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Abréviations

AP-HM = Assistance Publique des Hopitaux de Marseille
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CASFM = Comité de I’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
CLSI = Clinical and Laboratory Standard Institute

CMI = Concentration minimale inhibitrice
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INTRODUCTION

La nocardiose est une pathologie rare, causée par des bactéries appartenant au genre
Nocardia, omniprésentes dans I'environnement (1,2). A titre indicatif, entre janvier 2010 et
décembre 2015, I'Observatoire Francais de la Nocardiose (OFN) dénombrait 793 isolats de
Nocardia regus de différents laboratoires dont 696 provenant de laboratoires frangais (3), soit
un peu plus de 150 isolats par an. Néanmoins, il s’agit d’'une pathologie potentiellement
mortelle. Elle affecte essentiellement les patients immunodéprimés, notamment ceux ayant
subi une transplantation d’organe solide (4,5), qui se contaminent soit par inhalation d’air ou
de poussiere contaminée, soit par voie transcutanée en cas de lésion traumatique de la peau
(1). Malgré tout, 'immunocompétence n’exclut pas le diagnostic, et de nombreux cas ont déja
été décrits, en particulier chez des patients présentant une pathologie pulmonaire sous-
jacente (6-8). La clinique est dominée par des atteintes cutanées, pulmonaires et/ou
cérébrales mais d’autres localisations (oculaire, cardiaque, hépatique, splénique ...) sont
possibles. (2,4)

Le diagnostic clinico--biologique de cette pathologie est relativement complexe. D’un point de
vue clinique, les symptomes sont aspécifiques et peuvent facilement orienter vers d’autres
pathologies infectieuses, voire néoplasiques (1,2,4), ce qui peut entrainer un retard de mise
en place d’une antibiothérapie adaptée, et une issue fatale dans certaines formes disséminées
ou graves de la maladie (4,5). Il est donc nécessaire d’identifier les populations a risque afin
de mieux dépister cette infection. D’un point de vue microbiologique, I'isolement de bactéries
du genre Nocardia a partir de prélevements cliniques est fortement impacté par les conditions
de culture, il est donc préférable que le laboratoire soit informé de la nécessité de leur
recherche (1,5,9). Par ailleurs les caractéristiques phénotypiques et notamment structurales
de ce germe compliquent considérablement les étapes, pourtant essentielles, d’identification
d’espece et d’évaluation de la sensibilité in-vitro aux antibiotiques (10—14). De plus, du fait de
I’évolution des outils de biologie moléculaire pour I'identification bactérienne, de nombreuses
espéces de Nocardia ont été décrites récemment et la taxonomie bactérienne dans cette
famille évolue constamment. Il existe actuellement 111 espéces publiées et validées
(https://Ipsn.dsmz.de/genus/nocardia) (derniére mise a jour le 09/09/2020), dont plus d’une

cinquantaine sont impliquées en pathologie humaine (Conville, JCM, 2017).


https://lpsn.dsmz.de/genus/nocardia

Avec 4 hopitaux et 3 400 lits, I’Assistance Publique des Hopitaux de Marseille (AP-HM) est le
3eme centre hospitalier de France. Il abrite plusieurs services particuliérement concernés par
cette pathologie : une unité de neurochirurgie, un service dédié a la transplantation rénale,
un pole de pneumologie en capacité de réaliser des transplantations pulmonaires et
comprenant les centres de compétences régionaux labellisés pour la prise en charge de
patients souffrant de mucoviscidose ou de maladie pulmonaires rares ; ainsi qu’un important

pble de maladie infectieuse (Institut méditerranée infection (IHU)) (15).

L'objectif de ce travail était d’étudier I'épidémiologie des nocardioses diagnostiquées a I’AP-
HM entre janvier 2014 et juillet 2020 et d’évaluer la méthodologie appliquée, au sein de notre
laboratoire (laboratoire de bactériologie, IHU, AP-HM), au diagnostic microbiologique des

nocardioses afin de déterminer de potentiels axes d’amélioration.

Afin de répondre au mieux a cette problématique, la premiére partie de ce travail a été
consacrée a la réalisation d’une revue de la littérature sur le sujet. Nous avons axé nos
recherches sur la compréhension des étapes critiques a l'origine de la complexité du
diagnostic clinico-biologique de cette pathologie, ainsi que sur les méthodes de détection des
Nocardia disponibles. Dans un second temps, les informations obtenues ont été confrontées ;
d’'une part, a nos procédures de diagnostic microbiologique (culture/identification/
antibiogramme) ; et d’autre part, a I'épidémiologie des cas de nocardiose diagnostiqués

entre 2014 et 2020, a 'AP-HM.



PARTIE A : REVUE DE LA LITTERATURE

Histoire taxonomique du genre Nocardia

Les bactéries du genre Nocardia, appartiennent a la famille des Nocardiaceae, ordre des
Actinomycetales dans lequel on trouve également des espéces des genres Streptomyces,
Actinomyces, Corynebacterium ou Mycobacterium (Figure 1) (1). Elles appartiennent a un
phylum de bactéries filamenteuses proches morphologiquement des champignons, mais
leur paroi est composée de peptidoglycane et dépourvue de chitine. Leurs filaments se
présentent généralement sous forme de mycélium vrai rudimentaire ou ramifié et septé.
Comme la majorité des Actinomycetes, ce sont des bactéries non mobiles qui arborent
une coloration Gram positive et présentent une résistance partielle aux acides forts et a
I'alcool en lien avec la présence d’acide mycolique dans leur paroi cellulaire. Cependant,
bien que la majorité des actinomycetes soient connus comme germes anaérobies, les

Nocardia présentent, elles, un métabolisme aérobie (1,16).
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Figure 1 : Relations phylogénétiques des genres les plus étroitement liés a Nocardia (17)




Le genre Nocardia a été proposé en 1889 par Trevisan pour honorer le vétérinaire francais
Edmond Nocard qui I'avait identifié pour la premiere fois un an plus t6t, en Guadeloupe,
a partir de vaches atteintes de farcin (18). Nocardia farcinica est alors devenue |'espéce
type représentative de I'ensemble du genre. Eppinger en 1891 a isolé un microorganisme
similaire chez un homme présentant une infection disséminée mortelle. Celui-ci a été
nommé par la suite Nocardia asteroides (1,18).

L'identification des especes de Nocardia est complexe, et la taxonomie du genre a
énormément évoluée depuis sa découverte. Pendant de nombreuses années, elle était
basée uniquement sur des criteres morphologiques et biochimiques, notamment la
capacité d’hydrolyse de certains substrats comme la caséine, la xanthine, la tyrosine et
I’hypoxanthine (1). Avec ce mode d’identification laborieux et chronophage, la plupart des
souches ont été considérées comme appartenant a I'espece N. asteroides, I'élevant ainsi
au rang d’espéce de Nocardia la plus fréquemment retrouvée dans les infections humaines
(10). Cependant, les travaux de Wallace et al (19), parus en 1988, ont montré que ce qui
était a I'origine appelé « Nocardia asteroides » correspondait en réalité a un groupe de
bactéries présentant un profil hétérozygote de sensibilité aux anti-infectieux. Ce groupe a
été renommé par la suite « complexe Nocardia asteroides » et scindé en plusieurs taxons
correspondant aux différents profils de sensibilité : Nocardia abscessus (type 1); le
complexe Nocardia brevicatena-paucivorans (type 1) ; le complexe Nocardia nova (type
[11) qui comprend N. nova, Nocardia veterana, Nocardia africana, Nocardia kruczakiae,
Nocardia elegans ; le complexe Nocardia transvalensis (type IV) qui comprend Nocardia
blacklochiae, Nocardia transvalensis, Nocardia wallacei; Nocardia farcinica (type V) ; et
Nocardia asteroides (type VI) qui comprenait également a [I'origine Nocardia

cyriacigeorgica.



Tableau 1: Profils de sensibilité aux antimicrobiens des espéeces/taxons de Nocardia les plus

Espéces

N. abscessus

Complexe
N.brevicatena/paucivorans

Groupe sans hom
Complexe N. nova

N. nova, N. veterana,
N. africana, N. kruczakiae,
N. elegans
Complexe N. transvalensis

N. wallacei, N.
blacklockiae

N. farcinica

N. cyriacigeorgica

N. brasiliensis

N. pseudobrasiliensis

N. otitisdiscaviarum

(Anciennement N. caviae)

N. asteroides ATCC 19247 T

important(e)s sur le plan clinique (10)

Profil type de
sensibilité aux
antibiotiques (19)

\

N/A

N/A

N/A

Vi

Caractéristiques principales du schéma thérapeutique

Sensible a I'ampicilline, a I'amoxicilline-acide
clavulanique, a la ceftriaxone, au linézolide et a
I’'amikacine ; la plupart ont des CMI d'imipénéme
présentant une résistance ; résistant a la
ciprofloxacine et a la clarithromycine

Identique au type I, mais les CMI de la kanamycine
sont faibles (<1 fig / ml) ; sensible a I'érythromycine,
la clarithromycine, au linézolide et a la ceftriaxone

; CMI trés faibles a I'imipéneme et a I'amikacine
Sensible a I'ampicilline mais résistant a
I'amoxicilline-acide clavulanique ; sensible a
I'érythromycine, la clarithromycine, au linézolide et
la ceftriaxone ; CMI tres faibles en imipéneme et en
amikacine

Résistant a tous les aminosides, y compris
I'amikacine ; sensible a la ciprofloxacine, la
ceftriaxone, au linézolide et a I'imipénéme

; résistant a I'érythromycine et a la clarithromycine
Résistant a I'ampicilline, aux céphalosporines a large
spectre et a la clarithromycine ; résistant aux
aminoglycosides a I'exception de I'amikacine

; sensible a la ciprofloxacine, au linézolide et a
I'imipéneme

Résistant a I'ampicilline, a I'amoxicilline-acide
clavulanique, a la clarithromycine et a la
ciprofloxacine ; sensible a la ceftriaxone,
I'amikacine, au linézolide et a I'imipénéme
Sensible a la minocycline, a I'amoxicilline-acide
clavulanique et au sulfaméthoxazole ; résistant a la
kanamycine, au céfamandole, a I'ampicilline, a la
ciprofloxacine et a la clarithromycine

Sensible a la ciprofloxacine, a la clarithromycine et
au sulfaméthoxazole ; résistant a la kanamycine, au
céfamandole, a I'ampicilline, a la minocycline, au
linézolide et a I'amoxicilline-acide clavulanique
Sensible a la kanamycine, a la gentamicine, a
I'amikacine, au sulfaméthoxazole et a la
ciprofloxacine ; résistant a la ceftriaxone, a
I'ampicilline, a I'amoxicilline-acide clavulanique, au
linézolide et a I'imipénéeme (souvent résistant a
toutes B-lactamines)

Souche de type ATCC sensible a I'ampicilline
Autres susceptibilités aux médicaments identiques a
celles du schéma VI
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C’est 'avenement de la biologie moléculaire qui a le plus fait évoluer la taxonomie du
genre Nocardia. En effet a partir des années 1990, plusieurs publications ont confirmé que
le « complexe Nocardia asteroides » (appellation désormais obsoléte) était bel et bien
composé d’un groupe hétérogéne d’especes (Tableau 1). Il a également été révélé qu’un
grand pourcentage d’isolats précédemment identifiés comme N. asteroides appartenait
en réalité a d’autres especes, dont principalement N. nova, N. farcinica et N.
cyriacigeorgica. Ainsi cette espéce précédemment considérée comme la plus impliquée
dans les nocardioses humaines, s’est vu rétrograder au rang de cause rare de maladie (10).
Avec la mise en place du séquencage de ’ADN et notamment du gene de I’ARNr 168, la
diversité du genre a considérablement augmentée (Figure 2) ; il est maintenant composé
de plus de 111 espéces différentes (https://lpsn.dsmz.de/genus/nocardia) (derniére mise
a jour le 09/09/2020), dont environ 50% actuellement considérées comme pathogénes
pour 'homme (10,11,18,20). Le Tableau 2 répertorie les différentes especes connues
de Nocardia, I'année de leur description et leur implication cliniqgue décrite a I'heure

actuelle.
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Tableau 2: Especes de Nocardia valablement décrites et considérées comme pathogénes pour

2222222222222 222222222222222222222222=2

Espece

. abscessus

. africana

. amamiensis

. amikacinitolerans

anaemiae

. aobensis
. araoensis
. arthritidis

. arizonensis

asiatica

. asteroides

. beijingensis
. blacklockiae
. boironii

. brasiliensis
. brevicatena

carnea

. cerradoensis

. concava

. cyriacigeorgica
. donostiensis

elegans
exalbida

. farcinica

. harenae

. higoensis

. ignorata

. inohanensis

. jinanensis

. kroppenstedtii
. kruczakiae

. mexicana

. mikamii

. neocaledoniensis
. niigatensis

ninae

niwae

. hova
. otitidiscaviarum
N.

paucivorans

Année
description

2000
2001
2007
2013
2005
2005
2004
2004
2015
2004
1891
2001
2008
2016
1909
1961
1891
2003
2005
2001
2016
2005
2006
1889
2006
2004
2001
2004
2009
2014
2004
2006
2010
2004
2004
2007
2011
1983
1924
2000

I’lhomme en 2018 (11)

<4 cas
publiés

+ + + + o+ 4+

+

Cutanée
primaire

1

Pulmonaire

+ + o+ o+

+ + o+ o+

+

+ + o+ + o+ o+

+ o+ o+ o+

+ + o+ o+

+

+ |+ |+ |+

Formes cliniques communément associées

Disséminée
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N.
N.
N.
N.

pneumoniae
pseudobrasiliensis
puris
shinanonensis

N. sienata

2222222222

. takedensis

. terpenica

. testacea

. thailandica

. transvalensis

. vermiculata

. veterana

. vulneris

. wallacei

. yamanashiensis

2004
1995
2003
2016
2004
2005
2007
2004
2005
1927
2005
2001
2015
2006
2004

2 Atteinte oculaire également décrite

+ + o+ + o+ o+
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Réservoir et modes de transmission

Les Nocardia sont ubiquitaires dans I'environnement, elles sont retrouvées en tant que
composants saprophytes dans I'eau douce, I'eau salée, le sol, la poussiere, la végétation
en décomposition et les matieres fécales animales (1,2,21).

La transmission humaine se fait le plus souvent par voie aérienne, par inhalation d’air ou
de poussiere contaminée ; mais peut aussi se faire par voie transcutanée notamment a
partir du sol, en cas de lésion traumatique de la peau. Bien que peu fréquente une

contamination par voie digestive reste possible.

Il semblerait que certaines espéces suivent une répartition géographique non homogeéne.
Par exemple N. brasiliensis, généralement associée a des cas de nocardiose cutanée
primaire est plus fréquemment isolée dans les pays au climat tropical ou subtropical (1,22).
De maniére générale, les cas de nocardiose semblent plus fréquents dans les zones
géographiques avec un climat chaud et aride (comme aux sud-ouest des Etats-Unis). Il est
possible que les conditions séches, poussiéreuses et souvent venteuses de cette région

facilitent I'aérosolisation et donc I'inhalation des Nocardia (9).

Les nocardioses sont majoritairement des infections sporadiques, mais de rares cas
groupés d’infections nosocomiales ont déja été rapportés. Il s’agissait soit de nocardiose
a point de départ pulmonaire survenant chez des patients a risque ; soit de complications
post-opératoires. Les sources probables de contaminations retenues étaient Iair circulant,
les poussiéres provenant de travaux de construction ou encore un portage cutané du
personnel de santé. Dans certains cas une parenté génétique des isolats bactériens a pu
étre retrouvée. A I'heure actuelle aucune transmission respiratoire de personne a
personne n’a été décrite, bien que cela puisse étre lié a la relative faible fréquence

d'association étroite des patients a haut risque. (23-29)
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La nocardiose chez ’homme : différentes formes cliniques

La nocardiose est responsable d’un large éventail de syndromes cliniques. On peut
distinguer deux entités : la nocardiose cutanée ou sous-cutanée primaire, et la nocardiose

dite « invasive » qui regroupe plusieurs types de manifestations.

1) La nocardiose cutanée ou sous-cutanée primaire

Il s’agit d’'une infection localisée contractée par inoculation directe. Elle survient a la
suite d’'une lésion traumatique de la peau, qui facilite I'entrée des Nocardia,
fréquemment présentes dans I'environnement. Plusieurs cas ont été rapportés chez
des patients ayant pour habitude de marcher pied nus a I'extérieur, ou plus
fréquemment apres s’étre blessé en jardinant (1,4). Elle se manifeste par I'apparition
de nodules, de pustules, d’abces superficiels (simples ou multiples) voir d’'une cellulite
localisée. L'infection peut se propager aux ganglions lymphatiques régionaux, on parle
alors de nocardiose lymphocutanée (2,4,30). Bien que toutes les espéces de Nocardia
puissent étre en cause, N. brasiliensis est la plus fréquemment retrouvée (1,22). Les
nocardioses cutanées peuvent ressembler aux leishmanioses cutanées, aux formes de
cryptococcoses cutanéo-muqueuses ainsi qu’aux infections des tissus mous causées
par des bactéries telles que Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus ou par des
mycobactéries a croissance rapide. Les atteintes lymphocutanées peuvent avoir une
présentation clinique similaire a celle de la sporotrichose, d’ou le terme de
« nocardiose sporotrichoide ». Enfin, a un stade trés avancé I'infection peut évoluer en
mycétome : une pseudotumeur inflammatoire localisée au niveau du tissu sous-
cutané, contenant des grains fongiques ou actinomycosique (on parle
d’actinomycétome). Ce type d’atteinte est rarement observé dans les pays développés,

car les patients consultent généralement un médecin avant son apparition.
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Figure 3: Actinomycétome - N. brasiliensis (31)

2) La nocardiose invasive

Cette entité clinique peut elle aussi étre divisée en deux grandes classes : la nocardiose

pulmonaire et la nocardiose disséminée.

e La Nocardiose pulmonaire

Il s’agit d’'une infection localisée contractée a la suite de I'inhalation de Nocardia
présentes sous forme aérosolisée dans la poussiere. La voie respiratoire étant la
principale voie d’exposition bactérienne, c’est la forme de nocardiose la plus fréquente
(2). La symptomatologie est d’intensité variable et peut inclure : une altération de
I’état général, de la fievre, des sueurs nocturnes, une toux (productive ou séche), un
essoufflement, des douleurs thoraciques et des hémoptysies. Méme si des
présentations cliniques séveres et aigués ont été décrites, I'évolution est
généralement subaigué, voire chronique (4). Les résultats de I'imagerie pulmonaire
sont tres variables et peuvent mimer une multitude de pathologies (4,8,32). En effet,
bien que la présence de nodules (simples ou multiples) soit I'anomalie la plus
fréquemment retrouvée (33), aucune des images radiologiques suivantes ne permet

d’exclure le diagnostic de nocardiose pulmonaire : syndrome cavitaire, « signe du
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halo », syndrome alvéolaire, syndrome interstitiel, opacité en verre dépoli. La

présence d’un épanchement pleural est également fréquemment rapportée.

