeére une bactériurie, donc nécessite une mise en culture de 1’échantillon urinaire. A
I’inverse, un résultat négatif évoque une urine stérile, donc permet d’exclure ces échantillons
de la mise en culture, et de pouvoir rendre 1’échantillon stérile en moins de trois heures.
L'évaluation prospective du 216Dx UTI® sur 439 échantillons d'urine a montré une sensibilité
de 96,5 %, une spécificité de 71,4 % et des valeurs prédictives positives et négatives de 45,1 %

et 98,8 %, respectivement (134).

Figure 27 : L'automate 216Dx UTI®
Source : www.bacterioscan.com

Dans le méme principe, une étude de 2015 a été publiée concernant la bandelette réactive
RapidBac (Silver Lake Research Corporation, Azusa, Californie). Ce systéme détecte la
bactériurie par dosage immunologique rapide, en 20 minutes avec une sensibilité a 86 % et une

spécificité a 94 % (135).

Ces automates peuvent donc s’avérer utiles pour dépister les ECBU positifs, réduire
significativement le nombre de cultures, et éviter une antibiothérapie si le résultat est négatif,
mais ne permettent pas pour autant un gain de temps réel quant au rendu de résultats des ECBU
positifs, puisqu’ils ne permettent pas d’identifier les micro-organismes ni de détecter leurs

éventuelles résistances.

Une ¢étude publi¢e en 2010 a comparé la culture a I’hybridation in situ en fluorescence (FISH)
sur 1000 échantillons d’urines pour la détection de E. coli, E. faecalis et S. aureus, grace a des
sondes spécifiques basées sur 'ARN ribosomal 16S de ces especes bactériennes (136). Parmi
ces échantillons, 325 cultures étaient positives. Les performances de cette méthode ¢taient trés
bonnes puisque la sensibilité de détection de E. coli était de 94,7 %, et de 100 % pour E. faecalis
et S. aureus. De plus, tous les échantillons stériles en culture étaient négatifs par FISH. Le délai

de rendu de résultat par cette technique de quatre heures.
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Concernant la détection de résistances, un test chromogénique appelé B-lacta test (Bio-Rad®,
Marnes-La-Coquette, France) est désormais commercialis¢é pour détecter les souches de
sensibilité¢ diminuée aux C3G telles que les céphalosporinases de type AmpC, les E-BLSE et
les carbapénémases. Ce test, qui fournit un résultat en 15 minutes, a notamment été testé dans
une étude de 2014 par Gallah ef al. sur 200 échantillons urinaires présentant des bacilles a Gram
négatif a I’ED et les performances concernant la détection d’E-BLSE étaient trés bonnes, avec
une sensibilité a 94 % et une spécificité a 100 % (137). Pour atteindre de bons résultats de
performance, Amzalag et al. recommandent cependant de réaliser ces tests sur des urines avec

une bactériurie supérieure a 10* bactéries par microlitre et de retarder la lecture & 30 minutes

(138).

Depuis les années 1970, plusieurs études ont évalué les performances d’un antibiogramme
rapide par diffusion directement & partir d'échantillons d'urine (130,139,140). C’est le cas
notamment de 1’étude parisienne de Périllaud-Dubois et al., qui ont testé 285 urines avec un
ED a bactéries a Gram négatif, pour lesquelles I’antibiogramme rapide en huit heures a été
comparé avec 1’antibiogramme classique en seize heures (141). Sur plus de 5000 combinaisons
d’antibiotiques testées, la concordance était excellente, a 97,9 %. Cependant, il existait autour
de 3 % d’erreurs tres importantes (Very Major Error) concernant la céfalexine, 1’amoxicilline
— acide clavulanique et la témocilline, qui n’étaient pas bien corrélées et ne permettaient donc
pas de détecter une céphalosporinase au bout de huit heures. Il est donc nécessaire d’étre
extrémement prudent avant de tirer des conclusions, car une variation d'un millimétre du
diameétre peut conduire a une erreur majeure d’interprétation, avec un risque ¢levé de rendre un
micro-organisme faussement résistant. De méme, cette méthode ne s’est pas montrée efficace

sur P. aeruginosa, en raison d’un temps de pousse plus long que les entérobactéries.

