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I. RESUME  

Contexte : Les abcès cérébraux sont des infections focales du parenchyme cérébral rares 

mais potentiellement mortelles. Les méthodes usuelles de diagnostic microbiologique ne 

permettent pas de documenter avec suffisamment de précision les agents responsables de ces 

infections, par conséquent la prise en charge médicale en reste souvent empirique. 

Méthodes : Dans ce travail, nous avons d’abord étudié 115 abcès cérébraux adressés de 

2014 à 2020 à l’IHU Méditerranée Infection pour tenter d’identifier des associations entre 

agents pathogènes identifiés au laboratoire en routine et étiologies. Ensuite, pour les 

échantillons toujours disponibles en biobanque, nous avons utilisé une combinaison de deux 

techniques innovantes dont le séquençage à haut débit en temps réel (GridION, Oxford 

Nanopore) et la microscopie électronique en temps réel (TM 4000, Hitachi) pour l'exploration 

de ces infections. 

Résultats : Parmi les 115 échantillons étudiés, un diagnostic microbiologique par 

culture usuelle et/ou PCR a été obtenu chez 86 (75%) patients dont 19 chez lesquels l’infection 

était polymicrobienne (17%). Aucun pathogène n’a été détecté chez 28 patients, soit 25% des 

patients dont l’abcés cérébral était supposé infectieux. Nous avons mis en évidence trois 

assocations entre l’immunodépression et les abcès cérébraux à Nocardia sp, les infections 

supra-diaphragmatiques et les abcès cérébraux polymicrobiens et enfin les gestes 

neurochirurgicaux et les entérobactéries. 

Parmi les 15 patients pour lesquels nous avons pu réaliser une analyse en microscopie 

électronique en temps réel, nous avons détecté des microorganismes chez 8 patients (53%). 

Nous avons également analysé 38 échantillons avec la méthode de séquençage métagénomique 

à haut débit GridION (Oxford Nanopore) que nous avons comparée à la culture et à la PCR 

réalisées au laboratoire en routine. Pour 82% des échantillons (31/38), nous avons obtenu un 

résultat cohérent entre les différentes méthodes diagnostiques. Le séquençage métagénomique 

à haut débit a permis d’identifier 37 microorganismes, dont 38% n’avaient pas été détectés par 

culture et/ou PCR. De plus, l’analyse en microscopie électronique et le séquençage 

métagénomique à haut débit en temps réel ont permis d’obtenir des résultats dans les 6 heures 

suivant le prélèvement, réduisant de près de 42 heures le temps nécessaire au diagnostic 

étiologique tel qu’obtenu par les techniques usuelles. 

Conclusion : La combinaison de la microscopie électronique et du séquençage 

métagénomique à haut débit en temps réel est compatible avec le temps du soin et peut 

remplacer la culture et la PCR standard pour le diagnostic des abcès cérébraux.  



 
 
 

4 
 

II. ARTICLES 

 
1) Brief case : Early diagnosis of brain abscess using real-time electron microscopy 

and metagenomics 

 

Léa Fuster1,2, Ludivine Bréchard2, Olivia Ardizzoni2, Jeremy Delerce2, Henry Dufour3, 

Pierre-Hugues Roche4, Didier Raoult2,5, Pierre-Edouard Fournier1,2* 

 
1 UMR VITROME, Aix-Marseille Université, IRD, Service de Santé des Armées, Assistance 

Publique-Hôpitaux de Marseille, Institut Hospitalo-Universitaire Méditerranée-Infection, 

Marseille, France. 
2 Institut Hospitalo-universitaire Méditerranée Infection, Marseille, France. 
3 Service de Neurochirurgie, Hôpital de la Timone, Assistance Publique-Hôpitaux de 

Marseille, Marseille, France. 
4 Service de Neurochirurgie, Hôpital Nord, Assistance Publique-Hôpitaux de Marseille, 

Marseille, France. 
5 UMR MEPHI, Aix-Marseille Université, IRD, Assistance Publique-Hôpitaux de Marseille, 

Institut Hospitalo-Universitaire Méditerranée-Infection, Marseille, France. 

 

Running title: Real-time diagnosis of brain abscess 

Keywords: brain abscess; diagnosis; electron microscopy; metagenomics; Oxford Nanopore 

 

2) Real-time genomics applied to the diagnosis of infectious diseases (en cours) 

  



 
 
 

5 
 

III. INTRODUCTION  

 

A. DEFINITION DE L’ABCES CEREBRAL 

 

 Les abcès cérébraux sont des infections focales rares mais potentiellement mortelles du 

parenchyme cérébral. Au cours de ces dernières décennies, le taux de mortalité des abcès 

cérébraux a diminué de 40% à 10% mais il reste encore un nombre considérable de patients 

avec des séquelles neurochirurgicales sévères (1). Les méthodes usuelles de diagnostic 

microbiologique, telles que la culture et la PCR, ne permettent pas de documenter avec 

suffisamment de précision les agents responsables de ces infections, et par conséquent la prise 

en charge médicale reste souvent empirique (2). Le traitement des abcès cérébraux nécessite 

une antibiothérapie multiple, et le plus souvent un drainage chirurgical (3).  
 

 Parmi les trois principales infections du système nerveux central, les abcès cérébraux sont 

les infections les moins étudiées en termes de recherche. En effet, à l’aide de Pubmed, nous 

avons identifié 122 851 articles avec le mot clé « méningite », 67 244 avec « encéphalite » et 

seulement 11 457 avec « abcès cérébral ». Cependant, ce type d’infection implique des défis 

diagnostiques et potentiellement thérapeutiques, qui restent encore complexes. 

 

B. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ABCES CEREBRAL 

 

Le principal mécanisme de défense du cerveau est l’intégrité de la barrière hémato-

méningée. Une fois cette barrière passée, le cerveau est moins bien défendu que d’autres tissus, 

du fait d’un défaut d’opsonisation lié à une concentration limitée en complément et lysozyme 

(4–6). Lors de la phase initiale, précédant le ramollissement, l’infection génère un infiltrat 

inflammatoire constitué de polynucléaires neutrophiles, plasmocytes et monocytes, et un 

œdème périphérique. Dans un second temps, l’infiltrat s’enrichit de macrophages et de 

fibroblastes. Autour de la lésion initiale, qui nécrose, se forme alors une capsule de collagène 

entourée de gliose hypervascularisée (7) puis se forme l’abcès cérébral défini par une zone 

d’infection parenchymateuse contenant du pus encapsulée par une membrane vascularisée (8). 
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L’abcès cérébral est le plus souvent secondaire à un foyer infectieux (9–12).  

Les germes pathogènes pénètrent dans le cerveau le plus souvent par propagation contiguë à 

partir d’un foyer infectieux loco-régional (sinusite, otite, ou mastoïdite) ou bien, suite à une 

fracture du crâne avec brèche méningée ou à une intervention neurochirurgicale. Le second 

mécanisme est la formation d’un abcès cérébral à partir d’un foyer infectieux distant comme 

les infections dentaires ou pulmonaires. Le troisième mécanisme est la dissémination 

hématogène de microorganismes, en particulier dans le cas de l’endocardite infectieuse. (13). 