Cette présentation clinique et radiologique non spécifique peut étre a I'origine d’un
retard de diagnostic. La nocardiose pulmonaire peut mimer |'exacerbation d’une
maladie sous-jacente (BPCO, sarcoidose pulmonaire ...), et peut étre confondue avec
une néoplasie ainsi qu’avec un grand nombre d’étiologies infectieuses responsables
de pneumopathie (2). On peut citer notamment les infections fongiques (aspergillose,
mucormycose, histoplasmose, blastomycose, cryptococcose ...), mais également

bactériennes et mycobactériennes (tuberculeuse ou non) (34).

La nocardiose disséminée

Depuis son site primaire d’inoculation, Nocardia peut ensuite, disséminer par voie
hématogéne ou par propagation contigué, et atteindre d’autres organes. Une infection
disséminée est définie par l'implication d'au moins deux organes non contigus qui
peuvent ou non comprendre un foyer pulmonaire. L'infection se manifeste alors en
général par la formation d'abces et peut ressembler a un processus bactérien pyogéne

ou évoluer en une masse inflammatoire progressive granulomateuse.

La nocardiose cérébrale

Il semblerait que Nocardia ait un tropisme particulier pour le systeme nerveux
central (SNC) puisqu’il est le site extra-pulmonaire le plus courant (2,4,8).
L'imagerie révele des abcés simples ou multiples, avec un rehaussement
d'anneaux périphériques pouvant étre associé a un cedeme environnant. Ceci
peut se traduire cliniguement par des céphalées, des nausées, des
vomissements, des convulsions, une altération de la conscience, une
hypertension intracranienne, voire un coma. Bien que des présentations aigues
puissent exister, les symptomes neurologiques se développent généralement
progressivement et les patients peuvent rester longtemps asymptomatiques.
Cela souligne l'importance critique d'un bilan d’imagerie adapté en cas de

maladie invasive (4,6,33). La nocardiose cérébrale accompagne généralement
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la maladie pulmonaire, mais une maladie isolée du SNC peut survenir, ce qui
complique encore le diagnostic. En effet, I'évenement pulmonaire préalable
peut étre auto-limité et transitoire, ou subclinique. De plus la présentation
clinique et radiologique de la nocardiose du SNC étant, tout comme celle de la
nocardiose pulmonaire, trés peu spécifique, un certain nombre de diagnostics
différentiels doivent étre pris en considération (2). Peuvent étre citées: les
tumeurs malignes (primaires ou secondaires) (35,36), les abces bactériens, la
toxoplasmose cérébrale, la cryptococcose, la cysticercose, I'aspergillose, la
mucormycose, ainsi que la tuberculose miliaire. La symptomatologie peut

également se rapprocher de celle d’un infarctus vasculaire.

Figure 4: Nocardiose cérébrale, imagerie (IRM) (37)

Nocardioses disséminées non cérébrales

Outre le SNC, d'autres sites d’atteintes secondaire tels que la peau, les tissus
mous, les yeux, le foie, la rate, les os, les valves cardiaques, les articulations, les
glandes surrénales, la thyroide, les muscles, les testicules ... ont étaient décrits

(2,4). Nocardia peut en réalité disséminer dans pratiquement tous les organes.
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Bien que cette dissémination passe par voie hématogene, I'objectivation d’une
bactériémie est tres rare.

En cas de diagnostic de nocardiose cutanée, il est important de rechercher
d’autres foyers pour bien distinguer une forme cutanée primaire d’'une forme

disséminée avec localisation cutanée secondaire.

3) Autres manifestations clinigues de la nocardiose

Nocardiose oculaire

Méme si ce n’est pas la localisation la plus courante, des cas de nocardioses oculaires
ont étaient fréquemment rapportés. S’il s’agit d’une localisation secondaire, I'atteinte
pourra étre catégorisée comme nocardiose disséminée. Mais il peut également s’agir
de formes primaires survenant a la suite de traumatisme oculaire mineur chez des
individus en bonne santé ou aprés une chirurgie oculaire telle qu'une extraction de la
cataracte. Cliniquement cette atteinte peut se traduire par une uvéite, une choroidite
exsudative, un abces rétinien, un décollement de la rétine, une kératite ou une
iritis. L'endophtalmie nocardique entraine une cécité de I'ceil atteint et est associée a

une mortalité élevée. (1,38,39)

Figure 5: Kératite nocardigue (39)
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e Infections liées aux soins

Malgré I'omniprésence des Nocardia dans I'environnement, les infections liées aux
soins sont rares, mais du fait d’'un mode d’inoculation différent, celles-ci peuvent étre
classées a part. Il s’agit d’infection de site opératoire (25-27), de cathéters veineux
centraux (1,40,41), ou encore de péritonite sur dialyse péritonéale (1,42—44). Comme
dans les autres formes de nocardiose, I'infection peut ensuite disséminer vers d’autres

organes.

Facteurs de risques

La nocardiose est une maladie opportuniste rare qui touche majoritairement I'adulte
d’age mir (> 50 ans), avec une prédominance masculine retrouvée dans plusieurs séries

de cas (7,8,32,45,46), mais inconstante (6,47).

1) Transplantation d’organe solide

La transplantation d’organe solide concerne 25% des cas de nocardiose (4) et constitue
le principal facteur prédisposant. Les receveurs de coeur, rein et foie sont
historiguement les plus cités, mais des travaux récents suggerent une place importante
de la transplantation pulmonaire (5,48). La fréquence de survenue varie entre <1% et
3,5% selon les études et I'organe concerné (5). Les nocardioses invasives représentent
80 a 90% des cas, avec une localisation extra-pulmonaire chez 1/3 des patients; a

I'inverse les atteintes cutanées primaires ne concernent que 10% des cas (4).

J. Coussement et al (33) ont réalisé une étude rétrospective dans le but de préciser les
facteurs de risque de nocardiose chez le patient transplanté. 117 cas survenus entre
2000 et 2014 dans 36 centres européens (France, Belgique, Suisse, Pays-Bas, Espagne)
ont pu étre inclus. 41% d’entre eux ont été diagnostiqués dans I'année suivant la
transplantation, tandis que 31,6% ne sont survenus que plus de 3 ans apres. La durée
médiane entre la transplantation et le diagnostic de nocardiose était de 17,5 mois

(extrémes : 2 a 244), mais différait significativement selon I'organe transplanté (cceur,
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10 mois [intervalle, 3—198] ; poumon, 17 mois [intervalle, 2-106] ; et rein, 20 mois

[intervalle, 2-244] mois ; P = 0,035, test de Kruskal — Wallis) (Figure 6).
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Figure 6: Répartition du temps (en mois) entre la transplantation d'organe solide et la survenue

d'une nocardiose dans les 117 cas (33)
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Cing facteurs de risque ont pu étre identifiés : des taux sanguins résiduels élevés
d'inhibiteurs de la calcineurine (ciclosporine, tacrolimus) au cours du mois précédant
la découverte de la nocardiose, |'utilisation de tacrolimus au moment du diagnostic, la
dose de corticostéroide, I'age du patient et la durée de séjour en unité de soin intensif
apres transplantation. Ce dernier parametre pourrait refléter une fragilité générale du
receveur, le rendant plus susceptible de développer des complications post-

transplantation.

Dans une seconde étude cas-témoins menée dans un centre médical spécialisé en
transplantation a Pittsburgh (48), les auteurs sont également arrivés a la conclusion
que la prise de fortes doses de corticostéroide et/ou d’anti-calcineurine augmentait le
risque de survenue de cette maladie . Cela semble d( a leur action inhibitrice de la
prolifération des lymphocytes T, cellules jouant un réle majeur dans la lutte contre les

infections a Nocardia (4,6,49).

De facon intéressante, la survenue d’infection par cytomégalovirus (CMV) au cours des

6 mois précédents semble significativement liée au risque de survenue de nocardiose

(6—8,50). Cette co-infection pourrait étre expliquée par le fait que le CMV est un virus
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immunomodulateur qui augmente indirectement le risque d'infections bactériennes,

fongiques et virales. (51)

Le rejet d'allogreffe a souvent été considéré comme un événement prédisposant, mais
les facteurs de confusion, tels que I'intensité de l'immunosuppression, n’étaient pas
souvent pris en compte. Dans I'étude menée a Pittsburgh (48), son impact semblait

significatif dans I’analyse univariée, mais ne I’était plus dans le model multivarié.
Bien que moins citée dans la littérature, car moins fréquente, la greffe de cellule

souche hématopoiétique serait elle aussi un facteur de risque de nocardiose, avec un

risque supérieur en cas de greffe allogénique versus autologue (2,4,5,52).

Autres pathologies impliquant la prise d'immunosuppresseurs

De maniere générale, toute pathologie impliquant la prise de fortes doses de
traitements immunosuppresseurs impactant I'immunité cellulaire peut étre a risque
de nocardiose. Peuvent étre citées a titre d’exemple les maladies rhumatismales
(vascularite, lupus érythémateux disséminé, polyarthrite rhumatoide, maladie de Still,
syndrome de Sjogren ...) et les maladies inflammatoires chronique de l'intestin (53—

55).

La corticothérapie a haute dose, associée ou non a la prise d’autres traitements
immunosuppresseurs (anti-calcineurine, azathioprine, cyclophosphamide,
méthotrexate ...) reste le traitement le plus fréquemment cité. Des cas de nocardiose
ont également étaient rapportés chez des patients traités par anti-TNF (Tumor Necrosis
Factor) (53,56) ou Alemtuzumab (anticorps monoclonal humanisé dirigé contre
I'antigene CD52 présent sur les lymphocytes B et T ainsi que sur les monocytes,

thymocytes et macrophages) (57).
Les cures de chimiothérapie que recoivent les patients souffrant d’hémopathie
maligne ou de cancer solide engendrent généralement une immunodépression

globale, profonde, et sont également a prendre en compte (55,58).
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Bien que les études réalisées sur model animal n’aient montré que peu de contribution
de I'immunité humorale dans la prévention de l'infection a Nocardia, un cas de
nocardiose cérébrale a tout de méme été rapporté chez un patient traité par

Rituximab, un anticorps monoclonal dirigé contre les lymphocytes B (59,60).

Enfin, des cas de nocardiose cutanée primaire chez des patients immunocompétents
apres injection intra-lésionnelle de stéroides ont également été signalés. Ce traitement
immunosuppresseur pourrait donc étre un facteur de risque méme en cas de

traitement local (61,62).

Immunodépression non médicamenteuse

L'infection par le virus de 'immunodéficience humaine (VIH), en lien avec I'altération
du systéme immunitaire qu’elle entraine, est un facteur de risque de nocardiose cité a
de nombreuses reprises. Le risque est majoré au stade avancé de la maladie lorsque le

nombre de lymphocytes T CD4+ est inférieur a 100 cellules / mm?3. (55,63,64)

Les patients atteints de déficits immunitaires primitifs (DIP) sont également exposés a
la survenue de ce type d’infection. Une étude rétrospective observationnelle menée
par Lafont et al (65) a permis de répertorier 79 cas de DIP compliqués d’'une nocardiose
(12 cas frangais non publiés, 67 cas issus de la littérature). La granulomatose septique
chronique, pathologie caractérisée par un dysfonctionnement de la NADPH oxydase
des cellules phagocytaires, était le principal DIP identifié (n =61 ; 77,5 %) ; suivie par la
lymphopénie CD4 idiopathique (n = 4), le déficit immunitaire commun variable (n = 4),
le déficit en IL12RB1 (n =2), le déficit en IL12p40 (n = 2), et le déficit immunitaire

combiné sévere (n = 2).
En résumé, toute immunodépression, quelle que soit son origine (déficit immunitaire

primitif, déficit immunitaire secondaire, immunodépression d’origine idiopathique ...)

peut étre considérée comme facteur de risque de nocardiose.
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4)

Pathologies pulmonaires

La nocardiose pulmonaire, manifestation clinique la plus courante, est selon plusieurs
études plus fréquemment retrouvée chez les patients souffrant d’affections
respiratoires chroniques (asthme, bronchectasie, mucoviscidose, sarcoidose,
lipoprotéinose alvéolaire, néoplasies pulmonaires, tuberculose ... ) (46,66—72). Parmi
ces pathologies, la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) arrive en
premiere position. Bien que la prise de corticoides soit fréquente chez ces patients et
entraine un risque supplémentaire de développer la maladie, la BPCO semble étre a
elle seule un facteur prédisposant notable (7,34,45,55). Ceci pourrait étre expliqué par
une altération de la mobilité ciliaire et des Iésions épithéliales impactant les défenses

immunitaires locales

Ott et al (8), dans une étude rétrospective multicentrique visant a déterminer les
facteurs de risque de nocardiose pulmonaire, menée entre 1995 et 2011 dans
différents centres européens, retrouvaient 58% (25/43) de patients présentant une
comorbidité pulmonaire, et celle-ci était le seul facteur de risque présent dans 28% des

cas.

Cependant, l'interprétation de la présence de Nocardia dans les prélevements
respiratoires de patients atteints de pathologies pulmonaires, immunocompétents, est
difficile. En effet, il peut s’agir d’une réelle infection, a I'origine d’'une mortalité élevée,
a court ou moyen terme (73), mais elle peut aussi simplement étre le témoin d’une

colonisation de I'arbre bronchique sans conséquences cliniques (74,75).

Autres comorbidité fréquentes

Bien qu’ils ne soient pas des facteurs de risque prouvés, le diabete et I'alcoolisme sont

des comorbidités fréquemment rapportées dans la littérature (1,50,76-81).
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6) Les nocardioses du patient immunocompétent

Contrairement aux idées recues, la fréquence de survenue de nocardiose chez
I'immunocompétent est loin d’étre négligeable. Selon plusieurs rapports, jusqu’a un
tiers des patients ne présenterait pas d'immunodépression (2,6,7).

Il semblerait que la clinique soit alors dominée par des manifestations cutanées (ou
sous-cutanées) primaires (1,82) et pulmonaires (surtout en cas de pathologie
respiratoire sous-jacente) (7); mais des formes disséminées, notamment cérébrales
ont également été signalées a de nombreuses reprises (36,79,83—85). Au travers d’'une
étude comparant patients immunodéprimés et immunocompétents, Steinbrick et al
(6) ont approuvé cette hypothése. La symptomatologie dépendait du site de I'infection
mais ne différait pas significativement entre les deux groupes. Les infections
disséminées étaient plus fréquentes dans le groupe immunodéprimé, en particulier
chez les patients ayant subi une transplantation d’organe. De méme, la mortalité au
sein de ce groupe était supérieure. Cependant, d’autres études contredisent ces
résultats et retrouvent une dissémination aussi courante chez I'immunocompétent
gue chez I'immunodéprimé (7). La nocardiose doit donc étre envisagée dans le
diagnostic différentiel de pneumonie, d'abcés cérébral ou d'infection des tissus mous,

gue le patient soit immunodéprimé ou non.

Il est également important de garder a I'esprit que les patients sont considérés comme
immunocompétents aprés exclusion des principales causes d'immunodépression
connues. Il est possible qu'un défaut sous-jacent inconnu ou rare dans la réponse de
I'hote soit présent chez eux (86).

Enfin, les auto-anticorps anti-cytokines sont une cause émergente de sensibilité
spécifique aux agents pathogénes, encore trés peu recherchés en routine. Le récent
rapport de la présence d'anticorps anti-GM-CSF en tant que facteur de risque de

nocardiose pourrait expliquer certains cas d'infection disséminée (87).

26



V.

Diagnostic

Les signes cliniques et les résultats de I'imagerie n'étant pas spécifiques, le diagnostic de
certitude repose sur l'identification du microorganisme dans un échantillon clinique
provenant d'un site pathologique. Mais le diagnostic microbiologique peut se révéler
complexe. Ainsi, de maniere a optimiser les chances d’isolement et d’identification du
pathogene, il est préférable que le laboratoire de microbiologie soit averti de la suspicion

de nocardiose (1,4).

1) Prélevements et pertinence clinique

En partant du fait que Nocardia peut disséminer dans pratiquement tous les organes,
I'origine des échantillons cliniques regus par le laboratoire peut étre trés variée.

De maniére générale, les prélevements profonds sont a privilégier aux superficiels. En
effet, la contamination des échantillons par d’autres germes, notamment par des
bactéries a croissance rapide, peut masquer la présence de Nocardia. Ainsi en cas de
suspicion de nocardiose cutanée, les prélevements cutanéo-muqueux ne doivent étre
réalisés qu’apres détersion de la zone ; et les biopsies et drainages de plaies sont
préférables aux simples écouvillonnages. Sur le méme principe, devant une suspicion
de nocardiose pulmonaire, la recherche du pathogéne doit étre effectuée au minimum
sur expectoration, et idéalement sur liquide pleural, lavage bronchoalvéolaire ou
aspiration bronchique. En cas de négativité, notamment face a une pneumopathie
nodulaire, une biopsie pulmonaire ou une aspiration a l'aiguille fine peuvent étre

envisagées (4).