Avant notre étude, seule une PCR-M a ét¢ testée directement sur les urines avec le systeme
SeptiFast® (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Allemagne), dont la vocation premiére était
I’identification d’agents pathogenes a partir d’hémocultures. Ce test est basé sur un panel plus
limité que celui de 1’Unyvero® UTI, adapté aux hémocultures, et non a 1’épidémiologie des
ITU, exposé dans le Tableau 15. De plus, a I’inverse de 1’'Unyvero® UTI, il ne détecte pas de
genes de résistance et n’intégre pas de systéme de quantification ou de semi-quantification de

la bactériurie.
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Tableau 15 : Panel du systéme SeptiFast®

Bactéries a Gram positif Bactéries a Gram négatif Champignons et levures

Escherichia coli

Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae Candida albicans
Staphylocoques a coagulase négative Serratia marcescens Candida tropicalis
Streptococcus pneumoniae Enterobacter spp. Candida parapsilosis
Streptococcus spp. Proteus mirabilis Candida krusei
Enterococcus faecalis Pseudomonas aeruginosa Candida glabrata
Enterococcus faecium Acinetobacter baumannii Aspergillus fumigatus

Stenotrophomonas maltophila

Cette étude de Lehmann et al., publiée en 2011, testait 82 ECBU et retrouvait une sensibilité
de 82 % et une spécificité de 60 % (142). Si la sensibilité est supérieure a celle de notre étude

(68,7 %), la spécificité est quant a elle bien inférieure (98,3 % pour I’Unyvero® UTI).

Des méthodes innovantes ont également été testées, notamment une méthode basée sur une
PCR numérique (ou digitale), c’est-a-dire par un fractionnement d’un échantillon d’ADN en de
multiples réactions de PCR paralleles. Ainsi, aprés une bréve incubation avec un antibiotique,
le principe repose sur une quantification numérique d’acides nucléiques produits par les
bactéries présentes dans un échantillon, et qui est le reflet de la sensibilité aux antibiotiques.
Schoepp et al. ont testé cette méthode pour mesurer la réponse phénotypique de souches de E.
coli présents dans les échantillons d'urines, aprés incubation 15 minutes avec différents

antibiotiques. Cette PCR permet d’obtenir un résultat en moins de 30 minutes (143).

Comme nous venons de le souligner, les méthodes testées jusqu’alors pouvaient constituer un
gain de temps non négligeable. En effet, certains systémes détectent les ECBU stériles dés leur
réception au laboratoire, évitant ainsi une antibiothérapie inutile au patient et permettant un
gain de temps technique important au laboratoire. En termes d’identification rapide, I'utilisation
du MALDI-TOF pourrait étre une solution, cependant la préparation des échantillons est
chronophage, ce qui limite ’emploi de ce systéme actuellement, au vu du nombre important
d’ECBU regus chaque jour. L’antibiogramme rapide directement a partir des urines apparait
étre une perspective intéressante, bien que cette méthode n’ait été testée que sur les bacilles a
Gram négatif et était, par ailleurs, inadaptée a P. aeruginosa. De plus, certaines sensibilités
¢taient inexactes pour certaines molécules pouvant étre prescrites dans le traitement des ITU
telles que I’amoxicilline — acide clavulanique. Toutes ces méthodes ne fournissent pas un
résultat complet et comportent des inconvénients majeurs qui limitent leur utilisation au
quotidien. Par conséquent, a ce jour, I’'Unyvero® UTI est de loin le systéme le plus abouti et le

plus innovant concernant le diagnostic rapide des ITU.
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5 Conclusion

Cette ¢tude constitue a ce jour la seule évaluation d’un automate de PCR-M dédié a
I’identification de micro-organismes et la détection de geénes de résistance directement a partir
des échantillons urinaires. Elle a permis de mettre en évidence les atouts et les faiblesses du kit
Unyvero® UTI, qui constitue le systéme le plus abouti testé jusqu’a présent pour ce type
d’infection. Un nombre important d’échantillons urinaires de patients a risque de complication
d’ITU ou avec une ITU grave a été testé, aussi bien en rétrospectif, qu’en prospectif. La culture
constitue la méthode de référence, permettant de détecter la grande majorité des micro-

organismes et des phénotypes de résistance existants.