Ces dernières années, les interventions neurochirurgicales et les traumatismes crâniens sont 

devenus d’importants facteurs de prédisposition à l'abcès cérébral (2). 

 

Cependant, certains abcès cérébraux sont cryptogéniques, c’est-à-dire que la porte 

d’entrée n’est pas retrouvée. Ces patients n’ont pas d’antécédents ni de signes physiques 

particuliers, ce qui entraîne une plus grande difficulté de diagnostic (14). D’après les rapports, 

le nombre de cas cryptogéniques serait en augmentation : 19% des cas d’abcès cérébral en 2000 

(15) et 48% en 2014 (16). 

 

C. DEFINITION CLINIQUE ET EPIDEMIOLOGIE DE L’ABCES CEREBRAL 

 

Un abcès cérébral est une collection circonscrite d’exsudat purulent dans le cerveau. Le 

diagnostic clinique d’un abcès cérébral n’est pas toujours évident. Le développement d’un 

abcès cérébral peut être insidieux (et passer inaperçu), ou brutal (abcès fulminant). Dans la 

majorité des cas (environ 75 %), les symptômes durent environ 15 jours. Ces symptômes vont 

dépendre de nombreux facteurs dont le type de microorganisme en cause, la localisation de 

l’abcès et le statut immunitaire du sujet. Les manifestations les plus fréquentes sont des 

céphalées chez environ 70 % des patients, une hyperthermie chez la moitié des patients (~51%) 

et des crises comitiales chez 25 à 50 % des patients (16). 

 

L’incidence a été estimée de 0.3 à 0.9 pour 100 000 habitants par an dans les pays 

développés. L’abcès cérébral touche majoritairement les hommes (rapport homme/femme : 

3/1), il peut se produire à tout âge mais l’âge médian est de 30 à 40 ans (13). 
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Quasi-toujours mortels jusqu’à la fin du XIXème siècle, les abcès cérébraux ont vu leur 

pronostic transformé par l’antibiothérapie, le développement de meilleures techniques 

neurochirurgicales et l’introduction de nouvelles méthodes d’imagerie (scanner, IRM) 

permettant, outre le diagnostic nosologique et la surveillance, le diagnostic étiologique par 

ponction-biopsie stéréotaxique ou chirurgicale. Cependant, en dépit de ces progrès et de 

l’utilisation systématique des antibiotiques, les résultats thérapeutiques de l'abcès cérébral n'ont 

pas montré d’amélioration statistiquement significative au cours des vingt dernières années (2). 

 

D. AGENTS ETIOLOGIQUES DES ABCES CEREBRAUX 

 

Les microorganismes les plus fréquemment isolés sont les cocci à Gram positif 

(staphylocoques, streptocoques), les bacilles à Gram négatif (entérobactéries, Haemophilus 

sp.), et les bactéries anaérobies principalement dans des flores polymicrobiennes (15). Les 

entérobactéries (Proteus sp., Escherichia coli, Klebsiella sp.) sont isolées dans 23 à 33% des 

cas (2,17). D’autres bactéries sont plus rarement rencontrées : Haemophilus sp., Listeria 

monocytogenes (12,18,19), de même que les champignons, levures et parasites.  

 

 Cependant, un délai d’acheminement trop long du prélèvement au laboratoire, l’absence 

de milieu de transport spécifique (comme pour les bactéries anaérobies) ou l’administration 

précoce d’antibiotiques permettent d’expliquer l’absence de culture d’une partie des bactéries 

identifiées. Il apparaît clairement que les méthodes de culture usuelles des abcès cérébraux ne 

permettent l’identification que d’une faible proportion des bactéries en cause. 

 

Les différents agents pathogènes d’abcès cérébral varient avec leur porte d’entrée 

(Tableau 1).  

L'abcès otogène est le plus souvent associé au Proteus, aux organismes du groupe 

Streptococcus milleri et au Streptococcus pneumoniae. Les cultures de ces abcès otogéniques 

sont fréquemment négatives ou polymicrobiennes et il n’est pas rare de retrouver des 

organismes anaérobies dans ces échantillons.  

La sinusite paranasale est souvent associée à des complications intracrâniennes dues à 

des streptocoques, des staphylocoques, et moins fréquemment à des entérobactéries. En effet, 

les streptocoques sont des agents pathogènes communs dans les infections de la tête et du cou 
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et ont été associés à des abcès cérébraux causés par une propagation contiguë à partir de l'oreille 

ou du sinus paranasal (19).  

Les organismes les plus fréquemment rencontrés dans les abcès faisant suite à des lésions 

cérébrales traumatiques sont Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et les 

entérobactéries (Pseudomonas aeruginosa étant l'agent pathogène le plus courant dans cette 

famille). De même, S aureus, S epidermidis, P aeruginosa et Propionibacterium acnes sont 

associés aux abcès liés à des procédures neurochirurgicales. Les abcès peuvent également être 

formés suite à une diffusion hématogène des agents pathogènes. Les organismes les plus 

couramment isolés dans ces abcès sont Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans et 

Klebsiella pneumoniae (8). 

 

 

 
Tableau 1:  Le spectre des organismes diffère selon la source anatomique. 
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E. DIAGNOSTIC ETIOLOGIQUE DES ABCES CEREBRAUX  

 

Si les techniques modernes d’imagerie (scanner et/ou IRM montrant une image « en 

cocarde », nécrotique au centre et à contraste réhaussé en périphérie) et de culture ont 

révolutionné la prise en charge des abcès cérébraux, le diagnostic étiologique reste souvent 

difficile à établir. Pourtant, l’identification de l’agent causal permet d’optimiser la prise en 

charge des patients concernés, à la fois pour l’antibiothérapie et pour les soins chirurgicaux. 

 

Dans la prise en charge des abcès cérébraux, les hémocultures aérobies et anaérobies 

doivent être systématiquement réalisées mais leur rendement est faible. Le diagnostic 

microbiologique d’un abcès cérébral repose en priorité sur l’analyse du liquide d’abcès prélevé 

stérilement et de préférence avant toute antibiothérapie. Cet échantillon doit faire l’objet d’une 

coloration de Gram systématique, et d’une étude cytologique. La mise en culture est réalisée 

sur milieux aérobie et anaérobie, et doit être prolongée au moins 10 jours. Néanmoins, les 

cultures sont non contributives dans 9 à 63% des cas (20). Ce taux important d’échec 

diagnostique peut s’expliquer par une administration d’antibiotiques avant la réalisation du 

prélèvement ou un délai trop important avant la mise en culture.  

 

 En 1991, la mise en évidence dans le gène codant la fraction 16S de l’ARN ribosomal 

(ARNr 16S) de zones conservées encadrant des zones variables a ouvert des perspectives 

nouvelles pour la détection moléculaire par polymerase chain reaction (PCR) (21). L’intérêt de 

cibler l’ARNr 16S est que ce gène est présent chez toutes les bactéries et qu’il est possible 

d’utiliser des amorces de PCR permettant d’amplifier dans un échantillon les ARNr 16S de 

toutes les bactéries qui s’y trouvent. La PCR ciblant l’ARNr 16S, couplée au séquençage, a été 

appliquée à la détection et à l’identification des bactéries pathogènes dans de nombreux 

échantillons cliniques (22–24). L’amplification par polymerase chain reaction (PCR) suivie de 

séquençage de l’ARN ribosomal (ARNr 16S), présent chez toutes les bactéries, a été utilisée 

pour la détection de pathogènes dans les abcès cérébraux (25). Cette approche est utile en 

particulier pour identifier des germes bactériens à croissance lente et fastidieuse (26,27).  