Lors d’atteinte disséminée profonde, et particulierement de nocardiose cérébrale, le
diagnostic microbiologique est crucial mais nécessite une intervention chirurgicale
risquée. Les échantillons extra-neurologiques, principalement pulmonaires, peuvent
alors étre d’une grande aide. En effet, une imagerie évocatrice associée a une preuve
microbiologique de nocardiose pulmonaire peut parfois permettre d’éviter la
réalisation d’une biopsie cérébrale. Il est cependant important de garder a I'esprit

gu’une co-infection reste possible, en particulier chez le patient immunodéprimé
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(infection fongique principalement). En cas d’évolution non satisfaisante apres plus de
15 jours d’antibiothérapie adaptée, cette éventualité doit étre prise en compte, et la

chirurgie de nouveau discutée (4,17).
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Figure 7: Proposition de stratégie diagnostic de nocardiose chez le patient transplanté (4)

Outre les probléemes de sensibilité, la spécificité de l'isolement de Nocardia peut
également étre mise a défaut. Bien que les Nocardiaceae ne soient ni des commensaux
de la flore humaine ni des contaminants courants de laboratoire, la seule détection de
Nocardia dans un prélévement respiratoire, principalement dans des expectorations,
ne représente pas nécessairement une infection en cours (8). En effet, des cas de
colonisation de I'arbre respiratoire ont été décrits, en particuliers chez des patients
présentant une pathologie pulmonaire chronique (mucoviscidose notamment). De
plus, les manifestations respiratoires dues a la pathologie sous-jacente et la fréquente
présence concomitante sur les prélevements d’autres germes compliquent encore
I'interprétation. Ainsi dans certaines situations, I'impact clinique est trés complexe a
évaluer ; il peut s’étendre de la simple colonisation ne nécessitant pas de traitement,

a I'infection active potentiellement mortelle (75,88—91).
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De maniere simplifiée, une culture positive d’expectoration, d’aspiration bronchique
ou de lavage bronchoalvéolaire, est au vu des risques, a considérer comme une
infection et a traiter chez tout patient immunodéprimé ; mais soumise a interprétation
chez le patient immunocompétent. Différents critéres, comme la présence de
comorbidités respiratoires, les résultats de I'imagerie pulmonaire, la présence de
signes cliniques évocateurs d’infection des voies pulmonaires inférieures, le nombre
de cultures positives, leurs origines, et la présence d’autres germes pathologiques sur

celles-ci ; doivent étre pris en compte (8,74).

Examen direct

L’'examen direct des échantillons recus pour recherche de Nocardia correspond a la
premiere étape du diagnostic. Des frottis minces sont réalisés a partir des échantillons
cliniques ou du culot de centrifugation puis observés au microscope. Il est également
possible de réaliser un examen direct a partir de matériel cultivé mais la morphologie
bactérienne est souvent altérée et le rendu apres coloration, beaucoup moins typique
(1,9,10,16,17). La coloration de Gram est la plus simple et la plus sensible ; Nocardia
apparait comme un organisme filamenteux, mince, ramifié, a Gram-positif (a la
différence des mycobactéries), présentant un aspect tigré ou moucheté. Ces filaments
étant tres fragiles, il arrive fréguemment qu’ils se cassent lors de la réalisation du
frottis, et peuvent donc faussement apparaitre de taille réduite, ce qui leur donne une
apparence bacillaire voire coccoide. La présence de Nocardia sur le frottis est
généralement associée a un contexte de purulence, ainsi de nombreux polynucléaires
neutrophiles peuvent étre observés. La deuxieme coloration la plus fréquemment
utilisée est la technique modifiée de Kinyoun (ou coloration de Ziehl-Neelsen a froid)
(16). Celle-ci permet de mettre en évidence le caractere acido-alcoolo-résistant partiel
(coexistence d’organismes résistants et non résistants) de Nocardia. Les bactéries
résistantes a I’acide apparaissent alors de couleur rouge, sur fond bleu (Figure 8). Par
ailleurs, Nocardia se révéle aussi positive a la coloration de Gomori-Grocott,
classiqguement utilisée en mycologie pour rechercher la présence de Pneumocystis
jirovecii. La positivité de I'examen direct est un argument important en faveur du

diagnostic de nocardiose. En revanche, compte tenu de la faible valeur prédictive
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négative, notamment de la coloration de Kinyoun, la négativité de I'’examen direct ne

doit pas stopper les investigations (1,9,10,16,17).

Figure 8: N. otitidiscaviarum — Coloration modifiée de Kinyoun (Laboratoire de microbiologie,

AP-HM)

Culture

Milieux de culture et durée d’incubation

Les Nocardia poussent généralement facilement sur la plupart des milieux
bactériologiques de routine non sélectifs : gélose columbia + 5% sang de mouton
(COS), gélose « chocolat » au sang cuit enrichie (PVX), milieu d’hémoculture BACTEC®
... (1,9). Leur présence peut également étre retrouvée sur des milieux de culture pour
mycobactéries, cependant certaines procédures utilisées pour la décontamination des

échantillons peuvent inhiber leur croissance (1,9).

Les cultures doivent étre incubées en aérobiose ou éventuellement en présence de 5%
a 10% de CO2, entre 32°C et 37°C. Les premiéres colonies peuvent apparaitre a partir
de 48 a 72h d’incubation, mais la croissance de certaines souches peut nécessiter
jusqu’a 2 voire 3 semaines (1,5,9,17). En pratique courante, il est fortement

recommandé de laisser en culture les prélévements au moins 2 semaines (dans une
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atmosphere suffisamment humidifiée pour éviter le dessechement des géloses) avant

de rendre un résultat définitif, afin de diminuer le risque de faux négatif (1).

Sur les milieux de culture de routine, une forte croissance d'autres especes
bactériennes peut masquer la présence des Nocardia, et entrainer un risque que les
boites soient a tort jetées trop tot. L'utilisation de milieux plus sélectifs comme les
géloses contenant de I’acide nalidixique et de la colistine (ANC), les géloses de Thayer-
Martin contenant de la vancomycine, de la colistine et de la nystatine (VPN), ou les
géloses tamponnées a l'extrait de levure et au charbon actif (BCYE) peut donc étre
avantageuse dans certains cas (1,5,9,16).

Ceci rappelle I'importance de la notification de la suspicion de nocardiose au

laboratoire de microbiologie qui prend en charge les prélévements.

Aspect des colonies

La morphologie des colonies obtenues en culture est tres variable. Celle-ci peut différer
selon I'espéce, mais aussi d’une souche a une autre, ainsi qu’en fonction de son age et
des conditions de culture mises en ceuvre. Les colonies sont généralement crénelées,
friables, a surface cérébriforme et souvent incrustées dans la gélose. La présence
fréquente d’hyphes aériens se traduit par un aspect poudreux, crayeux. Elles sont
majoritairement de couleur blanche mais peuvent aussi étre pigmentées (jaune,
orange, rouge, beige...). Les colonies de N. farcinica par exemple, ont tendance a

devenir orange avec l'age (1,17).
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Figure 9: Aspect des colonies de Nocardia- Nocardia. Spp (Laboratoire de microbiologie, AP-HM)

4) ldentification

En raison de la nature et de la gravité des infections que peuvent causer ces bactéries,
I’'appartenance au genre Nocardia doit étre confirmée au plus vite. Dans la mesure du
possible, une identification précise de I'espéce doit étre associée. Les différentes
espéeces de Nocardia pouvant présenter des particularités pathogéniques et un profil
de sensibilité aux antibiotiques différent, ce diagnostic présente en plus de son utilité

épidémiologique un intérét clinique majeur (11,17,92).

e |dentification biochimique

Traditionnellement, lidentification d’espéce de Nocardia était établie sur les
caracteres phénotypiques des isolats et les résultats d’'une batterie de tests
biochimiques. Cependant, ces tests sont trés chronophages et nécessitent une
expertise spécifique. Le profil de sensibilité aux antimicrobiens constituait également
une aide au diagnostic (19). Néanmoins, en raison du nombre croissant d’espéces
cliniquement pertinentes, ces méthodes ne sont plus considérées comme adéquates
pour permettre la discrimination entre les espéces. Il est maintenant recommandé
d’avoir recours a des techniques plus performantes telles que la spectrométrie de

masse ou la biologie moléculaire (1,10,11,17,18).
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Identification protéomique

La spectrométrie de masse par MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption-
ionization — time of flight mass spectrometry) est une méthode d’identification basée
sur la comparaison du profil protéique d’une bactérie a une base de données de profils
protéiques bactériens connus. Cette méthode, rapide et simple d’utilisation, a
révolutionné le diagnostic bactériologique et est couramment utilisée par les
laboratoires de microbiologie (10,93,94) pour l'identification bactérienne. Elle est
généralement tres efficace pour les bactéries les plus couramment isolées en routine,
mais certains micro-organismes sont plus difficiles a identifier, et un aménagement du
mode opératoire peut alors étre nécessaire. C'est le cas des bactéries du genre
Nocardia qui, en raison de leur paroi épaisse riche en acide mycolique, présentent plus
de difficultés d’identification. Plusieurs études ont été menées pour améliorer

I'identification des espéces de Nocardia par cette méthode.

Les travaux de recherche menées par Khot et al (95) et Taggart et al (96) ont démontré
que l'dge des cultures de Nocardia joue un rble important dans le succés de
I'identification par MALDI-TOF MS. Il semblerait que I'utilisation de colonies a un stade
précoce de croissance (dés qu’une fine pousse commence a étre visible) permette une
trés nette amélioration des scores d’identification. La raison de cette amélioration
n’est pas claire, il pourrait s’agir d’'une plus faible adhérence des jeunes colonies au
milieu de culture, celles-ci ayant avec I'age tendance a sécher et a s’enfouir dans la
gélose. L’hypothése d’une influence réduite sur le spectre des caractéristiques
secondaires, telles que les pigments et le mycélium aérien, qui peuvent varier avec le
temps et selon l'isolat, a également été évoquée. Les milieux de culture auraient, eux,
un impact indirect sur le résultat. Ainsi, bien gqu’un grand nombre soit utilisable, les
milieux riches, favorisant une croissance rapide et abondante, tels que les géloses au

sang de mouton, seraient préférables.

L’épaisse paroi hydrophobe riche en acide mycolique des Nocardia représente un frein

alionisation des protéines par la matrice. En 2010, Verroken et al (97) ont mis en place

un pré-traitement permettant sa dislocation. Quelques colonies bactériennes devaient
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étre placées dans 500uL d’eau distillée et le tout porté a ébullition pendant 30 min.
Une seconde technique consistant a plonger la solution de colonies trois fois dans de
I'azote liquide a =196 °C pendant 5 secondes, permettait également |'obtention d’un
résultat satisfaisant, mais a été abandonnée au vu de la rare disponibilité de ce produit
dans les laboratoires de routine et des contraintes liées a sa manipulation. Dans les
publications les plus récentes, la rupture des parois bactériennes est maintenant
réalisée au moyen de billes de silice ou de verre et d’un vortexage efficace (92,98-

100).

Plusieurs études ont également démontré que la mise en place d’une étape
d’extraction protéique contribue grandement a améliorer les performances de
I'identification par spectrométrie de masse des Nocardia (11,101). Celle-ci peut
consister en un simple ajout d’acide formique (1pL) sur le dép6t de micro-organisme,
avant apposition de la matrice (102,103). Mais les processus plus complexes incluant
I"utilisation d’éthanol, puis d’acide formique (70%) et d’acétonitrile (pur) (92,95,98—
100,103,104); sont plus efficaces.

La seconde étape critique correspond a I'appareillage et a la stratégie d’identification
choisie. Différents systemes MALDI-TOF sont actuellement commercialisés. Chaque
appareil est accompagné d’un logiciel de pilotage incluant : une base de données et un
systeme expert utilisant des critéres décisionnels et des algorithmes qui lui sont
propres. Les plus répandus sont le systéme proposé par Bruker daltonics (appareil
Microflex®, logiciel Biotyper®) et la plateforme Vitek-MS de bioMérieux (associée a un
spectrophotometre Shimadzu Axima®) (93). Les échecs d’identification rencontrés au
cours de cette étape peuvent étre attribués a trois causes: une base de données
incompléte, une impossibilité de différencier des espéces proches ou une acquisition

imparfaite.

La nocardiose étant une maladie rare, les spectres des différentes espéces ne sont pas
toujours présents en quantité suffisante dans les banques de données standards. Les
especes les plus communes (ex : N. cyriacigeorgica, N. farcinica, N. otitidiscaviarum, N.

paucivorans, N. wallacei ...) sont généralement plus simples a identifier et obtiennent
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de meilleurs scores que les espéces moins courantes (11,99,104). Il n’est pas rare que
ces dernieres (ex : N. Mexicana, N. arthritidis, N. pneumoniae, N. pseudobrasiliensis,
N. asiatica, N. beijingensis ...) ne puissent pas obtenir d’identification par MALDI-TOF,
voire regoivent une identification incorrecte. Pour parfaire a ce défaut, de nouveaux
spectres peuvent étre ajoutés aux bibliotheques standards, par mise a jour de la base
de données ou par ajout de bibliotheques internes, personnalisées. A noter que, deux
souches d’'une méme espéce peuvent présenter des alignements spectraux
légerement différents (Figure 10), ainsi la présence d’un spectre par espéce dans la

base de données est insuffisante.
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Figure 10: Superposition spectrale représentative de Nocardia mexicana. Les spectres de
bibliothéque (noir) et d'isolat (rouge) affichent des décalages de pics (99)

Des études menées sur la performance des mises a jour les plus récentes telles que la
version 3.0 du systéme Vitek MS rapportent des résultats prometteurs. En effet cette
derniere permettrait I’'obtention de plus de 85% d’identifications correctes, au niveau
de I'espece ou au minimum au niveau du complexe phylogénétique (92,101,104). Les
publications portant sur le systéme Bruker sont également nombreuses. L'utilisation
des banques de données standards, seules, n’aboutit qu’a un taux limité
d’identification fiable ; mais l'incrémentation du systeme par des bibliotheques
personnalisées permettrait 'obtention de résultats tout aussi satisfaisants qu’avec le

systeme concurrent (11,95-100,102,103,105,106). A titre d’exemple, dans une étude
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multicentrique, Blosser et al (99) démontrent que l'incrémentation de la base de
données de référence (Biotyper® v4.0.0.1 comportant 72 entrées de Nocardia) par
deux bibliothéques complémentaires: NIH Nocardia (v2, 64 entrées ; National
Institutes of Health, Bethesda) et OSU Nocardia (v1.1, 26 entrées; Ohio State
University, Columbus); fournit un avantage global de 36,9% pour l'identification

d’espece.

Un autre probleme rencontré est celui du manque de diversité moléculaire au sein de
certains complexes phylogénétiques. Le MALDI-TOF permet dans I'ensemble une
identification correcte du complexe, mais il est parfois impossible de discriminer les
especes en faisant partie. Il arrive aussi qu’un isolat soit identifié a tort comme
appartenant a une autre espéce du méme complexe. Les complexes de N. nova (N.
nova, N. africana, N. aobensis, N. elegans, N. cerradoensis et N. kruczakiae) et N.
transvalensis (N. transvalensis, N. wallacei, N blacklockiae) semblent particulierement
concernés (92,96,104). Dans la majorité des cas, cela n’a pas d’impact clinique car ces
espéces partagent le méme profil de sensibilité aux antibiotiques. Mais il faut rester
vigilant car il existe des exceptions, comme dans le cas du complexe « N. abscessus et
especes apparentées » (N. abscessus, N. arthritidis, N. asiatica, N. beijingensis, N.

pneumoniae) (11,99).

Lorsqu’aucune identification ne peut étre obtenue, ou que le score est insuffisant,
I’hypothése d’une acquisition imparfaite doit aussi étre évoquée. Le renouvellement
du processus d’identification (depuis I'étape de pré-traitement) a a plusieurs reprises
démontré son intérét (99,101). Le seuil utilisé pour linterprétation des scores
d’identification est également remis en cause par certains. Dans de nombreux
laboratoires de microbiologie ayant recours a la technologie Bruker, un score > 2 est
requis pour l'identification d’espéece (ou a default du complexe phylogénétique) et un
score 2 1,7 ou 1,8 pour l'identification du genre. |l est également nécessaire que celui-
ci differe de plus de 10% de celui des autres identifications proposées. Au cours d’une
étude multicentriqgue menée sur 150 isolats de Nocardia, Blosser et al (99) ont examiné
I'impact que pouvait avoir I'application d’un score seuil de 1,8 au lieu de 2,0 sur

I'identification d’espéce. Cet abaissement a permis une identification moyenne de
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5,6% isolats supplémentaires, sans pour autant entrainer de diminution de la
précision. Ainsi cette stratégie, déja appliquée dans certains centre pour les

mycobactéries (107,108), est critiquable (102) mais reste a étudier (100).

Biologie moléculaire

En cas d’échec de la technologie MALDI-TOF, le recours a des techniques de biologie
moléculaire, bien qu’elles soient plus couteuses et disponibles uniquement dans

certains laboratoires, permet I'obtention d’un résultat fiable.

Dés 1999, Laurent et al (109) ont décrit une méthode de PCR permettant de distinguer
les Nocardia des autres actinomycetes. Puis en 2004, Brown et al (110) ont mis au point

des amorces spécifiques de N. farcinica.

Conjointement, des protocoles d’identification basés sur I'analyse par polymorphisme
de longueur de fragment de restriction (RFLP) du géne de la protéine de choc
thermique de 65kDa (hsp 65) puis du géne de I’ARNr 16S, ont vu le jour et ont
progressivement été perfectionnés. Cette technique implique une amplification par
PCR d’une zone ciblée du gene d’intérét puis la digestion des amplicons obtenus par
des endonucléases de restriction sélectionnées en amont pour leur spécificité. Le
produit de digestion est ensuite soumis a une électrophoréese sur un gel d’agarose, en
résulte un modéle de polymorphisme de longueur de fragment de restriction, qui peut

étre caractéristique d’une espéece (1,18,111,112).