L’Unyvero® UTI est un automate trés simple a utiliser, nécessitant peu de connaissances
techniques. Il permet un diagnostic beaucoup plus rapide que I’ECBU dans les ITU. Le systeme
a de bonnes valeurs de spécificité et de VPN concernant I’identification et la détection des genes
de résistances tels que blacrx-m retrouvé chez les E-BLSE. 1l est donc fiable pour exclure un
micro-organisme et/ou un géne de résistance, et pourrait donc étre utilis¢é comme test de
confirmation d’un ECBU négatif. Ainsi, il permettrait au clinicien d’écarter d’emblée un certain
nombre d’étiologies et d’éviter une antibiothérapie inadaptée ou inutile. Cependant, il ne devrait
pas étre utilisé comme seul test diagnostique (sans utilisation d’une méthode standard type

culture bactérienne +/- antibiogramme) du fait de taux de sensibilité et de VPP insuffisants.

Les attentes des cliniciens sont de plus en plus fortes concernant le délai de rendu de résultats.
En effet, en plus d’améliorer la prise en charge du patient, arréter suffisamment précocement
un traitement antibiotique a un impact médico-économique non négligeable, les molécules
antibiotiques ¢étant parfois colteuses. De plus, ’impact sur le microbiote intestinal de certaines
molécules a large spectre, telles que les C3G ou les FQ, peut étre majeur, pouvant notamment
créer un environnement favorable au développement d’espeéces pathogeénes nosocomiales
comme C. difficile (144). L’Unyvero® UTI permet de réduire considérablement ce délai, et ainsi
d’instaurer une antibiothérapie efficace presque immédiatement. I1 peut &tre un bon
complément a I’ECBU mais ne peut cependant pas le remplacer. Son utilisation doit étre réservé
aux ITU graves et/ou a risque de complications, et I’interprétation de ses résultats nécessite des
connaissances clinico-biologiques essentielles pour pouvoir sélectionner les informations

pertinentes parmi la masse d’identifications fournies par ce systéme.

L’approche syndromique est un outil d’avenir qu’il faut utiliser avec précautions et qui
nécessite une discussion entre le clinicien et le microbiologiste pour bien interpréter ces

résultats. A ce jour, le kit Unyvero® UTI reste perfectible et mériterait d’étre consolidé. De plus,
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des évaluations sur I’impact pronostique et 1’aspect médico-économique seraient nécessaires

pour déployer plus largement cet outil.
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Performances du nouveau kit de PCR multiplex Unyvero UTI pour le
diagnostic rapide des infections urinaires graves
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Introduction

Le diagnostic microbiologique des infections urinaires compliquées (IUC) repose sur I'Examen Cyto-Bactériologique des Urines (ECBU). Cet examen est toutefois
limité par :

1) le manque de spécificité de I'examen direct ;

2) le délai d’obtention de I'antibiogramme (48 heures environ).

dq &

Or, pour une prise en charge thérapeutique optimum, les IUC nécessitent une antibiothérapie le plus pré

Le systéme Unyvero® (Curetis AG, Allemagne) repose sur la technologie PCR multiplex dédiée a 'approche syndromique. Le nouveau kit Unyvero UTI permet
en moins de 5 heures l'identification de 25 micro-organismes ainsi que la détection de 15 génes de résistance directement & partir de I'échantillon urinaire.

Objectifs Méthodes

216 échantillons urinaires de patients qui présentaient une IU grave inclus :

Le but de cette étude multicentrique a été d'évaluer pour la * 101 cas rétrospectifs et 115 cas prospectifs
premiére fois les performances du nouveau kit Unyvero UTI Etude multicentrique : CHU de Caen et CHU de Rennes
pour le diagnostic rapide des IUC. Pour chaque échantillon inclus, le diagnostic syndromique Unyvero UTI a été réalisé en

paralléle de 'ECBU, qui représentait la méthode de référence pour la détermination de la
sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive (VPP) et valeur prédictive négative (VPN).