  

 Cependant, en cas de flores polymicrobiennes complexes comme les flores dentaires, 

vaginales ou intestinales, les séquences d’ARN 16S sont difficiles à analyser (28–31). L’étude 

exhaustive des flores complexes par identification génétique, nommée analyse métagénomique, 
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a notamment permis l’exploration des déséquilibres de la flore dans de nombreuses pathologies, 

en particulier au cours de l’obésité (32). Les études ont montré que les abcès cérébraux sont des 

infections souvent causées par plusieurs bactéries à la fois. Dans ces cas, la PCR ne permet pas 

toujours d’identifier les espèces en cause.  

 

Les progrès dans la recherche moléculaire, notamment le séquençage multiple de gènes 

d'ARNr 16S et la métagénomique, ont progressivement élargi le répertoire des bactéries 

détectées dans les abcès cérébraux.  

 

F. EXPANSION DU SPECTRE MICROBIOLOGIQUE DES ABCES CEREBRAUX 

 

Dans les abcès cérébraux, les études métagénomiques ont permis d’identifier de 

nombreux microorganismes que la culture ou la PCR standard n’avaient pas mis en évidence 

(26). Ces travaux ont mis en lumière la forte proportion de bactéries anaérobies et incultivées 

dans ce type d’infection. Ils ont également montré l’inadéquation chez plusieurs patients de 

l’antibiothérapie empirique utilisée dans les abcès cérébraux.  

 

L’utilisation du clonage, séparant l’ADN amplifié à partir des différentes bactéries 

présentes, a permis de surmonter ce problème pour les flores polymicrobiennes complexes 

comme les flores dentaires, vaginales ou intestinales (28–31). La plupart des études 

métagénomiques utilisaient une étape de clonage avant le séquençage. Cependant, cette étape 

de clonage nécessite une quantité de travail et de temps importante. 

 

Les travaux réalisés à l’IHU utilisaient une approche métagénomique pour l’exploration 

des abcès cérébraux par amplification de la fraction 16S du gène codant l’ARN ribosomal, suivi 

du séquençage par pyroséquençage à très haut débit (33). Cette technique ne nécessitait pas 

d’étape de clonage et permettait d’effectuer un séquençage rapide automatisé avec lecture 

directe de la séquence obtenue. Elle a été comparée aux techniques de séquençage direct et 

multiple après clonage. Ces travaux ont montré la présence concomitante de plusieurs bactéries 

dans chaque échantillon. De nombreuses espèces n’avaient pas été isolées en culture ni 

détectées par PCR simple (Tableau 2). Vingt-sept espèces n’avaient jamais été décrites 

auparavant dans ce type d’infection ce qui démontre que la flore des abcès cérébraux est plus 

complexe que ce que les études précédentes ne le laissaient penser. De plus, l’isolement à deux 
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reprises de Mycoplasma hominis démontre qu’il doit être considéré comme un agent pathogène 

émergent des abcès cérébraux. Pour la première fois, les approches moléculaires nous ont 

permis d'associer Mycoplasma Faucium, habitant de l’oropharynx primate, au développement 

d'abcès cérébraux (33). 

 

 
Tableau 2: Comparaison des techniques moléculaires réalisées sur 20 abcès cérébraux. 

 

En 2012, un travail réalisé dans le laboratoire, utilisant la métagénomique basée sur 

l’ARNr 16S, a permis de confirmer le caractère fréquemment polymicrobien des abcès 

cérébraux et d’identifier de nombreux microorganismes, en particulier des bactéries anaérobies 

et incultivées (34). La métagénomique, par l’identification de 80 espèces bactériennes 

différentes dans les abcès cérébraux, s’est montrée significativement plus discriminante ( P < 

10-2 ) que la culture et la PCR 16S suivie de séquençage standard (34). Cinquante-six pour cent 

de ces 80 espèces n’avaient jamais été décrites dans les abcès cérébraux (14). Un nombre aussi 

élevé d'espèces bactériennes impliquées dans les abcès cérébraux a conduit à l'étude de 51 
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nouveaux spécimens dans le but de décrire plus en détail la flore associée aux abcès cérébraux 

et leurs étiologies. 

 

 Cependant, ces techniques ont négligé les méthanogènes, procaryotes résistants aux 

antibiotiques, qui échappent à la détection de routine dans les laboratoires de microbiologie 

clinique et dont la culture est très fastidieuse. Dans notre laboratoire, des techniques de 

détection et de culture spécifiques pour la recherche de méthanogènes pathogènes ont été mises 

en place, en supposant qu'ils pouvaient être détectés dans des tissus malades infectés par des 

bactéries anaérobies orales, comme c’est le cas pour les abcès cérébraux. Ces études ont montré 

que les archées font partie du microbiote responsable de certains cas d'abcès cérébraux (35). Le 

modèle murin a indiqué que Methanobrevibacter oralis seul était responsable d'une mortalité 

aiguë et serait pathogène pour le tissu neural. En effet, il produit du méthane, un gaz 

neurotoxique puissant, suggérant que les méthanogènes pourraient participer à la pathogénicité 

des lésions cérébrales en partie par toxicité neuronale. Suite à cette découverte, le choix des 

traitements est remis en cause afin d'incorporer des agents actifs contre ces microorganismes 

(35). Cette étude a montré que les bactéries représentaient 71% des microorganismes présents 

dans les abcès cérébraux, les archées 22% et que des virus étaient également présents ce qui 

confirme une réelle biodiversité dans la totalité des échantillons. 

 

Récemment, les chinois ont mené une étude sur la composition microbienne des abcès 

cérébraux en utilisant le séquençage métagénomique total. Ils ont montré que cette technique 

offrait des possibilités d'explorer une communauté microbienne dans un contexte élargi (36).  

En effet le séquençage métagénomique a révélé une plus grande diversité taxonomique des 

bactéries mais également la présence de communautés de champignons et de virus (Figure 1). 

Au total, le microbiome représentait 36,1 % des séquences obtenues, tandis que la 

contamination humaine et la lecture de la cartographie en occupent 29,6 % et 34,2 %. Les 

lectures du microbiome sont ensuite classées en communautés de bactéries (97,5 %), de 

champignons (1,5 %) et de virus (1 %). Parmi les champignons, les trois genres dominants 

étaient Debaryomyces, Aspergillus et Malassezia. Aspergillus et Malassezia sont des 

commensales de la peau difficiles à cultiver et des agents pathogènes connus des abcès 

cérébraux. L'herpèsvirus est le plus fréquemment retrouvé dans cette étude et il est l'une des 

causes virales les plus courantes d'encéphalite. Ceci implique que la compréhension actuelle 

des abcès cérébraux doit tenir compte d’une plus grande diversité des microorganismes. 
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Figure 1: Composition microbienne des abcès cérébraux telle qu’identifiée par Lin et al. par 

métagénomique totale. 