Parallélement, des améliorations techniques considérables ont permis I'émergence de
nouvelles technologies de séquencage et ont révolutionné la taxonomie du genre
Nocardia. Le séquencage « a haut débit », plus rapide et moins colteux c’est
progressivement démocratisé jusqu’a remplacer les méthodes de RFLP devenues

obsoletes (1,113).
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Séquencage du géne de I’ARNr 16S

Bien que I'hybridation ADN-ADN soit le gold-standard, la partie de I’ADN
actuellement la plus utilisée a des fins taxonomiques en bactériologie est le géne
codant pour la sous-unité 16S de I’ARN ribosomal (ARNr 16S). Ce géne présente
I'avantage d’étre ubiquitaire au sein du régne des bactéries, de disposer d’une
structure hautement conservée, mais également, d’étre a I’heure actuelle, celui
dont les séquences nucléotidiques sont les plus répertoriées dans les banques de
données. La séquence de ce géne mesure environ 1550 pb et est composée a la
fois de régions communes a toutes les bactéries et de régions variables permettant
de distinguer les genres et les espéces. Le document MM18-A du CLSI indique que
pour les actinomycetes aérobies, une similarité de séquence supérieure a 99,6%
(avec une séparation d’au moins 0,4% vis-a-vis des autres espéeces) doit étre
atteinte pour considérer deux souches comme appartenant a la méme espece
(114). Le séquencage de la totalité du géne est parfois requis, notamment lors de
la description d’'une nouvelle espéce ou pour la distinction de taxons ou des
souches particuliéres. Cependant un séquencage partiel du géne, plus simple et
moins colteux (généralement les 500 premieres paires de bases proches de
I'extrémité 5’; zone réputée pour sa variabilité), fournit une différenciation
adéquate pour l'identification de la majorité des isolats bactériens cliniques

(1,10,115).

Une des difficultés majeures avec l'utilisation du gene de I’ARNr 16S pour
I'identification d’espéces de Nocardia est le polymorphisme interspécifique
insuffisant de certaines d’entre-elles. En effet, bien que le séquencage partiel du
géne (500pb) permette la différenciation de la majorité des espéces actuellement
reconnues, celui-ci reste insuffisant pour les espéces étroitement apparentées.
Ainsi un séquencage étendu du gene est nécessaire pour différencier N. abscessus
/ N. asiatica / N. arthritidis / N. beijingensis, N.elegans/N. veterana, N. higoensis
/ N.shimofusensis, N. farcinica / N. kroppenstedtiiet N. brasiliensis /
N. vulnérais (10,11,116). Cependant, le séquencage étendu de ’ARNr 16S n’est pas
toujours suffisant: certaines especes, pourtant distinctes par technique

d’hybridation ADN-ADN, ne présentent au sein de la séquence du géne de ’ARNr
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16S, que quelques paires de bases de différence. C'est le cas de N. brevicatena et
N. paucivorans ainsi que de N. kruczakiae et N. veterana pour lesquelles des
divergences de séquences respectives de seulement 0,5% (sur 1494 pb) et 0,2%
(sur 1352 pb) ont étaient retrouvées (117,118). En revanche, une hétérogénéité
intraspécifique notable est parfois retrouvée chez certains isolats (ex : N. nova) ,

soulignant I'importance de I'obtention de séquence de haute qualité (18,117).

Une autre limite a l'utilisation du séquencage du gene de I’ARNr 16S comme seul
outil de diagnostic d’espece vient du fait que les Nocardia, a I'image d’autres
genres bactériens, puissent posséder, au sein de leur génome, un nombre variable
de copies du géne de I’ARNr 168, et que celles-ci puissent étre différentes. Bien que
rare, ceci a déja était décrit chez N. nova, N. concava, N. ignorata et N.
yamanashiensis (119,120). La présence de multiples copies différentes du géne de
I’ARNr 16S doit étre suspectée lors de I'observation, sur le chromatogramme de
séquence, au niveau de la région variable du gene, de pics se chevauchants,
entrainant la désignation de bases ambigués. Il est alors nécessaire d’avoir recours

a d’autres méthodes pour obtenir une identification d’espéce fiable (10,11).

Séguencage d’autres génes

Afin de pallier aux limites de 'identification par séquencage de I’ARNr 16S, d’autres
génes ont été étudiés pour discriminer les espéces de Nocardia spp. Parmi les
pistes explorées, citons les génes hsp65, déja utilisé pour la réalisation de PCR
ciblées ou de technique d’identification par RFLP (113,121); secAl, géne
monocopie codant pour une protéine sécrétoire essentielle de Nocardia (122,123);
gyrB codant pour la sous-unité B de I’ADN gyrase ; sodA codant pour I'enzyme
superoxyde dismutase ou encore le gene rpoB codant pour la sous-unité  de ’ARN
polymérase. Ces genes ont permis de discriminer les différentes especes
appartenant au genre Nocardia avec des résultats souvent meilleurs que le
séquencage de I’ARNr 16S mais variables selon les espéces, en particulier au sein
d’'un méme complexe (124-127). A titre d’exemple, le géne rpoB, a I'exception de
celui appartenant a la souche RIF-R Nocardia farcinica, semble étre présent sous

forme de copie unique au sein du génome bactérien. Le séquencage de sa région
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hypervariable, située entre les paires de bases 2300 et 3300 a déja été réalisé chez
de nombreux genres et a permis |'obtention d’identifications robustes,
reproductibles et précises. De plus les séquences du géne rpoB ont |'avantage de
figurer parmi les plus représentées dans les bases de données. Cependant, la
diversité intra-espéces de ce gene reste inégale, les souches de N. nova présentent
un niveau élevé de variations de séquences tandis que celles de N. farcinica
semblent plus homogenes (128).

L'une des solutions utilisée pour combiner les avantages de chacun de ces génes
est de sélectionner 3-5 genes d’intérét parmi les genes précédemment cités, de les
séquencer de maniére complete ou partielle (dans les zones discriminantes
notamment), puis de concaténer leurs séquences afin de réaliser un arbre
phylogénétique (20,106,129-131). Cette technique, appelée analyse génomique
multilocus (Multilocus Séquence Analysis, MLSA) s’est avéré prometteuse.
McTaggart et al (20), ont ainsi démontré en 2010 que la MLSA utilisant les
séquences partielles de 5 genes (GyrB-16S-secAl-hsp65-rpoB) permettait par la
méthode Neighbour Joining de construire un arbre phylogénétique (Figure 2)
fournissant un systéme d’identification global, capable de différencier les especes
de Nocardia actuellement reconnues, et de repérer des souches singuliéres qui
pourraient représenter des espéces non publiées.

Toutefois, ces méthodes d’identification par séquengage uni ou multilocus, bien
gue trés prometteuses, restent couteuses, fastidieuses et présentent toutes des
limites. Actuellement, seul le recours a la technique d’hybridation ADN- ADN
garantie l'obtention d’un résultat exact. L'analyse d’un plus grand nombre
d’espéeces et d’isolats représentant chaque espéce est nécessaire pour déterminer
I'utilité des polymorphismes de ces différents génes pour une identification fiables

des especes.

Séquencage du génome entier

Grace aux progres technologiques et a la diminution de son cout, le séquencage
ciblé de genes tend également a étre remplacé par le séquencage du génome
entier du germe d’intérét. Ce procédé offre, pour I'identification de bactéries telles

gue celles du genre Nocardia, d’'importants avantages. En effet, le génome obtenu
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peut soit servir de base pour l'analyse des séquences des genes d’intérét
précédemment cités (ARNr 16S, hsp65, secAl, gyrB, sodA, rpoB), soit étre
directement comparé au génome entier de bactéries représentatives de chaque
espece. Cette derniere option, favorisée par le développement de plateformes
constamment incrémentées par de nouveaux génomes (https://tygs.dsmz.de/) se
démocratise de plus en plus. Il s’agit d’'une méthode d’hybridation ADN-ADN in
silico de génome a génome qui tend a remplacer la DDH classique (132). De plus,
I'arrivée sur le marché de systemes tels que MiSeq® (lllumina, San Diego, Californie,
Etats-Unis) ou minlON® (Oxford Nanopore, Oxford, Royaume-Uni), systémes ayant
un prix abordable, relativement simple d’utilisation et permettant de rendre un
résultat dans un délai compétitif avec les techniques traditionnelles, incite d’autant

plus au séquencage de génome entier.

Bases de données génétiques

La démocratisation et la baisse du cout du séquencage génomique, d’'un gene ou
du génome entier bactérien a permis d’obtenir un nombre exponentiel de
séquences bactériennes. Ces séquences sont la plupart du temps déposées dans
des bases de données publiques, en libre acces et internationales, dont la plus
grande est la base Genbank® créée par le NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Ces bases de données sont tres régulierement incrémentées et
permettent de comparer les génomes entre eux mais sont imparfaites car en acces
libre et donc a risque d’erreur. Ainsi, en raison de I’évolution rapide de la
taxonomie du genre Nocardia, les identifications d’espéce de certaines séquences
anciennement publiées peuvent ne plus correspondre a la nomenclature actuelle.
Il arrive également que des séquences soient publiées sous le nom d’espeéces
encore non reconnues officiellement, ou sous la dénomination « Nocardia. spp ».

(1,10).
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5) Détection directe du germe a partir du prélévement

Comme détaillé précédemment, la nocardiose est une maladie opportuniste grave
dont le diagnostic est long et difficile. La détection et I'identification directes du
pathogene sur prélevement représentent un atout majeur dans sa prise en charge. En
effet, s’affranchir de I'étape de culture permet non seulement un gain de temps, mais
aussi une augmentation importante de la sensibilité en rendant possible le diagnostic
biologiqgue méme en cas de culture négative (antibiothérapie débutée avant le

prélevement, incubation trop courte ...).

L'amplification du gene de 'ARNr 16S par PCR sur les prélevements tissulaires ou
liquides biologiques issus de sites normalement stériles peut permettre la détection
de Nocardia (133). En cas de positivité, cette étape de détection sera suivie d'une étape
d’identification réalisée par séquencage des amplicons obtenus. Du fait de
I’'amplification simultanée de tous les ADN bactériens, la technique n’a d’intérét que si
le prélevement est mono microbien, ainsi elle n’est pas applicable aux prélevements

respiratoires.

Des méthodes plus propres au diagnostic des nocardioses ont également été
développées. En 2005, Couble et al (134) ont décrit un test permettant une détection
rapide de Nocardia spp directement a partir d'échantillons cliniques humains. Son
efficacité a été confirmée en utilisant 18 échantillons de patients atteints de
nocardiose diagnostiqués par des cultures conventionnelles et 20 prélevements de
patients atteints de tuberculose confirmée utilisés comme témoins négatifs. Depuis
guelgues années, I'OFN propose également ce type d’analyse. Dans les deux cas il s’agit
de PCR réalisées a l'aide des amorces spécifiques du genre Nocardia, NG1 (5'-
ACCGACCACAAGGGGG-3 ') et NG2 (5'-GGTTGTAAACCTCTTTCGA-3 ') préalablement
décrites par Laurent et al (109), qui permettent I'amplification d’un fragment de 590
pb du gene de ’ARNr 16S. En cas de positivité de la PCR, I'OFN réalise ensuite une étape
d’identification par amplification et séquencage de géne hsp65 (135). Une étude
multicentrique a révélé une sensibilité de 88% et une spécificité de 74% pour ce test

(135). Cependant, le nombre limité de patients testés impligue des études
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complémentaires pour permettre une évaluation fiable des performances de I'analyse.
Au vu des données actuellement disponibles, un résultat de PCR négatif ne doit pas a
lui seul exclure le diagnostic de Nocardiose.

De plus, tout comme lors de I'isolement de Nocardia en culture, une PCR positive a
Nocardia dans les prélevements respiratoires doit étre interprétée en fonction du
contexte clinique. Du fait d’une sensibilité augmentée par rapport a la culture, il peut
étre d’autant plus difficile de différencier une infection d’une colonisation (136). Afin
de réduire le risque d’erreurs de diagnostic et I'exces de traitement antibiotique, 'OFN
suggere que |'analyse ne soit réalisée sur les prélevements respiratoires que lors d’un
contexte de forte suspicion de nocardiose (135). La réalisation de PCR quantitative,

pourrait étre une piste a explorer.
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Tableau 3: Complexes communément désignés d’espéces de Nocardia (11)

Complexe

Complexe de
N. abscessus

Complexe de
N. nova

Complexe de
N. transvalensis

Complexe de
N. brevicatena

et N. paucivorans

Complexe de
N.
otitidiscaviarum
Complexe de
N.
cyriacigeorgica
Complexe de
N. farcinica

Base de complexation

Profil MS MALDI-TOF

Séquence génique
(500 pb d'ARNr 16S)

Séqguences géniques
(ARNr 16S et / ou secA1)

Schéma de sensibilité aux
antibiotiques

Profil MS MALDI-TOF

Schéma de sensibilité aux
antibiotiques
Séquences géniques
(ARNr 16S, secA1)
Profil MS MALDI-TOF
Schéma de sensibilité aux
antibiotiques
Séquences géniques
(ARNTr 16S, secAl)
Profil MS MALDI-TOF

Séquences géniques
(ARNTr 16S, hsp65)
Séquence du gene d'ARNr

16S

Séquences géniques
(ARNTr 16S, secA1)

Espéces incluses dans le
complexe

N. abscessus, N. arthritidis,
N. asiatica, N. beijingensis,
N. pneumoniae
N. abscessus, N. arthritidis,
N. asiatica, N. beijingensis
N. africana, N. aobensis,
N. cerradoensis, N. elegans,
N. kruczakiae, N. mikamii,
N. nova, N. vermiculata,
N. veterana
N. africana, N. elegans,
N. kruczakiae, N. nova,

N. veterana
N. africana, N. aobensis,
N. elegans, N. kruczakiae,
N. nova, N. veterana

N. blacklockiae,
N. transvalensis, N. wallacei

N. brevicatena, N. paucivorans

Diverses souches de

N. otitidiscaviarum

Diverses souches de

N. cyriacigeorgica

N. farcinica, N. kroppenstedtii
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VI.

Etude de la sensibilité in-vitro aux antibiotiques

1)

Antibiotiques a tester

Le CLSI « Clinical and Laboratory Standard Institute » préconise de tester en premiére
intention (12): I'amikacine, I'amoxicilline-acide clavulanique, la ceftriaxone, la
ciprofloxacine, la clarithromycine, I'imipénéme, le linézolide, la minocycline, la
moxifloxacine, le triméthoprime-sulfaméthoxazole (TMP-SMX) et la tobramycine. Dans
un second temps, peuvent étre ajoutés a ce panel : le céfépime, le céfotaxime et la

doxycycline.

Méthode de référence

La méthode actuellement recommandée par la CLSI pour déterminer la sensibilité des
actinomycetes aérobies aux antibiotiques, est la microdilution successive en milieu

liquide (Bouillon de Muller Hinton Il Broth, ajusté en cation) (12).

Tout comme pour les bactéries plus communément rencontrées en routine, la
concentration initiale en microorganismes par puit doit é&tre comprise entre 1,0. 10° et
5,0. 10° UFC/mL. En revanche, la lecture est effectuée aprés 72h d’incubation a 35 +/-
2°C en air ambiant. La croissance bactérienne se manifeste alors par la présence de
dépot au fond des puits et/ou par une augmentation de la turbidité visible a I'ceil nu.
La présence de puits ne contenant aucune substance anti-infectieuse sert de témoin
positif. La CMI (concentration minimale inhibitrice) est indiquée par le puit qui contient
la plus faible concentration d’antibiotique olU aucune croissance n’est visible. Le
triméthoprime-sulfaméthoxazole présente une exception a la regle; la CMI de cet
antibiotique correspond, elle, a la plus faible concentration permettant d’inhiber 80%
de la pousse bactérienne. La catégorisation clinigue des souches testées en
« sensible », « résistante » ou « de sensibilité intermédiaire » se fait en comparant la

valeur de CMI obtenue, aux valeurs critiques publiées par la CLSI (12).
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Des plaques prétes a I'emploi congelées ou contenant des antibiotiques sous forme
lyophilisée sont maintenant disponibles sur le marché (ex : Sensititre ®) et utilisées par

de nombreux laboratoires (137-142).

Une étude visant a évaluer la reproductibilité inter et intra-laboratoire de cette
méthode a été menée en 2012 par Conville et al (13). Elle a révélé des niveaux de
reproductibilité variables selon les espéces et les agents anti-microbiens testés. Les
déterminations des CMI de I’'amikacine, de la ciprofloxacine, de la clarithromycine, de
la moxifloxacine et dans une moindre mesure, de I'amoxicilline / acide clavulanique,
du linézolide, de la minocycline et de la tobramycine semblaient reproductibles. En
revanche il n’en a pas été de méme pour la ceftriaxone, la tigécycline, I'imipénéme et
les sulfonamides. Les espéces les plus concernées par ces discordances de résultats
étaient respectivement : N.cyriacigeorgica et N. wallacei pour la ceftriaxone, N.
brasiliensis et N. cyriacigeorgica pour la tigécycline et N. farcinica et N.wallacei pour

les sulfonamides.

Le CLSI a également alerté sur la possibilité de I'obtention de résultats faussement
résistants a la ceftriaxone (en particulier avec les souches de N. brasiliensis) ou a

I'imipéneme (plus particulierement avec les souches de N. farcinica) (12).

Suite a la publication de plusieurs travaux rapportant un taux de résistance in vitro aux
TMP-SMX en augmentation (47,137,143), une étude multicentrique a été menée aux
USA et a réfuté cette hypothése (144). Parmi 552 souches de Nocardia, seuls 14 isolats
(2,5%) ont été identifiés comme résistants au TMP-SMX et/ou au SMX. Ce résultat est
en accord avec le faible nombre de cas de résistance in-vivo rapporté dans la
littérature, mais souligne également un manque de fiabilité de cette technique

d’antibiogramme.
L'origine du manque de reproductibilité de la méthode de microdilution successive en

milieu liquide pour la détermination de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries du

genre Nocardia est probablement multifactorielle.
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Pour commencer celle-ci pourrait avoir un lien avec la préparation de I'inoculum. En
effet du fait de la présence de formes microbiennes agrégées, il est parfois difficile
d’obtenir une suspension homogéne permettant une standardisation de I'inoculum.
Or une variation de la concentration en micro-organismes est susceptible d’impacter
le résultat. Afin de palier au mieux a ce phénoméne, le CLSI (12) recommande de
préparer une suspension bactérienne lourde, a partir de colonies fraiches prélevées
sur gélose au sang ou tryptone soja, puis placées dans un petit volume d’eau stérile ou
de NaCl additionné de billes de verre de quelques millimétres de diamétre. Le mélange
doit ensuite étre vortexé, puis laissé au repos pendant environ 15 min, afin que les plus
grosses particules en suspension se déposent au fond. Un inoculum homogeéne ajusté
a 0,5 McFarland pourra ensuite étre obtenu grace a I'ajout progressif de gouttes de
surnageant de suspension lourde dans un tube contenant du NaCl ou de I'eau stérile.
La solution finale obtenue doit étre vortexée et la turbidité vérifiée par néphélémétrie.
Des techniques similaires sont utilisées par de nombreux Ilaboratoires
(13,139,142,145). Une attention particuliere devrait étre accordée aux souches de N.
brasiliensis et N. wallacei. Conville et al (13) ont remarqué que les agglomérats
bactériens de ces deux espéeces étaient plus difficiles a briser que ceux des especes
telles que N. cyriacigeorgica, N. farcinica ou N. nova, par conséquent la préparation
des inoculums était plus délicate et pouvait conduire a des concentrations en micro-

organismes dans les puits trop faibles et ainsi impacter la reproductibilité.