Identification Détection des génes de résistance
Principaux germes retrouvés dans les IUC de notre étude: Les 4 déterminants de résistances acquises, les
i . Sensibilité Spécificité VPP VPN plus fréquemment rgtrouyés dans les U, ont été les
Micro-organismes Nombre (%) (%) %) (%) principaux détectés dans notre étude
Escherichia coli 98 96,9 100,0 1000 97,5 5
Proteus spp. 19 100,0 1000 1000 1000 I,Ge:;‘::n‘ii Nombre \(I"Z;, VPN (%)
Citrobacter freundii / koseri 16 100,0 100,0 100,0 100,0
Enterobacter cloacae complex 21 100,0 99,5 955 100,0 blacry.m 34 87,1 95,8
Klebsiella pneumoniae 24 100,0 100,0 100,0 100,0
Klebsiella variicola 1 100,0 100,0 100,0 100,0 mecA 5 50,0 100,0
Klebsiella oxytoca 16 100,0 99,5 94,1 100,0 qnrB/S 50 63,6 82.1
Enterobacter aerogenes 4 75,0 100,0 100,0 99,5
Providencia spp. 7 100,0 100,0 100,0 100,0 sul1 40 63,9 81,5
Enterobacteriaceae 166 92,8 98,0 99,4 80,0
Pseudomonas aeruginosa 21 100,0 98,4 87,5 100,0 La détection de ces génes de résistance n’a pas
Acinetobacter baumannii complex 2 100,0 100,0 100,0 100,0 pu étre confirmée phénotypiquement dans tous
Enterococcus faecium 18 94,4 99,0 89,5 995 les cas mais VPN élevées pour blac y.y €t mecA.
Enterococcus faecalis 51 100,0 98,2 94.4 100,0
Enterococcus spp. 62 96,8 98,7 96,8 98,7 A noter que le géne mecA était parfaitement détecté
Staphylococcus aureus 15 100,0 100,0 100,0 100,0 lorsque l'infection était causée par un S. aureus
Staphylococcus saprophyticus 2 100,0 100,0 100,0 100,0 résistant a la méticilline.
Staphylocoques a coagulase négative (SCN) 35 100,0 97,8 89,7 100,0
Bacteroides spp. / Prevotella spp. 20 100,0 94,4 64,5 100,0 N
Corynebacterium urealyticum 2 100,0 97,2 250 100,0 .
Streptococcus agalactiae 5 100,0 100,0 100,0 100,0 \' —" =
Candida albicans 11 100,0 1000 1000 1000 \‘ - = ——
Candida glabrata 2 100,0 100,0 100,0 100,0 \ 8 —— "
Candida spp. 9 88,9 100,0 1000 99,5 -
Universal Bacteria 204 96,1 100,0 100,0 60,0
Tous pathogénes confondus 831 96,6 99,3 959 99,4 Délais de rendu des résultats

Délais moyens entre le prélévement et I'obtention
Excellente identification d’espéce des résultats complets:
Unyvero : 19 heures
Résultats de sensibilité modestes pour Candida spp. et Enterobacter aerogenes mais le nombre X ECBU d 5{‘ heures
d'échantillons testés était faible. -> Gain de temps considérable avec le kit Unyvero
UTI

Conclusions

Le kit Unyvero UTI permet un diagnostic beaucoup plus rapide que 'ECBU dans les cas d'lUC. Les résultats d'identification sont trés fiables avec des VPP élevées,
ce qui pourrait contribuer a réduire le délai de prise en charge optimum des IUC. En revanche la détection d’'un géne de résistance n’est pas toujours confirmée
phénotypiquement (surestimation pouvant étre liée a la présence de bactéries du microbiote) et ne répond pas aux problématiques de détection de I'hyper-
expression de céphalosporinases type AmpC, en particulier chez les entérobactéries du groupe Ill. Cette nouvelle approche est prometteuse mais ne peut
cependant pas se substituer a 'TECBU. Elle doit étre réservée aux IU graves pour lesquelles I'instauration d'une antibiothérapie ciblée précoce est cruciale.
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