 

G. RESUME DES OBJECTIFS  

 

A partir du diagnostic habituel réalisé au laboratoire, nous décrivons l'épidémiologie 

des abcès cérébraux adressés de 2014 à 2020 à l’IHU Méditerranée Infection puis nous 

identifions des associations entre agents pathogènes identifiés et étiologies de chaque abcès 

cérébral (sepsis, infection loco-régionale, infection post-opératoire). 

 

Dans le but de réduire le temps et d'améliorer le taux de diagnostic des abcès cérébraux, 

nous avons évalué une combinaison de techniques innovantes telles que le séquençage à haut 

débit en temps réel (GridION, Oxford Nanopore) et la microscopie électronique en temps réel 

(TM 4000, Hitachi) pour l'exploration de ces infections. Nous attendons de cette stratégie un 

rendement plus élevé, non seulement en termes de temps mais aussi en termes de pouvoir de 

discrimination entre les espèces pathogènes. Cette combinaison de méthodes nous permettrait 

de fournir un diagnostic étiologique lorsque l'agent causal est fastidieux, ou lorsque le patient 

a reçu un traitement antimicrobien.   
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 Ce projet prolonge la stratégie développée au sein de la Fédération de Microbiologie 

Clinique des hôpitaux de l’AP-HM depuis plus de 30 ans, consistant à utiliser des outils 

nouveaux de biologie fondamentale pour les appliquer à la microbiologie clinique afin de 

découvrir de nouveaux pathogènes. 

 

IV. MATERIELS ET METHODES 

 

A. PRESENTATION SYNTHETIQUE DU DEROULEMENT DE L’ETUDE 

 

Nous utilisons des techniques innovantes telles que le séquençage à haut débit en temps 

réel (GridION, Oxford Nanopore) et la microscopie électronique en temps réel (TM 4000, 

Hitachi). Elles sont systématiquement comparées à la culture et la détection moléculaire par 

PCR habituellement utilisées pour le diagnostic des abcès cérébraux (16S rRNA; Mycoplasma 

sp. ; Mycoplama faucium ; Mycoplasma hominis ; Streptococcus intermedius ; Archaea ; 

Aspergillus sp. ; Candida sp. ; Cysticerca sp. ; Cryptococcus sp. ; Histoplasma sp) (Figure 2). 

 

 

 

Figure 2: Déroulement pratique de l’étude. 
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B. PATIENTS ET ECHANTILLONS CLINIQUES 

 

Du 1er janvier 2014 au 1er septembre 2020, nous avons reçu au laboratoire de 

microbiologie de l'Institut Méditerranéen des Infections, Marseille, France, 186 prélèvements 

cérébraux pour analyse microbiologique. Parmi ceux-ci, 115 avaient été prélevés chez 115 

patients dont l’origine des abcès était suspectée être infectieuse. Les patients ont donné leur 

consentement éclairé, et l'étude a été validée par le Comité d'éthique de l'Institut Méditerranéen 

d'Infection sous la référence 2017-015. Les données démographiques collectées anonymement 

pour chaque patient comprenaient l'âge, le sexe et la source potentielle de contamination. Les 

échantillons de pus utilisés ont été prélevés de manière chirurgicale et aseptique dans le cadre 

du diagnostic étiologique systématique des abcès cérébraux. Chaque échantillon d'abcès 

cérébral a été placé dans un tube stérile puis transporté au laboratoire de microbiologie. 

 

C. ANALYSE STATISTIQUE 

 

Les statistiques multivariées sont un outil permettant d'examiner la relation de plusieurs 

variables simultanément. L'analyse en composantes principales (ACP) est une technique 

d'analyse multivariée non supervisée qui simplifie la complexité des données en montrant leurs 

tendances et leurs corrélations. Une approche d'analyse multivariée a été appliquée à l'aide de 

XLSTAT (Addinsoft, New York, USA). L'analyse en composantes principales (ACP) a été 

réalisée sur les étiologies des abcès cérébraux et la clinique des patients pour analyser les 

relations possibles entre ces deux variables (37). 

 

D. CULTURE  

 

Chaque échantillon a été cultivé sur une gélose Columbia enrichie de sang de mouton à 

5 % et une gélose Chocolat-Polyvitex à 37°C dans des conditions aérobies et anaérobies 

enrichies en CO2 à 5 %, pendant 10 jours.  
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E. DETECTION PAR AMPLIFICATION EN CHAINE PAR POLYMERASE 

 

L'extraction de l'ADN des échantillons d'abcès cérébraux a été réalisée à l'aide du kit EZ1 

DNA Tissue (Qiagen, Hiden, Allemagne), après une lyse à la protéinase K (10µl de protéinase 

K + 200µl de tampon de lyse + 100 µl d'échantillon) 2h à 56°C, suivie d'une agitation FastPrep 

(vitesse 6,5 m/s pendant 40 sec.) et enfin d'une incubation à 100°C pendant 10 min. Après le 

séquençage, les séquences d'ARNr 16S ont été identifiées par comparaison avec celles 

actuellement disponibles dans GenBank. La réaction en chaîne de la polymérase (PCR) et le 

séquençage ont été réalisés en utilisant un séquenceur analyseur génétique 3500 (Applied 

Biosystems, Ville, Pays). Pour chaque échantillon, nous avons tenté la détection de l'ARNr 16S 

ainsi que la détection spécifique de Mycoplasma sp. ; Mycoplama faucium ; Mycoplasma 

hominis ; Streptococcus intermedius ; Archaea ; Aspergillus sp. ; Candida sp. ; Cysticerca sp. ; 

Cryptococcus sp. ; Histoplasma sp. (29–31). 

 

F. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

 

Nous avons fixé 100 µl de chaque échantillon dans une solution de glutaraldéhyde à 

2,5% pendant 1 heure. Ensuite, nous avons réalisé une cytospin de la suspension à 800 tr/min 

pendant 7 minutes sur une lame de microscope recouverte de poly-l-lysine. La lame est ensuite 

recouverte d'acide phosphotungstique (PTA) à 1 % en solution aqueuse (pH=2) pendant 2 

minutes pour augmenter la qualité et le contraste de l'image. Elle est placée à l'air pour sécher 

et enfin être examinée à l'aide d'un microscope électronique à balayage (MEB) de table 

TM4000, Hitachi High-Tech Corporation, Tokyo, Japon, (Annexe 1).  