De plus, au sein du genre Nocardia, il existe une hétérogénéité des caractéristiques de
croissance non négligeable. Bien que certaines espéces comme N. farcinica poussent
relativement rapidement, ce n’est pas le cas de toutes. Afin de ne pas conclure a tort
sur la sensibilité d’'une souche, il est préférable de ne pas lire I'antibiogramme avant
72h d’incubation. Certaines espéces telles que N. abscessus ou N. Nova peuvent méme

nécessiter 24 a 48h d’incubation supplémentaires (13,17,146).
Enfin, I'interprétation des CMI peut étre associée a de nombreux pieges techniques et

d’interprétation. Il est recommandé que celle-ci soit réalisée par du personnel

expérimenté et que des contrdles de qualité soient mis en place.
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Il a été démontré que les CMI en TMP-SMX sont particulierement concernées par ces
difficultés de lecture. Il est d’ailleurs maintenant recommandé, pour cet antibiotique,
de réaliser en parallele de la technique de microdilution, une détermination de la
sensibilité par diffusion sur milieu solide, a partir de disques. Cette seconde technique
serait plus fiable et permettrait de confirmer ou préciser le résultat. Pour une bonne
lecture (a 80% d’inhibition), les discrétes zones de croissance entourant le disque
doivent étre ignorées et la mesure du diametre de la zone d’inhibition doit se baser sur

la marge de croissance la plus évidente (12,13).

Méthodes alternatives

Toutes bactéries confondues, la diffusion sur gélose a partir de disques imprégnés
d’anti-infectieux est la technique d’antibiogramme la plus couramment employée par
les laboratoires de microbiologie. Son application au genre Nocardia est donc, tant
concernant le matériel que la formation du personnel, plus pratique a mettre en place
gue la microdilution en milieu liquide. Elle est rapide d’exécution, peu colteuse et
permet de tester simultanément de larges panels d’antibiotiques. Néanmoins, la
mesure des diameétres des zones d’inhibition autour des disques, méne uniquement a
I’obtention qu’une estimation de la CMI. De plus, la Société Frangaise de Microbiologie
(SFM) ne fournit, pour la catégorisation clinique des souches, qu’un référentiel de
valeurs critiques non spécifiques du genre Nocardia (147). La méthode E-TEST est une
autre alternative. Réalisée sur gélose a I'aide de bandelettes imprégnées d’un gradient
d’antibiotique prédéfini, elle combine les concepts des tests de dilution et de diffusion
et permet une quantification des CMI. Ces deux techniques d’antibiogramme sur
milieu solide facilitent également la mise en évidence de contamination ou de
coexistence de sous populations présentant un profil de résistance différent (17,148).

Cependant leur démocratisation est freinée par plusieurs facteurs.

Pour commencer, elles ne permettent pas de s’affranchir des inconvénients inhérents
au genre Nocardia : tendance des colonies a s’agréger, croissance lente et variable
selon les espéces. Les contraintes liées a la préparation de I'inoculum et au temps

d’incubation restent donc les mémes qu’avec la méthode de référence.
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De plus, la microdilution en milieu liquide est, a I’heure actuelle, la seule méthode
standardisée et approuvée. Les laboratoires employant des méthodes de diffusion sur
géloses n’appliquent pas tous un protocole identique. La majorité d’entre eux utilisent
des géloses Muller-Hinton et un inoculum homogeéne ajusté a 0,5 Mc Farland
(3,13,14,148,149). Néanmoins, probablement dans le but de booster la croissance des
Nocardia, d’autres ont recours a des géloses Muller-Hinton additionnées de sang et/ou
a un inoculum de 1,0 Mc Farland (145,150,151). Malheureusement, a notre
connaissance, aucune étude comparant gélose MH au sang et MH classique n’est
actuellement disponible. Il est ainsi difficile de statuer sur I'intérét de |'utilisation de ce
milieu enrichie ainsi que de garantir que celui-ci n’impacte pas le résultat. Biehle et al
(152) ont constaté que leurs inoculums de 0,5 Mc Farland correspondaient en réalité
plus a une teneur de 107 UFC/mL qu’a la teneur théorique de 108 UFC/mL. Malgré tout,
celle-ci s’est révélée, selon eux, étre la plus adaptée. Cette problématique d’effet de
taille de I'inoculum a également été soulevée par d’autres travaux et incite a réaliser
de plus amples études (149). L'étape de lecture de I'antibiogramme peut également se
révéler critique. En effet, la présence de petites colonies isolées au sein de la zone
d’inhibition de I'imipéneme, de la ciprofloxacine ou encore de I'érythromycine, la
ceftriaxone ou I'amoxicilline-acide-clavulanique, a déja a plusieurs reprises été

rapportée, et il n’existe pas de consensus sur leur interprétation (13,148,152).

Enfin, peu d’études comparant technique de référence, méthode des disques et E-TEST
ont a I'heure actuelle été menées et leurs résultats sont parfois contradictoires
(148,149,152-155). A titre d’exemple, Biehle et al (152) et Ambaye et al (154) ont
trouvé respectivement des accords globaux de 96,2% et 96,6% entre microdilution et
E-TEST ; tandis que les travaux menés par Lowman et al (149) ont dévoilé la présence
de discordances non négligeables entre ces deux méthodes. Les résultats de Tomlin et
al (148), sont plus mitigés, la méthode E-TEST semblait bien corrélée aux deux autres,
cependant des erreurs majeurs (« Very Major Error ») ont été observées pour certains
traitements, principalement avec l'imipéneme (22%) de méme que des erreurs
mineures (« minor error ») variant de 2,7% a 50% selon les molécules. Une étude

portant plus particulierement sur I’évaluation de la sensibilité aux carbapénémes a
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révélé des CMI mesurées par méthode en microdilution en milieu liquide supérieures

a celles obtenues par E-TEST chez plus de 90% des isolats de Nocardia testés (155).
Au vu de ces éléments, tout résultat de sensibilité obtenu a I'aide de technique de

diffusion sur gélose, ne correspondant pas au profil de sensibilité attendu (profils

variables selon les especes), devrait faire I'objet d’une vérification.

Sensibilité attendue

Les profils de sensibilité in-vitro attendus different selon les especes de Nocardia, ils

sont résumés dans le Tableau 4.
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VII.

Traitement

L'antibiothérapie est la composante principale du traitement de la nocardiose. En fonction
de la situation, elle peut étre associée a une prise en charge chirurgicale, notamment en
cas de présence d’abces profond de taille importante ou d’échec du traitement
médicamenteux. Dans certains cas, une réduction de lI'immunosuppression peut

également étre envisagée (4,5).

Le choix de I'antibiothérapie doit étre réalisé en tenant compte de la gravité de la maladie,
du ou des sites de linfection, mais aussi du risque potentiel de survenue d’effets
indésirables et d’interactions médicamenteuses. En raison de la variabilité interspécifique
mais aussi intraspécifique de la sensibilité aux anti-infectieux des souches de Nocardia, il
doit également étre adapté au diagnostic d’espéce et aux résultats de I'antibiogramme.
Cependant, au vu du délai souvent important nécessaire aux laboratoires pour obtenir des
résultats fiables, et du taux de mortalité élevé pouvant étre associé a cette pathologie,

I'instauration d’un traitement probabiliste est fréquemment nécessaire (4,5).

La majorité des recommandations disponibles dans la littérature traitant de la prise en
charge des nocardioses concernent les patients immunodéprimés, et plus
particulierement les patients ayant subi une transplantation d’organe (4,5). Selon les
dernieres recommandations publiées en 2019 par the American Society of Transplantation
(5), seuls six antibiotiques possédent un spectre d’action suffisant pour pouvoir étre
intégrés aux protocoles de traitement probabiliste. Il s’agit du cotrimoxazole, de
I'imipénéme, de I'amikacine, du linézolide, de la ceftriaxone et du céfotaxime (Tableau 5).
Aucune étude clinique comparative n’a défini la classe d’antibiotique la plus appropriée,
mais depuis les années 1940 les sulfamides sont les plus largement utilisés. L’association
triméthoprime-sulfaméthoxazole s’est avérée présenter une synergie in-vitro sur la
plupart des espéces de Nocardia et a démontré son efficacité clinique. Ce médicament
atteint une concentration tissulaire élevée, y compris au niveau cérébrale, pulmonaire,
cutané et osseux. Il peut étre prescrit en monothérapie pour le traitement des nocardioses
pulmonaires stables ou des nocardioses cutanées primaires (4,5). Cependant, il possede

des propriétés bactériostatiques et non bactéricides, et des cas de résistances in-vitro ont
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déja a plusieurs reprises été décrits. Ainsi, en cas de forme grave ou instable de la maladie,
d’atteinte disséminée, ou d’'immunodépression importante il est préférable d’avoir
recours a une combinaison d’antibiotiques (4,5). The American Society of Transplantation
recommande dans ces cas |'utilisation d’'une combinaison de trois antibiotiques parmi
ceux précédemment cités, de maniére a pouvoir diminuer rapidement la charge
bactérienne et faire face a un maximum de profils de sensibilité différents. L’association
imipénéme / amikacine / cotrimoxazole est particulierement recommandée. Les patients
receveurs d’organes sont généralement poly-médiqués et les effets indésirables des
traitements immunosuppresseurs et des antibiotiques peuvent se chevaucher. Par
exemple, I'association d’un traitement par anti-calcineurine, a la prise de cotrimoxazole
ou d’amikacine augmente le risque de néphrotoxicité (4,5). Le linézolide peut dans cette
situation étre une option thérapeutique a prendre en considération. Ce dernier présente
in-vitro une excellente activité contre toutes les especes de Nocardia. Différentes études
rapportent également un taux de succés important in-vivo. Néanmoins son emploi est
limité par la neurotoxicité et I’'hnématotoxicité dont il est fréquemment responsable en cas

de traitement prolongé (4,5).

D’autres molécules antibiotiques peuvent également étre utilisées. Cependant, en raison
d’une part de la variabilité de leur activité in-vitro, sur les différentes especes de Nocardia
et d’autre part, d’une plus faible quantité de données étayant leur efficacité in vivo, il est
préférable qu’elles ne soient administrées qu’aprées obtention des résultats de
I"antibiogramme ou en cas d’échec des thérapies de premiere intention. Les plus citées
dans la littératures sont: I"amoxicilline/Acide clavulanique, les fluoroquinolones
(principalement la ciprofloxacine et la moxifloxacine), les macrolides, les tétracyclines
(principalement la minocycline et la tigécycline) et le méropénéeme (5). In-vitro, ce dernier
est généralement moins actif sur N. farcinica et le complexe N.nova, que I'imipénéme,
mais plus efficace sur des espéces telles que : N. brasiliensis, N. abscessus, N. transvalensis
et N. otitidiscaviarum. |l doit étre préféré a I'ertapénéme, moins actif sur ce type de
bactérie. Les traitements par minocycline sont a éviter chez la femme enceinte et I'enfant

de moins de 8 ans en raison des toxicités osseuse et dentaire (4,5).

53



0J31A-UJ 9M|1QISUDS JnS 3seq (q)

*911BSS9I9U 9419 1nad 3|eUDJ UOIIDUOJ | B UOIlRIdepe dun "uoIIbIUD|dSUDJ] fO A13120S UDILIBWY 3y Jed $39]|19SU0I sa180[0S0d ()

(g‘p) - s@24nos

DIPIDION anbiyoe| asopy -
9p $9203dsd S9| S31N0) 9MIIX010JNDN - INO YzT $9| $91n01 A\| N0 Od ‘8w 009 apijozaur
9J1U0D }IAIIOE I1UD||DIXT 9MDIX010|9AN -
SISU3JDASUDIY N - o~
WNIDIADISIPIIO N - yg s9| s91n01 ‘Al ‘8¢ awixel049)
9}21X0104YdDN - INO
sisualjisoigopnasd "N - g
D2IUIIDL N - YTT s3] S81n0] “A| “s¢ duoxelyad
WwnJpniADISIPIII0 N -
SNssaasqo N - 2u3801da|1d?d |IN3S Np JUBWISSIeqY - INO yog s3] s91n03 ‘Al ‘8w 00s awauadiwy
SISual|isbiq °N -
91101X0303Q -
SISU3|bASUDIY “N - INO [/3y/3w ST-0T aupejiwy
91191x0104ydaN -
aJleuln aseiyll| - Jw/31 0ST-00T 3|0zexow10)
WiNJpIADISIPIAIIO N - .
9}21X0104ydoN - - 9|q12 anblgs xne| =
sIsualjisniqopnasd N - INO
poIuIDS N - 912IX010[9AIN - (s@puuoiloedy sasop p-¢ u3j) 9|ozexoypwey|ns
o $4135931p s9|qnoJ - 0d ho A| ‘[/83/8w ST swudoylawiny
due)sIsas 9| sue
(a) sa|qeJisapul 19443 xnedpulid S P (€) 9180j0s0d
op anbsu e sa33ds3 uoisnyjjiq

950]pJDJ0U 2un,p 9bJDYJ Ua 25/4d D] 9p SJO[ 2351]1gbq0Jd Ua S9/qDsIIIN sanbj10iqiiuy .G ND3|qo ]

54



Une amélioration clinique est généralement observable des la premiere semaine de
traitement. Néanmoins, compte tenu du risque important de récidive des infections a
Nocardia, I'antibiothérapie doit étre prolongée. La durée optimale du traitement est
inconnue, son choix est adapté au cas par cas et doit prendre en considération le type
d’atteinte, le terrain du patient (notamment ['origine et le niveau de son
immunodépression) et sa réponse au traitement (5). Une résolution des lésions
radiographiques doit également étre observée avant arrét. The American Society of
Transplantation recommande chez le patient receveur d’organe une antibiothérapie d’'une
durée minimum de: 6 mois en cas d’atteinte pulmonaire, 9 mois en cas de forme
disséminée et 12 mois en cas de forme cérébrale. La voie parentérale est a privilégier au
cours des deux premiéres semaines de traitement, puis un relai per os peut, en fonction

de I’évolution clinique et des résultats microbiologiques, étre envisagé (4).

En lien avec des difficultés liées a I'interprétation de la présence de Nocardia dans les
prélevements respiratoires des patients immunocompétents présentant une pathologie
pulmonaire sous-jacente, ainsi qu’en raison de |I'absence de recommandations officielles,
il existe, concernant leur prise en charge clinique, une grande hétérogénéité des pratiques.
Aprés étude rétrospective d’une série de cas, Rodriguez-Nava et al (75) ont proposé des
lignes directrices pour la prise en charge des patients atteints de mucoviscidose. En
I'absence de projet de transplantation pulmonaire ou d’instauration de traitement
immunosuppresseur, le choix de la mise en place ou non d’une antibiothérapie adaptée
doit se baser sur la clinique et la présence ou non de co-infection. La persistance dans le
temps d’une colonisation respiratoire méme asymptomatique, doit inciter a initier une

antibiothérapie.
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PARTIE B

Protocoles appliqués au laboratoire de microbiologie (IHU, AP-HM)

1) Mise en évidence de Nocardia par culture bactérienne

La culture bactérienne est la principale méthode permettant la mise en évidence de la

présence de Nocardia dans un échantillon clinique.

Conditions de culture

Apres réception au laboratoire, les prélevements sont, en fonction de leur nature et
de la prescription associée, ensemencés en parallele sur différents milieux de culture,
puis incubés dans des conditions prédéfinies. Parmi ces différentes conditions de
culture, les plus adaptées a la mise en évidence de bactéries du genre Nocardia sont
résumées dans la Figure 12. Les géloses « PVX » et « ANC » sont fréquemment utilisées
en biologie médicale et sont propices a la croissance de ce type de germe. Elles
correspondent respectivement a un milieu d’isolement non sélectif, enrichi; et a un
milieu rendu sélectif des bactéries a Gram positif. Les prélevements dits « nobles »
regroupent les biopsies (pulmonaires, cérébrales, cutanées ...), les liquides pleuraux,
liguides péritonéaux ainsi que toutes autres catégories de prélevements profonds. lls
sont de maniere générale gardés en culture plus longtemps que les prélévements
superficiels. Les échantillons respiratoires (ECBC, aspirations bronchiques, LBA) sont
par défaut incubés pendant 48h; cependant en cas de pathologie pulmonaire
chronique sous-jacente (mucoviscidose, BPCO ...), la durée d’incubation est prolongée

a 5jours.
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Figure 12: Conditions de culture et stratégie d’identification bactérienne
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Identification

La stratégie actuellement appliquée au laboratoire pour l'identification des isolats
bactériens est résumée dans la Figure 12. La spectrométrie de masse (Systeme MALDI
Biotyper ®) est utilisée en premiére intention. Le mode de dépot « en couche mince »,
aussi appelé « dépobt direct » en lien notamment avec sa rapidité d’exécution, est
utilisé par défaut. Si malgré plusieurs essais aucune identification acceptable n’est
obtenue, une étape d’extraction protéique peut étre ajoutée au procédé. Deux
protocoles d’extraction différents peuvent alors étre appliqués (une extraction
protéique rapide ou une autre plus compléte), ils sont détaillés dans I’annexe N°1. La
base de données MALDI-TOF de notre laboratoire est régulierement incrémentée par
des « mises a jour fabricant » ainsi que par les spectres de bactéries nouvellement
décrites. Elle comporte actuellement un total de 129 spectres de Nocardia appartenant
a 54 especes différentes (Annexe 2). Grace aux progres des technologies de biologie
moléculaire, le séquencage est aujourd’hui plus rapide, moins couteux et ainsi plus
adapté aux activités de routine des laboratoires que dans le passé. En cas d’échec
répétés de l'identification d’'une bactérie par MALDI-TOF, la stratégie actuelle
appliquée a I'lHU est le séquencage du génome entier du germe. Sont ensuite réalisées
en paralléle :

- une comparaison de la séquence du gene 16s a celles présentes dans la

base de données GenBank® ;
- une comparaison de la séquence du gene rpoB a celles des espéces
suspectées ;
- ainsi qu’une hybridation ADN-ADN in silico de génome a génome

(https://tygs.dsmz.de/) garantissant la fiabilité du résultat final.