 

G. SEQUENÇAGE METAGENOMIQUE A HAUT DEBIT (ILLUMINA, MISEQ) 

 

L'ADN génomique des 6 abcès cérébraux a été quantifié par Qubit avec le kit haute 

sensibilité (Life technologies, Carlsbad, CA, USA) à 0,2 ng/µl. Le séquençage a été réalisé sur 

système MiSeq (Illumina Inc, San Diego, CA, USA) avec la technique dite « paired-end ». Les 

séquences d’ADN sont indexées par un code-barre unique afin d'être mélangées avec 9 autres 

projets, tous préparés avec le kit ADN Nextera XT (Illumina). Pour préparer les librairies, une 

dilution a été effectuée afin d'obtenir 1ng de chaque génome. L'étape de « tagmentation » a 

permis de fragmenter et de mettre en place les adaptateurs nécessaires à la fixation des index. 
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Ensuite, une amplification PCR de 12 cycles permet d’ajouter les codes-barres et les adaptateurs 

nécessaires au passage sur la flow cell. Après purification sur billes AMPure XP (Beckman 

Coulter Inc, Fullerton, CA, USA), les librairies ont ensuite été normalisées sur billes spécifiques 

selon le protocole Nextera XT (Illumina). Les librairies ainsi normalisées sont poolées. Ce pool 

unique est chargé sur une cassette de réactifs qui est insérée dans l'instrument MiSeq en 

simultané de la flow cell. La génération des clusters et lecture des paires se réalisent en 39 

heures, par lecture 2x250-bp. Une information totale de 4,46G a été obtenue à partir d'une 

densité de 459 K/mm2 avec un pourcentage de clusters analysables de 97,40%. Dans cette série, 

la représentation des abcès cérébraux sur la flow cell est la suivante : 1 : 8.81%; 2 : 8.12%; 3 : 

6.28%; 4 : 4.83%; 5 : 6.85%; 6 : 6.93% Les 8 911 413 reads totaux ont été filtrés en fonction 

de leur qualité. 

 

H. SEQUENÇAGE METAGENOMIQUE A HAUT DEBIT EN TEMPS REEL (OXFORD 

NANOPORE, GRIDION) 

 

Après avoir ajouté 10 µl de protéinase K, et fait incuber à 56°C pendant 20 min à 2 h 

dans le thermomixeur, nous procédons à un traitement mécanique qui a d'abord été effectué par 

des billes de verre lavées à l'acide (G4649-500g Sigma) à l'aide d'un broyeur FastPrep-24™ 5G 

(mpBio) à la vitesse maximale (6,5m/s) pendant 40 s. Ensuite, l'ADN est extrait sur le biorobot 

EZ1 (Qiagen) à l'aide du kit de tissus d'ADN EZ1. Le volume d'élution est de 200µL. L'ADNg 

est quantifié par un test Qubit avec le kit haute sensibilité (Life technologies, Carlsbad, CA, 

USA). 

 

Nous avons utilisé une méthode de séquençage à haut débit nommée GridION (Oxford 

Nanopore, ONT, Oxford, UK). La technique permet de séquencer des fragments très longs 

(jusqu’à 5 kb) en un temps très court et permet d’avoir en temps réel l’identification des agents 

responsables des abcès cérébraux par comparaison des séquences obtenues avec une base de 

données. Les durées de run peuvent être très courtes (20min). 
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Le séquençage métagénomique a été réalisé sur l'ADN total extrait de chaque abcès 

cérébral avec le dispositif GridION en utilisant le kit SQK-LSK109 (Oxford Nanopore). La 

banque de clones a été construite à partir de 1,5 µg d'ADN génomique sans fragmentation et 

sans réparation des extrémités. Des adaptateurs ont été fixés aux deux extrémités de l'ADN 

génomique. Après purification sur des billes AMPure XP (Beckman Coulter Inc, Fullerton, CA, 

USA), la banque a été quantifiée par un test Qubit avec le kit haute sensibilité (Life 

technologies, Carlsbad, CA, USA). Le séquençage a été effectué sur un séquenceur GridION 

X5 (Oxford Nanopore Technologies).  

 

Le nombre de pores actifs a été détecté pour le séquençage. Le logiciel epi2me (Oxford 

Nanopore) a été choisi pour l'analyse bioinformatique en direct. Nous avons également analysé 

les données avec Kraken et Bracken qui sont des logiciels accessibles à tous, après retrait des 

séquences humaines. 

 

V. RESULTATS 

 

A. PATIENTS 

 

Les 115 patients étudiés comprenaient 67 patients de sexe masculin (58 %) d’âge moyen 

49 ans et 48 patients de sexe féminin (42 %) d’âge moyen 49 ans (Figure 3).  

 

 
 

Figure 3: Distribution du nombre d’abcès cérébraux en fonction de l’âge et du sexe des 
patients sur la série de cas à l’IHU de 2014 à 2020. 
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B. SOURCES D’INFECTION 

 

L’étude de ces 115 cas d’abcès cérébraux (Figure 4) a révélé que la porte d’entrée des 

germes pathogènes dans le cerveau la plus fréquemment retrouvée était par propagation 

contiguë. En effet, les conditions prédisposantes les plus courantes étaient des infections des 

sinus paranasaux, de l’oreille moyenne et des zones mastoïdes : otite (4%), sinusite (13%) ou 

bien secondaire à une neurochirurgie récente (25%) ou un traumatisme crânien (16%). 

 

Dix pour cent des abcès cérébraux étaient provoqués par des foyers infectieux plus 

éloignés comme des infections dentaires ou des abcès pulmonaires, 7% par diffusion 

hématogène, en particulier dans le cas d’endocardites infectieuses, tandis que 25% de ces abcès 

cérébraux étaient cryptogéniques. Il est intéressant de noter que parmi ces derniers, 38% des 

patients étaient immunodéprimés. 

 

 
 

Figure 4: Les différentes sources d’infections des abcès cérébraux dans la série de cas 
obtenue à l’IHU de 2014 à 2020. 
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C. AGENTS PATHOGENES MICROBIENS ISOLES DANS LES ABCES CEREBRAUX 

 

Les microorganismes cultivés ou identifiés par détection moléculaire à partir de pus 

d’abcès cérébral sont répertoriés dans le Tableau 3. Un diagnostic microbiologique par culture 

usuelle et/ou PCR a été obtenu chez 86 patients (75%). Une infection polymicrobienne a été 

identifiée chez 19 patients (17%). Les bactéries à Gram positif constituaient le groupe de 

bactéries le plus couramment identifié. Dans notre série de cas, les agents pathogènes les plus 

répandus étaient ceux appartenant au groupe Streptococcus milleri (15%). Aucun pathogène 

n’a été détecté chez 28 patients, soit 25% des patients dont l’abcés cérébral était supposé 

infectieux. Cependant nous n’avons pas pu déterminer avec précision la proportion de patients 

ayant reçu des antibiotiques avant la chirurgie. 

 

 
Tableau 3: Agents microbiens isolés dans les abcès cérébraux dans notre cohorte. 
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D. ANALYSES STATISTIQUES  

 

Nous avons réalisé une analyse en composante principale sur les données de notre série. 

Cette analyse nous a permis de mettre en avant trois associations entre situation clinique et 

espèces bactériennes (Figure 5) : 

1) L’immunodépression et les Nocardia sp. 

2) Les infections supra-diaphragmatiques et les abcès cérébraux polymicrobiens. 

3) Les gestes neurochirurgicaux et les entérobactéries. 

 

 
Figure 5: Analyse en composante principale des patients étudiés. 

 
Nous avons, par la suite, calculé les odds ratio et les intervalles de confiance (avec le 

logiciel R) qui nous permettent de confirmer une corrélation significative entre la clinique et 

les espèces bactériennes pour chaque hypothèse.  

 

 
Hypothèse 1 2 3 

 
OR  14,16 2,47 6,14 

 
IC [3,57-56,22] [1,18 - 5,19] [1,86-20,21] 

avec OR = Odds ratio, IC = intervalle de confiance 
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E. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

 

Sur les 115 échantillons d’abcès cérébraux étudiés, nous n’avons pu réaliser l’analyse 

en microscopie électronique en temps réel seulement chez 15 patients. Ce faible nombre 

d’échantillons étudiés est expliqué par le fait que notre étude était essentiellement rétrospective 

et de ce fait les échantillons étudiés étaient congelés, ce qui contre-indiquait leur analyse en 

microscopie électronique. 

 

L’utilisation de la microscopie électronique en temps réel nous a permis de détecter des 

microorganismes chez 8 des 15 patients (53%) (Figure 6). Il est à noter que 4 prélèvements 

pour lesquels nous n’avons détecté aucun microorganisme étaient négatifs avec toutes les autres 

techniques diagnostiques utilisées, y compris la métagénomique et que les 3 autres étaient 

solides et ne permettaient pas d’obtenir une lame lisible au microscope électronique.  
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Figure 6: Examen au microscope électronique à balayage en temps réel de différents pus 
d’abcès cérébral de patient à l’aide d’un microscope TM4000 (Hitachi). 

 Les flèches indiquent des cellules microbiennes.  
La barre d’échelle varie entre 5 à 10,0µm. 
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F. SEQUENÇAGES METAGENOMIQUES A HAUT DEBIT (ILLUMINA, MISEQ) ET EN TEMPS 

REEL (OXFORD NANOPORE, GRIDION) 

 

Nous avons effectué une étude séquentielle. Dans un premier temps nous avons 

séquencé 6 échantillons à l’aide des technologies de séquençage métagénomique à haut débit 

(Illumina, MiSeq) et en temps réel (Oxford Nanopore, GridION) (Tableau 4). Nous avons 

volontairement retiré “Bradyrhizobium” et “Delftia” qui sont des contaminants retrouvés dans 

l’eau puis nous avons comparé les résultats obtenus avec la métagénomique totale par technique 

GridION avec ceux obtenus avec la métagénomique ARNr 16S par la technique Illumina qui 

est une méthode de référence. En effet, nous avons établi une preuve de concept qui valide 

l’utilisation de la technique GridION en routine. Dans 100% des cas, nous retrouvons une 

concordance intéressante. Les deux techniques ont permis d’identifier les mêmes germes en 

retirant les contaminations. 

 

 
Tableau 4: Comparaison des germes identifiés suite au séquençage métagénomique à haut 
débit (Illumina, MiSeq) et en temps réel (Oxford Nanopore, GridION). En gras, les espèces 

que l’on retrouve avec les deux méthodes. 

 

 

 

 

 

 

                   Méthode

  Echantillon

Germes identifiés % non ident Germes identifiés % non ident

1

Fusobacterium nucleatum  0,06% (907)
Prevotella sp.3e-3% (43)

Dialister pneumosintes  3e-4% (5)
Parvimonas micra 9e-4%(14)

Staphylococcus aureus  7e-4% (11)

1,3

Fusobacterium nucleatum  0,1 % ( 258 )
Prevotella  sp.0,01 % ( 15 )

Dialister pneumosintes  4e-4 % ( 1 )
Tannerella forsythia  1e-3 % ( 3 )

0,89

2 Staphylococcus aureus  2e-3% (24) 1,04 Staphylococcus aureus  0,03% ( 60 ) 0,8

3
Streptococcus intermedius 0,02% (280)

Prevotella sp. 1e-3%(11)
1,25 Streptococcus intermedius   0,02 %  ( 38 ) 0,64

4
Prevotella  sp.3e-4% (3)

Streptococcus  sp.5e-4% (4)
1,12

Prevotella sp. 3e-3 % ( 5 )
Streptococcus anginosus 6e-4 % ( 1 )

0,39

5
Fusobacterium nucleatum  0,02% (301)

Staphylococcus aureus 6e-3% (76)
1,14 Fusobacterium nucleatum 0,1 % ( 230 ) 0,56

6 Nocardia farcinica 0,01% (191) 1,1
Nocardia farcinica  0,01% ( 22 )

Torque Teno mini 0,01 % ( 17 )
0,47

Séquençage métagénomique 
 à haut débit (Illumina, MiSeq)

Séquençage métagénomique à haut débit 
en temps réel (Oxford Nanopore, GridION)
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G. COMPARAISON DES METHODES DIAGNOSTIQUES USUELLES ET DU SEQUENÇAGE 

METAGENOMIQUE A HAUT DEBIT EN TEMPS REEL (OXFORD NANOPORE, GRIDION)  

 

Nous avons séquencé l’ADN de 38 échantillons avec la méthode de séquençage 

métagénomique à haut débit GridION (Oxford Nanopore) que nous avons comparé à la culture 

et aux PCR réalisées au laboratoire en routine (16S rRNA ; Mycoplasma sp., Mycoplama 

faucium, Mycoplasma hominis, Streptococcus intermedius, Archaea, Aspergillus spp., Candida 

spp., Cysticerca spp., Cryptococcus spp., Histoplasma spp). Pour 82% des échantillons (31/38), 

nous avons obtenu un résultat cohérent. 

 

En effet, 24 échantillons sur 31 se sont révélés positifs en culture ou PCR et après 

séquençage métagénomique et les bactéries identifiées à l’aide des méthodes usuelles l’ont 

également été avec cette technique innovante (Tableau 5). 

 

- Pour 14 échantillons, une seule et même bactérie ayant été retrouvée avec ces deux 

méthodes, le résultat obtenu dans les deux cas était identique 

- Pour 6 autres échantillons de culture ou PCR positives polymicrobiennes (plus de deux 

germes), nous avons retrouvé ce caractère polymicrobien avec plus de germes 

pathogènes identifiés, notamment des virus. 

- 4 échantillons ont eu un diagnostic microbiologique monomicrobien alors que la 

technique Gridion permettait d’identifier plusieurs pathogènes et de classer l’abcès 

comme une infection polymicrobienne. 

 

De plus, 7 échantillons sur 31 se sont révélés négatifs à la fois en culture, en PCR et en 

séquençage métagénomique (Tableau 6). Pour les 7 échantillons restants, les résultats obtenus 

par la méthode de séquençage métagénomique étaient différents de ceux obtenus en routine au 

laboratoire (Tableau 7). 

 

Au total, le panel de germes identifiés à l’aide du séquençage métagénomique en temps réel 

est conséquent. En effet 37 microorganismes ont été identifiés par séquençage métagénomique, 

dont 38% n’avaient pas été détectées à l’aide de la culture et de la PCR usuelles (Figure 7).  
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Tableau 5: 24 échantillons dans lesquels les germes (en gras) ont été identifiés par culture 
et/ou PCR au laboratoire ou par séquençage métagénomique en temps réel (Oxford 

Nanopore, GridION). 