Détermination de la sensibilité in vitro aux antibiotiques

En cas d’isolement de Nocardia, la réalisation d’'un antibiogramme est systématique.
Celui-ci est réalisé par méthode de diffusion sur gélose a partir de disques ou de
bandelettes E-TEST. Un inoculum bactérien ajusté a 0,5 Mc Farland est préparé a partir
des colonies fraichement isolées, au moyen d’une petite quantité de NaCl, d’'une oése

et d’'un néphélometre dont la calibration est vérifiée en amont. Puis des milieux de
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culture solides, de type Muller-Hinton (MHE) ou Muller-Hinton additionnés de sang
(MHF), sont ensemencés de maniere uniforme par écouvillonnage en strie serré sur
trois directions. La lecture est effectuée aprés 24h d’incubation (37°C ; 5% CO2).
Cependant, si aucune croissance bactérienne n’est visible, les géloses sont replacées a
I’étuve et de nouveau examinées toutes les 24h jusqu’a ce qu’une pousse bactérienne
soit visible. Les valeurs seuils utilisées pour I'interprétation des diametres d’inhibition
et des CMI sont respectivement celles de la Comité de I’Antibiogramme de la Société

Francaise de Microbiologie (CASFM) 2013 et celles de la CLSI (12).

Le choix des molécules a tester en premiére intention ainsi que des géloses utilisées a
évolué a plusieurs reprises au cours des dernieres années. Les molécules actuellement
testées en premiére intention sont listées dans le Tableau 6. Néanmoins, d’autres
molécules peuvent, a l'initiative du biologiste ou a la demande du clinicien étre

ajoutées au panel.

Tableau 6 : Panel d’antibiotiques actuellement testés en premiére intention

Antibiotique Milieu Méthode
Amoxicilline MHF Disque
Amoxicilline + acide clavulanique MHF Disque
Imipénéeme MHF E-TEST
Ertapéneme MHF Disque
Méropénéeme MHF Disque
Triméthoprime+ sulfaméthoxazole MHE Disque
Vancomycine MHF Disque
Linézolide MHF Disque
Amikacine MHF Disque
Doxycycline MHF Disque
Tigécycline MHF E-TEST
Minocycline MHF E-TEST
Ciprofloxacine MHF Disque
Métronidazole MHF Disque
Fosfomycine MHF Disque
Clindamycine MHF Disque
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2) Mise en évidence de Nocardia par biologie moléculaire

La réalisation d’une PCR dite « universelle bactérienne » peut également, dans
certaines conditions étre proposée (ex: biopsie d’abces cérébral avec culture
conventionnelle négative). Elle est basée sur I'amplification par PCR du géne 16S au
moyen d’amorces ciblant des régions communes a toutes les bactéries. En cas de

positivité, le géne est ensuite séquencé pour permettre une identification.

Une PCR ciblant spécifiqguement N. farcinica est également disponible au laboratoire.

Elle est réalisable sur demande.

Epidémiologie des cas de nocardiose (2014-2020, AP-HM)

1) Matériels et méthodes

Population étudiée et considérations éthiques

Nous avons réalisé une étude rétrospective de I'épidémiologie des cas nocardiose, ou
de colonisation respiratoire par Nocardia, diagnostiqués au sein des hopitaux
universitaires de Marseille (AP-HM), entre janvier 2014 et juillet 2020.

Conformément a la réglementation portant sur les recherches n’impliquant pas la
personne humaine (recherche sur données existantes), cette étude a été déclarée et
enregistrée sous le numéro PADS20-293 par I’Assistance Publique des Hopitaux de

Marseille.

Données microbiologiques

La liste des patients concernés et les données microbiologiques, ont été obtenues
grace au logiciel interne au laboratoire. Nous avons récupéré pour chaque patient : la
date et la nature des prélevements, leur age au moment du diagnostic, leur sexe,
I'espece isolée, la méthode d’identification utilisée (MALDI-TOF +/- biologie
moléculaire : 16S et/ou NGS), et les résultats de I"antibiogramme. Lorsque plusieurs
antibiogrammes étaient disponibles, seul le premier a été pris en compte pour

I'analyse.
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Facteurs de risques

Les données cliniques et antécédents des patients ont été obtenus a partir de leurs
dossiers médicaux informatisés. Nous nous sommes principalement concentrés sur la
recherche de cause évidente d’'immunodépression (transplantation d’organe solide,
greffe de cellules souches hématopoiétique, présence de comorbidité impliquant la
prise de traitements immunosuppresseurs, néoplasie, déficit immunitaire primitif,
infection par le VIH ...) ainsi que sur la présence de pathologie pulmonaire sous-
jacente. Lorsqu’aucun de ces deux facteurs de risque n’était présent, les dossiers
médicaux ont été analysés de maniere plus approfondies (recherche d’autres

comorbidités, examen des bilans biologiques ...).

Résultats

Durant la période étudiée, 49 souches de Nocardia ont été isolées a partir de
prélévements cliniques dans notre laboratoire. 8 souches provenant de laboratoires
extérieurs, adressées uniquement pour identification d’espece et/ou réalisation
d’antibiogramme ont été exclues. Les 41 souches restantes correspondaient a 41
patients ayant recu un diagnostic de nocardiose ou de colonisation respiratoire par
Nocardia au cours de leur prise en charge a 'AP-HM. Ces patients provenaient
majoritairement des services de pneumologie (n=16), transplantés rénaux (n=5) et

neurochirurgie (n=9).

Répartition des espéces et types de nocardiose

Les présentations cliniques étaient dominées par des formes pulmonaires (18 patients,
44%) comprenant : nocardiose pulmonaire au sens strict et colonisation respiratoire ;
puis par des formes disséminées (17 patients, 42%), dont plus de 75% avec atteinte
cérébrale (13 patients) (Figure 13). Les formes cutanées ne représentaient que 5
patients, soit une fréquence plus de deux fois inférieure (12%). Enfin, un cas de
nocardiose oculaire a été diagnostiqué, a la suite de I'isolement de Nocardia sur un

préléevement de cornée.
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Figure 13: Répartition des types de nocardiose (en %)

Les diagnostics de nocardiose cutanée ont été obtenus grace a des prélévements de
type : biopsie, prélevements d’abces, ou plus rarement d’écouvillonnage de plaie. La
réalisation d’un bilan d’extension ne retrouvant pas d’autre atteinte était précisée
dans deux dossiers médicaux. Les lésions étaient majoritairement localisées au niveau
des membres supérieurs (4/5 patients) (mains, poignet, bras, épaules) ; un nouveau-
né présentait des lésions au niveau du flanc. Deux patients rapportaient un lien
temporel entre survenue de I'atteinte et piqure de rosier, ou irritation cutanée au
contact de plantes grasses. La présence de Nocardia au niveau pulmonaire était
majoritairement mise en évidence au moyen de prélevements respiratoires (ECBC, LBA
...), et occasionnellement aprés réalisation de biopsie pulmonaire ou de ponction de
liquide pleural. L'absence de localisation secondaire était précisée dans 3 cas sur 18.
Les atteintes du systeme nerveux central (SNC) diagnostiquées par culture ont toutes
été confirmées par isolement de la bactérie sur biopsie cérébrale. Pour l'un des
patients, celle-ci a été mise en évidence dans les suites de la réalisation d’un bilan
d’extension, apres découverte d’une infection articulaire a Nocardia. Dans 5 cas sur
13, I'existence d’une imagerie thoracique compatible avec une atteinte pulmonaire
concomitante était précisée dans le dossier médical. L'un de ces patients présentait
aussi une lésion rénale visible a I'imagerie ainsi qu’une hémoculture positive. Les

diagnostics de nocardiose disséminée sans atteinte cérébrale (4 patients) ont été
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établis pour 3 patients (P-7, P-32 et P-33) en s’appuyant sur |'objectivation de la
présence de Nocardia sur prélevements cutanés ou sous cutanés, associée a une
imagerie thoracique compatible avec une atteinte pulmonaire. Pour le dernier patient

(P-5), le germe a été retrouvé a la fois sur prélévement respiratoire et sur hémoculture.

Nocardia cyriacigeorgica (n=4)
10%
Nocardia arthritidis

n=2) 5%
(n=2) 5% Nocardia wallacei (n=4)

10%

Nocardia brasiliensis (n=2)
5%

Nocardia abcessus
(n=6) 15%

Nocardia paucivorans
(n=2) 5%

Nocardia asteroides (n=1)
2%

Nocardia farcinica

(n=8) 20%
Nocardia otitidiscaviarum
(n=1) 2%

Idét inée (n=5) 12%

éterminée (n=5) Nocardia takedensis (n=1) 2%

Figure 14: Répartition globale des espéces (en %)

Les especes les plus fréquemment identifiées au cours de cette période sont N.
farcinica (19,5%), les espéces appartenant au complexe N. abscessus (N. abscessus au
sens stricte, N. arthritidis) (19,5%), N. nova (12,2%), N. cyriacigeorgica (9,8%) et N.
wallacei (9,8%), (Figure 14).

Pour 4/41 souches, I'identification d’espéce n’a pas été réalisée. Une souche n’avait
pas pu étre identifiée par MALDI-TOF et était en cours de séquengage au moment de
la réalisation de notre recueil de données. Neuf des 36 souches restantes ont été
identifiées par MALDI-TOF uniquement ; pour les 27 autres, I'espéce a été déterminée
ou confirmée par biologie moléculaire (16S et/ou NGS).

La répartition des différentes espéces en fonction du type clinique de nocardiose est
présentée dans le Tableau 7. N. farcinica (n=4/13) et N. abscessus (n=4/13) étaient les

deux espéces les plus fréquemment associées aux formes cérébrales de la maladie. A
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noter que N. wallacei n’a été retrouvée qu’a partir de prélevements respiratoires et
gue tous provenaient de patients atteints de mucoviscidose.

Tableau 7: Répartition des espéces en fonction du type de nocardiose
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Nocardia farcinica 4 1 1 8
Nocardia abscessus 2 4 6
Nocardia arthritidis 2 2
Nocardia nova 2 2 1 5
Nocardia cyriacigeorgica 3 1 4
Nocardia wallacei 4 4
Nocardia brasiliensis 1 2
Nocardia paucivorans 1 2
Nocardia asteroides 1 1
Nocardia otitidiscaviarum 1 1
Nocardia takedensis 1 1
Indéterminée 1 4 5
Total 5 18 13 4 1 41

Etude des facteurs de risque

Au total, la présence d’au moins un facteur de risque de type immunodépression ou
pathologie pulmonaire sous-jacente a été retrouvé chez 82,9% (34/41) des patients.
Une ou plusieurs causes d'immunodépression étaient présentes chez pres de la moitié
d’entre eux (46,3%, 19/41). Onze présentaient un antécédent de transplantation
d’organe solide : rénale (n=5), pulmonaire (n=3), cardiaque (n=2), cardio-pulmonaire
(n=1). lls recevaient un traitement par anti-calcineurine (tacrolimus, ciclosporine),
associé la plupart du temps a des corticoides (10/11) ainsi qu’a des anti-métabolites
(azathioprine, mycophénolate mofétil, mycophénolate de sodium) (9/11). Lla
nocardiose est survenue au cours des 18 mois suivants le geste chirurgical chez 6
patients. Pour 4 autres, elle n’est apparue que plus de 4 ans plus tard. Pour le dernier
patient, le délai était de 21 mois, cependant la notification dans son dossier médical

d’un rejet aigue 13 mois auparavant peut expliquer ce délai intermédiaire. Plusieurs
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autres pathologies impliquant également la prise de corticoides par voie orale ont pu
étre identifiées. Il s’agissait de polyarthrite rhumatoide (dont une secondaire a un
traitement par nivolumab, traitée également par méthotrexate), d’'une maladie de
Crohn, d’'une anémie hémolytique auto-immune compliquant un lymphome, d’une
pneumopathie cryptogénique et d’une insuffisance respiratoire chronique sur
dilatation des bronches. Deux patients avaient recu récemment une cure de
chimiothérapie dans le cadre de la prise en charge, respectivement, d’un lymphome
de la zone marginale et d’'un carcinome épidermoide avec métastases cérébrales. De
facon intéressante, un cas d’infection cutanée est survenu chez un nourrisson d’un
mois (P-29) traité par eculizumab pour un syndrome hémolytique et urémique
atypique néonatal. Deux patients présentaient une immunodépression ne pouvant
étre reliée a la prise de traitement immunosuppresseur. L'un souffrait d’une récidive
d’hémopathie maligne, a 'origine d’une pancytopénie. L'autre était atteint depuis 17
ans par le VIH, en rupture de traitement depuis environ 4 ans, et présentait un taux de
lymphocyte TCD4 a 332 CD4/mm?3 et une charge virale importante a 20 123 600
copies/mL. A noter que certains patients cumulaient plusieurs causes
d’'immunodépression. C'est le cas du patient P-25 présentant a la fois un antécédent

de greffe pulmonaire, une agammaglobulinémie congénitale et une maladie de Crohn.

Tableau 8: Etude des facteurs de risques

Caractéristiques générales (n= 41)

Age : moyenne ; médiane (années) 51,1; 55
Ecart-type (années) 22

Age : min ; max 1 mois ; 93 ans
Sexe ratio (H/F) 0,95 (20/21)

Terrain a risque

Présence d’au moins un facteur de risque
(Immunodépression et/ou pathologie pulmonaire sous-jacente et/ou 35
lien un traumatisme ) et/ou port de lentille de contact (?)

Absence de facteur de risque évident 6

Immunodépression 19
Prise de traitements immunosuppresseurs 17
= Corticoides 15
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= Anti-calcineurines 11

= Corticoides + anti-calcineurines 10
= Anti-métabolites 9
= Chimiothérapie anti-cancéreuse 2
= Autre 2

Pathologies en lien avec la prise d'immunosuppresseurs 17

* Transplantation d’organe solide 11
- Transplantation rénale 5
- Transplantation pulmonaire 4
- Transplantation cardiaque 3
Délai : transplantation — diagnostic nocardiose <1 mois ; 18 ans
- Délai £18 mois 6
- Délai24ans 4
= Atteintes auto-immunes 4
= Néoplasie en cours de traitement 2
= Autre 3
Immunodépression non iatrogéne 3
= Néoplasie 1
= VIH 1
= Déficit immunitaire primaire 1
Pathologie pulmonaire sous-jacente 23
* Mucoviscidose 9
= Dilatation des bronches (DDB) 5
* Transplantation pulmonaire 4
= BPCO 2
= Autre 6

(1) Pour les formes (sous) cutanées primaires ou oculaires

(2) Pour les formes oculaires

La présence de pathologie pulmonaire sous-jacente était mentionnée dans 65%
(23/35) des dossiers médicaux des patients souffrant de forme invasive de la maladie
ou de colonisation respiratoire (exclusion des formes cutanées et oculaires primaires

pour lesquelles la porte d’entrée du germe n’est pas respiratoire). Ce taux était proche
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de 100% dans le groupe des patients atteints de formes localisées au niveau
pulmonaire (17/18) (Tableau 9). Le seul patient non concerné était un homme
d’origine géorgienne, dont la liste des antécédents rapportée au médecin pourrait ne
pas étre exhaustive, décédé avant méme que le diagnostic de nocardiose ne soit
connu.

Les pathologies citées (Tableau 8) étaient principalement la mucoviscidose (n=9), les
dilatations des bronches (DDB) (n=5), la BPCO (n=2); mais aussi les bronchites
chroniques, et les antécédents de tuberculose ou de néoplasie pulmonaire. Quatre
patients présentaient des antécédents d’insuffisance respiratoire sévere ayant

nécessité la réalisation de transplantations pulmonaires.

Tableau 9: Répartition du type de nocardiose en fonction du statut immunitaire et de la
présence ou non de pathologie pulmonaire sous-jacente

Immunodépression Patholog-ie
pulmonaire
Type d'atteinte NON Ooul NON oul
Non disséminée 15 @ g
Cutanée ou sous cutanée primaire (n=5) 1 4
Oculaire (n=1) () ()
Pulmonaire ou colonisation respiratoire (n=18) 14 4 @ 17 @
Disséminée 6 11 11 6
Avec atteinte cérébrale (n=13) 6 7 9 4
Sans atteinte cérébrale (n=4) 0 4 2 2
Total 21 @ 19 | 11@ | 23@

(1) Le statut immunitaire de la patiente P-31 atteinte de nocardiose oculaire n’était pas précisé
(2) Le patient P-26 était immunodéprimé (tricytopénie) et présentait une nocardiose pulmonaire,

cependant ses antécédents étaient inconnus.

Le Tableau 9 offre une vue d’ensemble sur la répartition des types de nocardiose en
fonction des facteurs de risque présents. Ainsi 21 cas de nocardiose sont survenus chez
des patients immunocompétents. Il s’agissait dans plus de 70% des cas (15/21) de
formes non disséminées, plus précisément d’une infection cutanée primaire et de 14
atteintes pulmonaires, ces derniéres étant toutes apparues chez des patients
présentant une pathologie pulmonaire chronique. Cependant, six cas de nocardiose

cérébrale sont survenus chez des patients ne présentant en apparences ni
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immunodépression, ni pathologie pulmonaire sous-jacente. Tous présentaient une
sérologie VIH négative. Une lipoprotéinose alvéolaire a été diagnostiquée lors de la
réalisation du bilan d’extension chez I'un des patients (P-4). Parmi les comorbidités
spécifiées dans les dossiers médicaux, I'alcoolisme chronique était partagé par deux
des six patients : une femme de 45 ans, cirrhotique (Child C), atteinte d’hépatite C (P-
24) ; et un homme de 50 ans épileptique (P-1). Un autre était agé de 93 ans (P-6) et
atteint de diabéte, d’hypertension artérielle ainsi que d’hypothyroidie frustre (cette
derniére ayant été diagnostiquée au cours de son séjour). Les bilans biologiques des
patients P-1, P-2 et P-24 réalisés au moment du diagnostic révélaient I'existence de
lymphopénies, cependant celles-ci se sont avérées étre fluctuantes et leurs
interprétations dans ce contexte étaient complexes. L’hypothése que celles-ci soient
uniquement secondaire a I'infection en cours a été soulevée. Aucune découverte de
pathologies immunosuppressives n’a par la suite été précisée dans leurs dossiers. Le
patient P-30 agé de 57 ans, ne présentait aucun argument en faveur d’une

immunodépression ni aucune comorbidité notable.