 

               Méthode

 Echantillon
Culture PCR

                                                                                       Germes identifiés Durée de run % Non ident

1 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus 0,03 % ( 60 ) 00h23 0,8

2 Streptococcus constellatus Fusobacterium nucleatum Fusobacterium nucleatum 0,4 % ( 515 ) 1h00 1,06

3 Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa  14,34 % ( 16 518 ) 00h36 0,32

4 Nocardia  sp Nocardia pneumoniae Nocardia  sp. 0,02 % ( 24 ) 00h25 0,86

5 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae  0,67 % ( 670 ) 00h18 0,51

6 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae Klebsiella  pneumoniae  0,05 % ( 155 ) 1h15 1,26

7 négatif Streptococcus pneumoniae Streptococcus pneumoniae  0,05 % ( 103 ) 00h27 1,32

8 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus  0,01 % ( 20 ) 00h25 0,44

9 Staphylococcus aureus Streptococcus pyogenes Streptococcus pyogenes  0,01 ( 15 ) 2h50 0,13

10 négatif Streptococcus intermedius Streptococcus intermedius  0,01 ( 20 ) 00h40 1,24

11 Streptococcus anginosus Fusobacterium nucleatum Fusobacterium nucleatum 0,42 ( 809 ) 1h00 0,7

12 Cutibacterium acnes Cutibacterium acnes Cutibacterium acnes  0,37 %  ( 1150 ) 0h50 0,97

13 Streptococcus intermedius Streptococcus intermedius Streptococcus intermedius 0,02 % ( 38 ) 00h47 0,64

14 négatif Streptococcus intermedius Streptococcus intermedius  0,01 % ( 18 ) 0h50 0,92

15
Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii Polymicrobien

Fusobacterium nucleatum  0,7 % ( 1960 )
Prevotella melaninogenica  0,04 % ( 119 )

Campylobacter gracilis  0,02 % ( 57 )
Citrobacter sp. 0,01 % ( 18 )

Eikenella corrodens  3e-3% ( 9 )
Streptococcus sp. 3e-3 % ( 7 )

Tannerella  sp. 4e-4 % ( 1 )

1h02 2,44

16
Actinomyces oris

Porphyromonas endodontalis

Fusobacterium nucleatum 0,71 % ( 2914 )
Porphyromonas  sp. 0,06 % ( 237 )

Prevotella 0,02 % ( 90 )
Campylobacter gracilis 0,01 % ( 54 )

Eikenella exigua  0,01 % ( 41 )
Tannerella  forsythia 0,01 % ( 29 )

Parvimonas micra 0,01 % ( 23 )

00h20 1,77

17
Streptococcus anginosus

Prevotella  spp
Prevotella  spp

Prevotella sp. 3e-3 % ( 5 )
Streptococcus anginosus  6e-4 % ( 1 )

00h25 0,39

18 Proteus mirabilis Porphyromonas bennonis

Proteus mirabilis  0,05 % ( 85 )
Campylobacter ureolyticus  0,01 %  ( 18 )

Peptoniphilus harei  4e-3 %( 7 )
Trichomonas vaginalis  1e-3 %( 2 )

Streptococcus   sp. 1e-3% ( 2 )

1h00 1,52

19
Enterobacter cloacae
Peptoniphilus harei

Peptoniphilus harei

Peptoniphilus harei  0,01 % ( 47 )
Finegoldia magna  0,01 % ( 29 )

Anaerococcus prevotii  2e-3 % ( 5 )
Enterobacter cloacae  6e-4 % ( 2 )

0h50 0,81

20
Prevotella corporis
 Finegoldia magma

négatif
Fineglodia magma  0,01 % ( 19 )
Prevotella intermidia  2e-3 % ( 6 )

0h45 0,8

21 Streptococcus intermedius Streptococcus intermedius
Fusobacterium nucelatum  0,13 % ( 359 )
Streptococcus intermedius  0,05 % ( 129 )

Parvimonas micra  4e-3 % ( 11 )
0h50 0,81

22 Nocardia paucivorans Nocardia paucivorans
Torque teno virus 11 0,02 % ( 36 )

Nocardia sp.  ( 18 )
Acinetobacter haemolyticus ( 1 )

0h45 0,62

23 Nocardia farcinica Nocardia farcinica
Nocardia farcinica  0,01% ( 22 )
Torque Teno mini 0,01 % ( 17 )

0h55 0,47

24 Nocardia farcinica négatif

Torque teno virus 22  0,01 % ( 52 )
Betaherpesvirus 6B 2e-3% ( 8 )

Mycobacterium tuberculosis  2e-4 % ( 1 )
Nocardia farcinica  2e-4 % ( 1 )

2h10 1,24

Séquençage métagénomique à haut débit 
en temps réel (Oxford Nanopore, technique GridION)
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Tableau 6: 7 prélèvements ayant un diagnostic négatif obtenu avec les différentes techniques. 

 

 
Tableau 7: 7 prélèvements pour lesquels les germes identifiés avec les méthodes usuelles, 

culture et/ou PCR différaient de ceux obtenus avec la technique de séquençage 
métagénomique (Oxford Nanopore). 

 
Figure 7: Diagramme de Venn permettant de visualiser le panel de germes identifiés à l’aide 
de la culture, les PCR et le séquençage métagénomique en temps réel (technique GridION). 

             Méthode

Echantillon
Culture PCR 

Durée de run % Non ident
25 2h24 0,78
26 1h00 0,08
27 1h00 0,12
28 1h08 0,2
29 1h00 0,52
30 2h30 0,45
31 3h50 0,32

Séquençage métagénomique à haut débit 
en temps réel (Oxford Nanopore, technique GridION)

                       Germes identifiés

négatifs négatifs

               Méthode

  Echantillon
Culture PCR 

Durée de run % Non ident

32 Toxoplasma gondii négatif 2h00 0,38

33 négatif négatif Fusobacterium nucleatum  0,1 % ( 230 ) 00h39 0,56

34 Cutibacterium acnes négatif Fusobacterium necrophorum  0,49 % ( 1060 ) 00h39 0,73

35 négatif négatif
Lactococcus lactis 0,01 % ( 66 )

Cutibacterium acnes  0,01 % ( 57 )
22h 1,12

36
Streptococcus constellatus

Streptococcus intermediusCt=29

Fusobacterium nucleatum  0,1 % ( 258 )
Prevotella  sp.0,01 % ( 15 )

Tannerella forsythia  1e-3 % ( 3 )
Dialister pneumosintes  4e-4 % ( 1 )

00h30 0,89

37 Streptococcus anginosus négatif
Fusobacterium nucleatum  0,37 % ( 1290 )

Parvimonas micra  0,01 % ( 27 )
Eikenella corrodens  2e-3 % ( 6 )

01h15 0,81

38 négatif négatif Staphylococcus hominis  6e-4 % ( 1 ) 1h40 0,35

Séquençage métagénomique à haut débit 
en temps réel (Oxford Nanopore, technique GridION)

                       Germes identifiés
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H. MICROORGANISMES IDENTIFIES SEULEMENT PAR LA TECHNIQUE GRIDION 

 

La technique GridION a permis l’identification d’un certain nombre de 

microorganismes (tableau 8).  

 
Tableau 8: Panel de germes identifiés par le séquençage GridION. En gras, ceux n’ayant pas 

été identifiés par les techniques usuelles (culture et/ou PCR). 

 

Les 14 microorganismes identifiés seulement par la méthode de séquençage 

métagénomique Gridion incluent : 

 

Dialister pneumosintes contenu dans la flore mixte peut se comporter comme un agent 

pathogène mortel, en particulier dans le cerveau, en plus de provoquer des infections 

parodontales ou opportunistes (38). 
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Enterococcus faecalis est un agent causal d’infections dentaires. Il peut également avoir 

pour source le tube digestif. Une revue de la littérature a révélé trois cas d'abcès cérébraux dans 

lesquels E. faecalis a été isolé (39). 