Etude de la sensibilité, in vitro aux antibiotiques

Un antibiogramme a été réalisé sur 40/41 souches (a I'exception de celle du patient P-
32 car sa subculture était impossible). En raison de I’évolution, au cours de la période
d’intérét, des protocoles du laboratoire, et des demandes spécifiques ajoutées au cas
par cas par les biologistes ou cliniciens, le panel d’antibiotique testé sur les différentes
souches n’était pas constamment identique. Le Tableau 10 répertorie les différentes
molécules testées ainsi que les résultats obtenus.

Les antibiotiques dont I'efficacité était la plus fréquemment évaluée (sur plus de 90%
des souches) étaient : 'amoxicilline, I'amoxicilline/acide clavulanique, I'imipénéme, la
vancomycine, la clindamycine et le métronidazole; et avec un pourcentage
légerement inférieur le triméthoprime-sulfaméthoxazole (82,9 %). La trés grande
majorité des souches testées étaient sensibles au linézolide (20/20), a I'imipénéme
(36/40), a I'ertapéneme (12/13), a I'amikacine (18/19), a la minocycline (15/16) et a la
doxycycline (20/22). Le pourcentage de sensibilité au TMP-SMX était similaire a celui

de l'amoxicilline-acide clavulanique (71%). Toutes les souches testées étaient
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résistantes au métronidazole. La sensibilité a la ciprofloxacine (8/22) et a la
clindamycine (13/39) étaient peu fréquentes. Bien que le nombre de souche testé soit
plus faible et ainsi moins représentatif, il en était de méme pour la tobramycine (1/4),
la gentamicine (3/10) et la fosfomycine (4/11). La ceftriaxone, molécule pouvant étre
utilisée en association en traitement probabiliste n’était que rarement testée mais

présentait un taux de sensibilité encourageant (12/14).
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3) Discussion

Cette étude a permis de répertorier 41 cas de nocardiose pris en charge au sein des
hopitaux de Marseille durant la période d’intérét, soit en moyenne 5 a 6 cas par an. Au
vu de la rareté de cette pathologie, il s’agit d’un recueil de taille conséquente. Au cours
d’une précédente étude menée a I’AP-HM entre janvier 2004 et décembre 2014,
Haussaire et al (156) avaient dénombré 34 cas de nocardiose, soit envion 3 cas par an.
Ainsi nos données suggerent une augmentation de I'incidence de prise charge de cette
pathologie dans notre établissement. Plusieurs facteurs pourraient étre a I'origine de
cette augmentation. Elle pourrait étre liée a une amélioration de la stratégie
diagnostique mais également a une augmentation de la fréquentation de notre hopital
par des patients a risque. En effet I’AP-HM est le 3°™¢ centre hospitalier de France (15)
et rassemble plusieurs services spécialisés dans la prise en charge de pathologies
favorisant la survenue de nocardiose.

Notre recueil offre un apergu de I’évolution de I'épidémiologie de la nocardiose dans

le sud de la France, au cours de la derniere décennie.

e Répartition des espéces et type de nocardiose

Selon une récente revue de la littérature (5), N. abscessus, N. cyriacigeorgica , N.
farcinica et N. nova causent plus de la moitié des cas de nocardiose humaine ; ce qui
concorde avec nos résultats.

Cependant, tandis que des études de grande ampleur menées aux USA et en Espagne
(58,138,145) rapportent une majorité d’infections causées par N. cyriacigeorgica et N.
nova ; N. farcinica et les espéces appartenant au complexe de N. abscessus étaient
dans notre étude, les plus fréquemment identifiées. Or, leur taux d’identification (20%
chacune) étaient superposables a ceux retrouvés dans les études francaises menées
par 'OFN (3) et par Haussaire et al (156) (Tableau 11). Ces différences pourraient
s’expliquer par la variation géographique liée aux conditions climatiques de la

répartition des espéces de Nocardia (1,5).
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Différentes études ont également rapportées une proportion importante d’infection a
N. farcinica chez le patient receveur de transplantation d’organe solide (33,48,50,157).
Dans notre étude, 4 patients transplantés sur 11 étaient concernés, ce qui correspond
a plus d’un tiers des souches de cette espéce. Le tropisme de N. farcinica pour le
systeme nerveux central décrit dans plusieurs publications (58,145,158) était
également perceptible (Tableau 7). A elles deux, N. farcinica et N. abscessus étaient
responsables de plus de la moitié des atteintes cérébrales. Autre fait intéressant, N.
wallacei était exclusivement retrouvée dans les préléevements pulmonaires de patients

atteint de mucoviscidose.

Dans notre recueil, comme dans celui de Haussaire et al (156), la proportion de
nocardiose cutanée primaire était largement inférieure a celle des formes invasives ou
colonisation respiratoire (Tableau 11). Il est possible que cette faible proportion
d’atteinte cutanée soit en partie expliquée par le temps de culture réduit (48h) prévu
par nos protocoles pour les prélevements dits « superficiels » en |'absence de
demande particuliere de recherche de Nocardia.

La majorité des nocardioses disséminées impliquaient une atteinte du SNC, et ce en
proportion encore plus importante dans notre étude que dans la précédente (76,5%
vs 47,4%). Par comparaison aux données répertoriées par 'OFN (3), il semblerait que
nous ayons isolé une proportion plus importante de Nocardia sur prélevement

cérébrale (32% vs 5%).

Au niveau microbiologique, nous avons observé une limite du MALDI-TOF pour
I'identification correcte de I'espéce avec seulement (21,9%, 9/41) souches identifiées
au niveau de I'espéce par cette méthode. Deux souches ont particulierement attirées
notre attention car elles illustrent bien les difficultés liées au diagnostic d’espece de ce
genre bactérien (souches des patients P-30 et P-36). Dans le premier cas, le score
MALDI-TOF était toujours <1,4 et ne permettait pas d’obtenir une bonne identification
malgré plusieurs essais. Le séquencage partiel du géne 16S orientait initialement vers
N. pneumoniae (100% d’identité) or apres séquencage du génome complet, I'analyse
de I’ARNr 16S donnait N. beijingensis (100% d’identité) tandis que la DDH retrouvait N.

arthritidis (score 99,4%). La seconde était identifiée comme N. abscessus avec un score
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satisfaisant par MALDI-TOF, mais a tout de méme été envoyée en biologie moléculaire.
Le séquencage du géne 16S orientait vers N. beijingensis (99,7% d’identité) alors que
la DDH a permis de conclure qu’il s’agissait en réalité également d’une souche de N.
arthritidis (score 99,3%). N. arthritidis, N. pneumoniae et N. beijingensis sont trois
especes considérées comme appartenant au complexe N. abscessus (Tableau 3). En
réalité cette appartenance au complexe est basée sur la grande similarité de leur profil
MALDI-TOF et de leur séquence du gene de I'ARNr 16S, ce qui explique que leur
distinction soit si complexe (10,11,116). Ainsi, dans ce genre de situation seule la DDH

garantie un résultat fiable.

Etude des facteurs de risque

La moyenne d’age des patients inclus dans ce recueil est similaire a celle retrouvée au
cours de la précédente étude menée a I’AP-HM (156). Toutes deux mettent en avant
une prédominance d’adultes d’age mir associée a une grande dispersion autour de la
moyenne (Tableau 8Tableau 11). Une prépondérance masculine était retrouvée entre
2004 et 2014 mais plus entre 2014 et 2020. Ces observations sont en accord avec les
données présentes dans la littérature, montrant une prédominance masculine

inconstante (6,47).

Plus de 75% des patients inclus dans notre étude étaient immunodéprimés et/ou
présentaient une pathologie pulmonaire sous-jacente (34/41) (Tableau 8). Les
antécédents médicaux d’une jeune femme de 15 ans souffrant d’un abcés nocardique
de I'ceil n’étaient pas précisés dans son dossier médical. Néanmoins il était notifié
gu’elle portait des lentilles de contact, or, il s’agit d’un facteur de risque notable de
survenu d’infection oculaire a Nocardia précédemment rapporté dans la littérature
(159-162). Au total, 46% des patients (19/41) étaient immunodéprimés, 56% (23/41)
souffraient de comorbidité pulmonaire et 15% (6/41) ne présentaient aucune
prédisposition évidente. Cette répartition semble en accord avec les données

retrouvées dans la littérature (2,6,7).
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Comme soulevé par Lebeaux et al (4), la transplantation d’organe solide est un facteur
de risque majeur, qui concerne environ % des cas de nocardiose. La clinique est
dominée chez ces patients par des formes invasives (> 80%) et notamment par des
atteintes disséminées (dans notre étude 82% (9/11) formes invasives dont 78% (7/9)
disséminées ) (4). La greffe pulmonaire (4/11) occupe, comme décrit dans les rapports
les plus récents, une place importante, au méme titre que les autres types de
transplantation (5,48). Les infections a Nocardia peuvent survenir trés tot apres le
geste chirurgical, lorsque I'immunodépression est la plus intense, mais il faut rester
vigilant car elles peuvent également apparaitre des années aprées (33) (Tableau 8). La
prise de traitement immunosuppresseurs tels que des anti-calcineurines, des
antimétabolites et surtout des corticoides, était un facteur de risque partagés par tous
les receveurs d’organes, mais également par des patients souffrant d’autres
pathologies (maladies rhumatismales, maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin ...) (33,48,53,55). Nous avons également répertorié des cas de nocardiose
chez des patients atteints de néoplasie, présentant une immunodépression secondaire
a une chimiothérapie, ol a la pathologie elle-méme (58). Alors que d’autre études
retrouvent une proportion importante de patients infectés par le VIH (55), nous
n‘avons répertorié dans notre établissement qu’un unique cas entre 2004 et
aujourd’hui (156). La nocardiose touchant préférentiellement les patients présentant
un faible taux de lymphocytes TCD4 (63), la considérable amélioration de la prise en
charge de cette pathologie pourrait justifier ce faible taux. Cependant, a notre surprise,
dans le cas de notre patient I'infection est apparue alors que son taux de lymphocytes
TCD4 était supérieur a 200/mm?3. Nous avons également décrit une infection cutanée
survenue chez une enfant traitée par eculizumab, or, a notre connaissance, aucun cas
de nocardiose associé a une dysfonction du systeme du complément n’a encore a ce
jour été décrit. Ces éléments nous rappellent que tout type d'immunodépression doit
jusqu’a preuve du contraire étre considéré comme facteur de risque de survenue de

nocardiose.

Nos résultats corroborent les informations que nous avions précédemment trouvées
dans la littérature, décrivant la présence de maladie pulmonaire chronique sous-

jacente comme un facteur de risque majeur de nocardiose invasive (principalement
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pulmonaire) et ceux y compris en I'absence d’immunodépression (7,46,66—72). Elle
était dans notre étude, notifiée dans 65% (23/35) des dossiers médicaux de patients
atteint de nocardiose invasive ou de colonisation respiratoire et chez 75% (15/20) des
immunocompétents de ce groupe. La mucoviscidose, au lieu de la BPCO, apparaissait
comme la maladie pulmonaire sous-jacente la plus retrouvée dans notre étude. Ceci
peut s’expliquer par un biais de sélection car notre établissement hospitalier héberge
les centres de compétences régionaux labellisés pour la prise en charge de patients
souffrant de mucoviscidose ou de maladie pulmonaires rares. Comme soulevé par
Rodriguez-Nava et al (75), les patients atteints de mucoviscidose forment un petit
sous-groupe aux caractéristiques générales différentes des autres. En effet la moyenne
d’age de ce groupe est nettement plus basse (25,4 ans versus 58,3 ans pour les autres)
et tous présentent une atteinte localisée au poumon, dont la signification est parfois

complexe a interpréter.

La présence de 6 cas de nocardiose cérébrale survenus chez des patients
immunocompétents est un élément a prendre en considération, et supporte les
précédents résultats retrouvés dans la littérature (6,7,36,79,83,84). D’autant que ces
6 patients ne présentaient par ailleurs pas de comorbidité pulmonaire non plus. Ainsi,
il estimportant de garder a I’esprit que 'immunocompétences et I'absence de facteurs

prédisposant évident ne suffisent pas a exclure le diagnostic de nocardiose.

Etude de la sensibilité, in-vitro aux antibiotiques

Concernant le choix des panels d’antibiotique, nous avons remarqué que le
triméthoprime-sulfaméthoxazole, molécule la plus fréquemment utilisée pour le
traitement des nocardioses (5) n’a pas été testé sur tous les isolats. Il en était de méme
pour les autres molécules utilisables en traitement probabiliste, a I'exception de
I'imipenéme, constamment présente. En effet la sensibilité au linézolide, a I'amikacine

et a la ceftriaxone n’était évaluée que sur moins de la moitié des souches.

Malgré tout, les souches testées étaient globalement sensibles a ces antibiotiques.

Ainsi aucune résistance au linézolide n’a été observée (4,5,12). Les deux souches
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résistantes a la ceftriaxone étaient des N. farcinina, espece naturellement résistante a
cet antibiotique (5,12). De méme, l'unique isolat rendu résistant a I'amikacine était une
N. wallacei, or I'amikacine présente une activité variable sur les espéeces du complexe
N. transvalensis. Le taux de sensibilité a I'imipenéme était important (36/40) y compris
sur des especes telles que N. brasiliensis, habituellement résistantes selon la littérature

(5,12).

En revanche, le taux de résistance au TMP-SMX (30,4%) est surprenant. Il est proche
de celui précédemment retrouvé par Haussaire et al (156) (41,75%), mais difféere
catégoriqguement de celui obtenu par I'OFN (3) (5,4%). Cependant notre laboratoire
n’est pas le seul a retrouver des taux élevés de résistance au TMP-SMX (145). Suite a
la publication de plusieurs travaux rapportant un taux en augmentation (47,137,143),
une étude multicentrique a été menée aux USA et a réfuté cette hypothese car seule
2,5% des 552 souches testées étaient résistantes (144). Il a été suggéré que
I'augmentation de la résistance in vitro aux sulfamides chez Nocardia spp pourrait en
réalité étre due a des difficultés d'interprétation en laboratoire de la sensibilité au
TMP-SMX (12,13,138). Le degré élevé de résistance au TMP-SMX trouvé dans notre
étude, pourrait étre en partie lié a la technique : préparation de I'inoculum, milieux

utilisés, lecture du diametre d’inhibition a 80%.

Enfin, I'activité des autres antibiotiques dont I’évaluation de la sensibilité in vitro est
recommandée par le CLSI était variable (12) : la doxycycline et la minocycline avaient
une bonne activité sur les souches testées, en revanche la tigécycline et la tobramycine
présentaient une activité variable. Les taux de sensibilité a la ciprofloxacine et a
I’'amoxicilline-acide clavulanique étaient impactés par la présence parmi les souches
testées, d’espéces réputées pour leur résistance a ces molécules (5,12)
(respectivement : N. abscessus, N. nova et N. cyriacigeorgica pour la ciprofloxacine ; et
N. nova, N.cyriacigeorgica et N. otitidiscaviarum pour [|'amoxicilline-acide

clavulanique).
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CONCLUSIONS / PERSPECTIVES

Bien que la nocardiose soit une maladie rare, en moyenne 5 a 6 cas d’infection ou de
colonisation a Nocardia sont diagnostiqués puis suivi au sein de I’AP-HM chaque année.
S’agissant d’une pathologie potentiellement mortelle, il est important qu’une prise en charge
adaptée soit mise en place dans les plus brefs délais. Néanmoins, les caractéristiques
microbiologiques propres au genre Nocardia, et la symptomatologie aspécifique dont ces
bactéries sont responsables, complexifient son diagnostic. L'objectif final de ce travail était
d’évaluer la méthodologie appliquée dans notre laboratoire, au diagnostic microbiologique

des nocardioses afin de déterminer de potentiels axes d’amélioration.

Nous avons réalisé une étude rétrospective des cas de nocardiose, ou de colonisation
respiratoire par Nocardia, diagnostiqués a Marseille, entre janvier 2014 et juillet 2020. Celle-
ci nous a permis de visualiser I'épidémiologie de cette pathologie au sein de notre hopital et
d’identifier les populations les plus a risque. Comme décrit dans la littérature les deux
principaux facteurs de risque était I'immunodépression (tous types confondus) et la présence
de pathologie pulmonaire chronique sous-jacente. Les receveurs d’organes solides et les
patients atteints de mucoviscidose étaient les populations a risque les plus représentées.
Néanmoins plusieurs cas de nocardiose disséminée avec atteinte cérébrale sont survenus chez
des patients ne présentant pas de terrain a risque évident. Ces résultats confirment la
nécessité pour les cliniciens de prévenir le laboratoire en cas de suspicion de nocardiose,
notamment chez les patients immunocompétents, afin que les méthodes de culture soient

adaptées a la recherche de Nocardia.

En effet, le diagnostic de cette pathologie repose sur le résultat des examens microbiologiques
et la culture bactérienne est la principale méthode permettant la mise en évidence de
Nocardia dans un échantillon clinique. Le principal facteur limitant de cette étape est la durée
d’incubation. En effet les bactéries du genre Nocardia présentent une croissance relativement
lente (1,5,9,17). Ainsi, les temps de culture réduits applicables a la grande majorité des
bactéries usuellement recherchées en routine ne conviennent pas a leur recherche. En

théorie, afin de diminuer le risque de faux négatif, il est recommandé de laisser en culture les

79



échantillons au moins 2 semaines avant de rendre un résultat définitif (1). Dans notre
laboratoire les préléevements superficiels sont incubés en aérobiose pendant 48h ; pour les
prélevements profond cette durée est prolongée a 5 jours. Les prélévements respiratoires
entrent dans la premiére catégorie, cependant le protocole actuel prévoit que ceux provenant
de patients atteints de pathologie pulmonaire chronique soient incubés comme les
prélevements profond, sur un délai de 5 jours. Le nombre important de souche de Nocardia
isolées depuis 2014 laisse supposer que cette durée de culture est généralement suffisante.
Malgré tout, il reste probable que ce délai conduise a des cultures faussement négatives. Une
optimisation de la stratégie de recherche de ces bactéries passerait donc par un allongement
de ce délai pour les prélevements de patients hospitalisés dans des services a risque de

nocardiose (transplantation rénale, CRCM ...) ou sur demande spécifique du clinicien.

La détection directe du pathogéne sur prélevement par biologie moléculaire est une piste
intéressante a explorer. A I’heure actuelle nous disposons uniquement d’une PCR ciblant N.
farcinica, espéce la plus fréquemment identifiée dans notre laboratoire et régulierement
associée aux formes cérébrales de la maladie. La réalisation d’'une PCR dite « universelle
bactérienne », basée sur I'amplification par PCR du gene 16S au moyen d’amorces ciblant des
régions communes a toutes les bactéries, peut également étre proposée aux services et
permettre de mettre en évidence la présence de Nocardia. Cependant elle n’est applicable
gu’aux prélevements mono-microbiens et présente parfois une sensibilité plus faible.

Une PCR dite « pan-Nocardia », similaire a celle décrite par Couble et al (134) et basée sur les
amorces découvertes par Laurent et al (109) est en cours d’étude au sein de I'OFN (135,136).
Ce type de PCR représenterait un atout majeur pour le diagnostic des nocardioses. En effet,
bien qu’elle ne puisse pas complétement remplacer la culture (antibiogramme indispensable),
elle permettrait un gain de temps (affranchissement du temps de culture) ainsi qu’une
importante augmentation de la sensibilité en rendant possible le diagnostic biologique méme
en cas de culture négative (antibiothérapie débutée avant le prélévement, incubation trop
courte ...). Ainsi nous pensons que son développement au sein de notre laboratoire est une
piste a étudier. Elle pourrait a I'avenir étre intégrée au panel de PCR réalisées en systématique
sur les prélevements d’abces cérébraux. Son application aux préléevements respiratoires est
plus délicate car sa signification clinique a encore trop peu été étudiée. Cependant on pourrait

imaginer qu’elle soit, de maniére interne au laboratoire (résultats non visibles par le clinicien)
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systématiquement réalisée sur les prélevements respiratoires des patients a risque et qu’en
y q p p p q q

cas de positivité la durée d’incubation de la culture correspondante soit prolongée.

La prise en charge des nocardioses implique généralement une antibiothérapie prolongée (5).
Ainsi, les étapes d’identification d’especes et d’étude de la sensibilité in-vitro des souches aux
principaux antibiotiques d’intérét, sont indispensables car elles ont un impact important sur

le choix des molécules utilisées.

La stratégie d’identification bactérienne du laboratoire est en premiére intention basée sur la
spectrométrie de masse (Systeme MALDI Biotyper ®). Le mode de dépot « en couche mince »
utilisé par défaut, est peu adapté aux bactéries du genre Nocardia car leur épaisse paroi
hydrophobe, riche en acide mycolique freine l'ionisation des protéines par la matrice.
Cependant, la mise en place de pré-traitements tels que la rupture des parois bactériennes au
moyen de billes de silice ou de verre, permettent d’en améliorer les performances (92,98—
100). De la méme maniere, plusieurs études ont démontré que la mise en place d’une étape
d’extraction protéique augmente l'efficacité de cette méthode (11,101). Cette étape peut
consister en un simple ajout d’acide formique sur le dépot de micro-organisme, avant
apposition de la matrice (102,103), ou inclure I'utilisation successive d’éthanol, d’acide
formique et d’acétonitrile (92,95,98-100,103,104). Au sein du laboratoire aucun protocole
ayant pour but de broyer la paroi de ce type de bactérie n’est prévu. Néanmoins, en cas
d’échec répété de l'identification par dép6t « en couche mince », une étape d’extraction
protéique peut étre ajoutée au procédé et les deux protocoles d’extraction applicables
(ANNEXE 1 : Protocoles de dépots et extraction protéique (IHU, AP-HM) sont similaires a ceux
précédemment cités.

Le second facteur limitant I'identification d’espéce des Nocardia par spectrométrie de masse
est directement lié au contenu de la base de données de I'automate. La base de données
MALDI-TOF de notre laboratoire comporte actuellement un total de 129 spectres de Nocardia
appartenant a 54 especes différentes, ce qui est relativement conséquent (ANNEXE 2 :
Spectres de Nocardia, base de données MALDI-TOF (IHU, AP-HM)). Néanmoins, selon Blosser
et al (99), deux souches de la mémes espéce peuvent présenter des alignements structuraux
différents, il est donc préférable que plusieurs spectres soient répertoriés par espece. Bien

gue ceci soit le cas pour les espéces les plus fréquemment rencontrées telles que N. farcinica,
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N. abscessus, N. cyriacigeorgica ou N.nova, 35 espéces de notre panel ne sont présentées que
par un unique spectre et 9 autres, par seulement 2 spectres. Dans |'objectif d’optimiser
I'identification des Nocardia par cette méthode, il serait souhaitable d’incrémenter notre base
de données par de nouveaux spectres.

Il est également important de garder a l'esprit qu’en raison d’'un manque de diversité
moléculaire, il peut parfois étre difficile de différencier les espéces appartenant a un méme
complexe (11,92,96,99,104). Dans ce cas, il est préférable que I'identification soit confirmée
par biologie moléculaire.

En cas d’échecs répétés de l'identification par MALDI-TOF, la stratégie actuelle n’est plus
basée sur le séquencage ciblé de certains génes mais sur le séquencage du génome entier
bactérien. Sont ensuite réalisées en paralléle : une comparaison de la séquence du gene 16s
a celles présentes dans la base de données GenBank®, une comparaison de la séquence du
géne rpoB a celles des espéces suspectées, ainsi qu’une hybridation ADN-ADN in silico de
génome a génome (https://tygs.dsmz.de/). Cette derniére méthode est généralement la plus

discriminante et sa réalisation systématique garantit la fiabilité du résultat final.

L’étude de la sensibilité in-vitro des souches de Nocardia aux antibiotiques est réalisée, dans
notre établissement, par diffusion sur gélose a partir de disques imprégnés d’anti-infectieux
ou pour certaines molécules par E-TEST. Cependant, seule la méthode de microdilution en
milieu liquide (méthode de référence), est a I’heure actuelle standardisée et approuvée, et les
laboratoires employant comme nous, des méthodes de diffusion sur géloses n’appliquent pas
tous un protocole identique. La majorité d’entre eux ont comme I'OFN (3), fait le choix
d’utiliser des géloses de type MHE et un inoculum classique a 0,5 Mc Farland
(3,13,14,148,149). Néanmoins, d’autres ont, comme notre laboratoire, opté pour 'utilisation
de géloses enrichie de type MHF ou encore d’'un inoculum a 1,0 Mc Farland (145,150,151).
Malheureusement, a notre connaissance, aucune étude comparant ces différentes méthodes
n’est actuellement disponible. Il est ainsi difficile de statuer sur I'intérét de I'utilisation de
milieu enrichis ainsi que de garantir que celle-ci n’a pas de conséquence sur le résultat. Nous
proposons la réalisation d’'une étude comparant l'utilisation de MHE vs MHF, d’un inoculum a
1,0 McFarland vs 0,5, et de disques vs E-TEST, afin de mieux comprendre I'impact de ces

différents parametres sur les résultats des antibiogrammes.
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En parallele, une revue de la littérature sur le sujet nous a permis d’identifier deux étapes
critiques dans la réalisation de nos antibiogrammes de Nocardia qui seraient facilement
améliorables.

La premiére étape concerne la préparation de I'inoculum. En effet, du fait de la présence de
formes microbiennes agrégées il est parfois difficile d’obtenir une suspension homogéne
permettant une standardisation de I'inoculum. Or, une variation de la concentration en micro-
organisme est susceptible d’impacter le résultat. Afin de palier au mieux a ce phénomene, le
CLSI (12) recommande de préparer une suspension bactérienne lourde, a partir de colonies
fraiches prélevées sur gélose au sang ou tryptone soja, puis placées dans un petit volume
d’eau stérile ou de NaCl additionné de billes de verre de quelques millimétres de diamétre. Le
mélange doit ensuite étre vortexé, puis laissé au repos pendant environ 15 min, afin que les
plus grosses particules en suspension se déposent au fond. Un inoculum homogeéne ajusté a
0,5 McFarland pourra ensuite étre obtenu grace a I'ajout progressif de gouttes de surnageant
de suspension lourde dans un tube contenant du NaCl ou de I'eau stérile. La solution finale
obtenue doit étre vortexée et la turbidité vérifiée par néphélémétrie. La mise en application
de ce type de protocole nous permettrait d’obtenir une meilleure reproductibilité et ainsi
d’augmenter la fiabilité de nos résultats.

La seconde étape concerne la durée d’incubation des géloses avant lecture. Il existe au sein
du genre Nocardia, une hétérogénéité des caractéristiques de croissance non négligeable.
Bien que certaines espéces comme N. farcinica poussent relativement rapidement, ce n’est
pas le cas de toutes les especes. Afin de ne pas conclure a tort sur la sensibilité d’'une souche,
il est préférable de ne pas lire I'antibiogramme avant 72h d’incubation. Certaines espéces
telles que N. abscessus ou N. nova peuvent méme nécessiter 24 a 48h d’incubation
supplémentaires (13,17,146).

Pour finir, le recueil des résultats d’antibiogrammes des souches de Nocardia réalisés au cours
de notre étude épidémiologique a attiré notre attention sur le fait que certains antibiotiques
de premiere ligne n’étaient pas systématiquement testés. Ainsi des molécules telles que
I’amikacine, le linézolide ou la ceftriaxone, appartenant pourtant au groupe des quelques
molécules utilisables en probabiliste, n’étaient testées que sur 30-50% des souches. La
sensibilité au TMP-SMX, traitement de premiére intention n’était, elle, investiguée que dans

80% des cas. Néanmoins, le panel des antibiotiques a tester a évolué au cours de notre période
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d’étude et la majorité des molécules d’intérét y figurent maintenant. Exception faite pour la
ceftriaxone qu’il pourrait étre intéressant d’ajouter.

Enfin, nous avons remarqué que des taux importants de résistance in-vitro au TMP-SMX ont
été retrouvés dans notre établissement, ce qui incite a porter une attention particuliere sur
les résultats a venir. A noter que pour une bonne lecture (a 80% d’inhibition pour le TMP-
SMX), les discretes zones de croissance entourant le disque doivent étre ignorées et la mesure
du diameétre de la zone d’inhibition doit se baser sur la marge de croissance la plus évidente

(12,13).

Notre étude nous a permis de mieux cibler les personnes a risque de développer des
nocardioses, de faire un état des lieux des pratiques utilisées dans notre laboratoires et de
proposer des axes d’amélioration pour le diagnostic et I'évaluation de la sensibilité aux
antibiotiques des Nocardia. Des tests futurs seront réalisés pour répondre a ces axes

d’amélioration.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Protocoles de dépdts et extraction protéique (IHU, AP-
HM)

1. Faire un frottis de matériel biologique (colonie isolée) en un film tres

Méthode fin et homogeéne, directement sur la cible MALDI.
classique 2. Recouvrir dans un laps de temps de 30 minutes maximum, la position

de I’échantillon avec 1pl de solution de matrice HCCA.
« Dépot direct » | 3. Laisser sécher a température ambiante.
Procéder a I'analyse dans les 24h maximum.

1. Faire un frottis de matériel biologique (colonie isolée) en un film trés

Méthode fin et homogéne, directement sur la cible MALDI.

. Laisser sécher.

alternative 1 3. Ajouter 1uL d’acide formique (70%) sur le dépot, dans un laps de
temps de 30 min maximum.

4. Laisser sécher.

« Extraction 5. Recouvrir dans un laps de temps de 30 minutes maximum, la position
. de I’échantillon avec 1pl de solution de matrice HCCA.
rapide » i )

6. Laisser sécher.

7. Procéder a I'analyse dans les 24h maximum.

1. Transférer le matériel biologique (une a plusieurs colonies) a I'aide
d’une oése stérile (de 1 ou 10uL) dans un tube Eppendorf contenant
300uL d’eau qualité HPLC.

2. Meélanger jusqu’a obtention d’une solution trouble.

3. Ajouter 900uL d’éthanol absolu. Mélanger.

Méthode 4, Cen'trifuger 2 mln a13000-15 900 r.pm. .
- 5. Retirer |a totalité du surnageant a I'aide d’une pipette.
alternative 2 6. Répéter les étapes 4 e 5.
7. Laisser sécher en air ambiant le culot pendant 5 minutes.
8. Ajouter 25uL d’acide formique (70%) et mélanger a 'aide d’une pipette
« Extraction » jusqu’a ce que le culot soit dissout.

9. Ajouter 25uL d’acétonitrile (100%) en mélangeant le tout 2 a 3 fois par
aspiration-refoulement.

10. Centrifuger 2 min a 13 000 — 15 000 rpm.

11. Déposer 1yl du surnageant sur la cible MALDI.

12. Laisser sécher.

13. Procéder a I'analyse dans les 24h maximum.

98



ANNEXE 2 : Spectres de Nocardia, base de données MALDI-TOF (IHU,

AP-HM)

. Mombre de 5 Mombre de
Epee spactre P spactre
Nocorgie cyrigoigeorgica 19 Nocardia brewvicotang 1
Mocardia farcinico 13 IWocardio concava 1
Mocordio comen g t:nmrﬂr’cr slegans 1
fecardio novo B ocardia exaibida 1
Mocaraia otitidizcovionem B |J'-.'|:||:|:rn:f id kigoensis 1
Mocaraia abcessus 5 |J'-.'|:||:|:rrdr'|:r ignonata 1
fecardio veterang 5 |J'-.'|:||:|:rrﬂr'|:r inohanensis 1
Mocordia sp 4 |J'-.'|:u:|:r.'ﬂr'|:r kruczorioe 1
Mocgraia asteroides 3 |.l'~'|:u:|:rrdr'|:r nExicang 1
fecardio powcivorans 3 |J'-.'|:u:|:r.'ﬂr'|:r ninge 1
Necgraio areoensis 2 |J'-J|:u:|:rrdr'|:r niwaea 1
Necgrdio nilgotensis 2 |J'-J|:u:|:rn:f ig salmonicida 1
Nocorgio pneamonioe 2 |J'-J|:u:|:rrdr'|:r sefinlae i
MNecgraio pseudobrosilisnsis 2 |.I'v.||:u:|:rrdr'|:r signota 1
MNecardio pus 2 |J'-J|:u:|:r.'ﬂr'|:r sungurluensis 1
Mecardio thailondica 2 |:U|:u:|:rrd ig testocen 1
Mecgrdio tronswalensis 2 Wocordia throciensis 1
Mocoraio vermiculoto 2 Nocardia yomanashiensis 1
recardio wallocai 2 Nocardioides dubivs 1
Mocorgis ofricang i Nocardioddes jensenii 1
Mocorgig amikacinitelerans i IWocardioides massiiensis 1
Mocordio onoemias i t:nn:rﬁd iides simplex 1
fecardio aohensis 1 ocardioides zeicoulis 1
Nocordia arthritidis 1 Wacardiogsis olba 1
Mocaraia asichicg 1 |J'-.'|:||:|:rrd iogsis boichengensis 1
Nocordia blocklockioe 1 tdcll:l:rrdr'n:lps-‘s dassonviliei 1
Mecardio brosiiensis 1 Jocardiogsis gitva 1

Nombre de spectres : 129

Nombre d’espéces différentes : 54

99



SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers
de [Ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

% D'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele
a leur enseignement.

* D'exercer, dans ['intérét de la santé publique, ma profession
avec conscience et de respecter non seulement [a [égislation
en vigueur, mais aussi les régles de [fhonneur, de la probité et
du désintéressement.

* De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers
le malade et sa dignité humaine, de respecter le secret
professionnel.

“* En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances
et mon état pour corrompre les meeurs et favoriser des actes
criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confréres, si j'y
manque.

Université d’Aix-Marseille - Faculté de Pharmacie - 27 bd Jean Moulin - CS 30064 - 13385 Marseille cedex 05 - France
Tél. : +33 (0)4 91 83 55 00 - Fax : +33 (0)4 91 80 26 12






Résumé

Bien que la nocardiose soit une maladie rare, en moyenne 5 a 6 cas d’infection ou de
colonisation a Nocardia sont diagnostiqués puis suivi au sein de I’Assistance Publique des
Hopitaux de Marseille (AP-HM) chaque année. S’agissant d’une pathologie potentiellement
mortelle, il estimportant qu’une prise en charge adaptée soit mise en place dans les plus brefs
délais. Néanmoins, les caractéristiques microbiologiques propres au genre Nocardia, et la
symptomatologie aspécifique dont ces bactéries sont responsables, complexifient son
diagnostic. L’évaluation de la sensibilité in-vitro des souches aux antibiotiques, bien que
nécessaire aux cliniciens pour I'adaptation de I'antibiothérapie souvent prolongée
gu’implique cette pathologie, est également une étape critique. Dans ce travail, nous avons
réalisé une revue de la littérature sur les méthodes de diagnostic clinico-biologique des
nocardioses ainsi qu’une étude de I'épidémiologie des nocardioses diagnostiquées a I’AP-HM
entre janvier 2014 et juillet 2020. Au total, 41 patients ont été inclus dans ce travail. Les
patients présentaient dans 83% des cas une immunodépression ou une pathologie pulmonaire
sous-jacente. lls étaient majoritairement pris en charge dans les services de pneumologie
(n=16), transplantation rénale (n=5) et neurochirurgie (n=9). Les formes pulmonaires (n=18)
étaient les formes majoritaires suivies des formes disséminées avec atteinte cérébrale (n=10).
Au niveau microbiologique, nous avons observé une limite du MALDI-TOF pour 'identification
correcte de I'espece (seul 21,9% d’identification ; 9/41). Le panel des antibiotiques testés était
cohérent avec les recommandations de traitements actuels mais la méthode de réalisation de
I'antibiogramme pourrait étre amélioré et le panel standardisé. Cette étude nous a permis de
mieux cibler les personnes a risque, de faire un état des lieux des pratiques utilisées dans notre
laboratoire et de proposer des axes d’amélioration pour le diagnostic et I’évaluation de Ila

sensibilité aux antibiotiques des Nocardia.
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