 

Anaerococcus prevotii est une bactérie commensale de la peau, de la cavité buccale et 

de l'intestin (40). 

 

Parvimonas micra a été décrit comme un pathogène possible d’abcès cérébraux 

odontogènes, bien que sa présence ne soit généralement pas détectée par les cultures 

bactériennes standard. Une série de cas d'abcès cérébraux a montré que la plupart des infections 

à P. micra sont polymicrobiennes (41). 

 

Staphylococcus hominis appartient à la famille des staphylocoques à coagulase négative 

(CoNS) qui font partie de la flore commensale de la peau humaine. S. hominis peut provoquer 

bactériémies nosocomiales et d'autres infections opportunistes chez l'homme (42). 

 

Fusobacterium necrophorum est une cause inhabituelle de mastoïdite, de sinusite et de 

méningite, dont un nombre limité de rapports ont été publiés. Il est considéré comme un 

commensal des voies respiratoires supérieures, du tractus gastro-intestinal et des voies génitales 

féminines. Il peut provoquer diverses infections chez l'homme, dont le syndrome de Lemierre, 

une mastoïdite et des infections intracrâniennes telles qu’une méningite, un abcès et une 

thrombose sinusale (43). 

 

Tannerella forsythia est un agent pathogène associé à la parodontite humaine, une 

maladie inflammatoire polymicrobienne des tissus entourant les dents (44). 

 

Les bactéries du genre Campylobacter ont été associées chez l’homme à certaines 

maladies inflammatoires de l'intestin (MII), de l'œsophage et au cancer colorectal. Ces bactéries 

ont également été impliquées dans des manifestations extra-intestinales, notamment des 

bactériémies, des infections pulmonaires, des abcès cérébraux, des méningites et des arthrites 

réactives (45). 
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Eikenella exigua a été isolée à partir d'un abcès cérébral polymicrobien après 3 jours 

d'incubation en anaérobiose (46). 

 

Eikenella corrodens fait partie de la flore commensale de la bouche et des voies 

respiratoires supérieures. Elle est de plus en plus reconnue comme un agent pathogène humain 

et a été impliquée dans diverses infections, notamment la parodontite, les abcès cérébraux, 

l'endocardite, l'ostéomyélite, les infections intra-abdominales et les infections pleuro-

pulmonaires (47). 

 

Bactérie environnementale, Acinetobacter haemolyticus a été isolée à partir 

d’échantillons cliniques (48), principalement comme un agent pathogène humain opportuniste, 

multirésistant aux médicaments et intra-hospitalier. A ce jour, aucun abcès cérébral à A. 

haemolyticus n’a été rapporté dans la littérature. 

 

Mycobacterium tuberculosis est un agent rare d’abcès cérébral (49). 

 

Deux virus ont été détectés dans notre étude : 

Roseolovirus : Le genre Roseolovirus de la sous-famille des bêta-herpèsvirus est 

composé de trois virus à ADN double brin enveloppés : l'herpèsvirus humain (HHV-) 6A, 

HHV-6B et HHV-7. Il est difficile d’affirmer que les roséolovirus sont des agents pathogènes 

responsables de maladies en raison de l'omniprésence de l'infection, de leur latence dans divers 

types de cellules et de la capacité des HHV-6A et HHV-6B à s'intégrer dans le génome humain 

(50). 

 

L'alphatorquevirus appartient à la famille des Anelloviridae, de petits virus circulaires à 

ADN qui sont presque omniprésents dans le sérum et le liquide de lavage bronchoalvéolaire 

(LBA) des patients ayant subi une transplantation pulmonaire. On trouve l'Anellovirus chez les 

personnes immunodéprimées et transplantées (51). 
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VI. DISCUSSION 

 

L'abcès cérébral est une infection rare associée à une morbidité et une mortalité élevées, 

qui présente des difficultés diagnostiques. Pourtant, l'identification de l'agent causal d'un abcès 

cérébral est cruciale pour une prise en charge optimale du patient. Il est important de noter 

qu’un patient présentant un abcès traité de manière appropriée se rétablit complètement, le plus 

souvent sans séquelles neurologiques (8). Dans la majorité des cas, la prise en charge médicale 

reste empirique en raison de l’absence d'identification du ou des agents responsables, 

notamment en raison du délai avant obtention des résultats microbiologiques (25). 

 

Dans ce travail, nous avons étudié 115 abcès cérébraux obtenus de 2014 à 2020 pour 

tenter d’identifier les agents pathogènes en cause. Un diagnostic microbiologique par culture 

usuelle et/ou PCR a été obtenu chez 75 % des patients. Plusieurs études ont montré la nature 

polymicrobienne de ces infections (8). Nous avons d’ailleurs retrouvé 17% d’abcès cérébraux 

polymicrobiens dans notre cohorte. Les résultats microbiologiques ne sont que partiellement 

informatifs en raison de la complexité de la flore microbienne. De plus, aucun pathogène n’a 

été détecté dans 25% des cas d’abcès cérébraux supposés infectieux. L’administration aux 

patients de traitement antimicrobien à large spectre avant la réalisation du prélèvement pourrait 

expliquer ces résultats. Dans la littérature, l'incidence rapportée des streptocoques est d'environ 

70%, mais nous n'avons identifié ces bactéries que dans 18% des cas ce qui va dans le sens 

d’une antibiothérapie précoce (15).  

 

Nous avons souhaité évaluer le lien entre certains microorganismes et les différentes 

étiologies dans notre série de cas. Pour cela l’analyse en composante principale a permis de 

mettre en avant deux associations, déjà retrouvées dans la littérature, entre les infections supra-

diaphragmatiques et les abcès cérébraux polymicrobiens, et entre un terrain immunodéprimé et 

les abcès cérébraux à Nocardia. De façon plus surprenante, nous avons mis en évidence une 

association entre les gestes neurochirurgicaux et les abcès cérébraux à entérobactéries qui n’a 

pas encore été décrite. Dans un contexte nosocomial, les entérobactéries peuvent causer des 

infections post-opératoires, même si ce ne sont pas les premiers agents de ce type d’infections 

dans la littérature. 
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La culture et la détection moléculaire prennent du temps et les résultats sont obtenus 

tardivement pour une prise en charge précoce et appropriée. Bien que les techniques de culture 

aient été largement utilisées pour étudier la composition microbienne des abcès cérébraux, leur 

résultat diagnostique peut varier en fonction du milieu utilisé ou des conditions d'incubation 

pour la croissance microbienne. En outre, les cultures conventionnelles manquent de sensibilité 

pour détecter les bactéries anaérobies (36). Par conséquent, la culture peut manquer de 

sensibilité pour identifier le(s) pathogène(s) responsable(s) d’abcès cérébraux. En ce qui 

concerne la PCR, notre stratégie usuelle est basée sur l’utilisation de tests spécifiques qui ne 

peuvent détecter que les microorganismes qu’ils cherchent et de tests à large spectre telle que 

la PCR ciblant le gène ARNr 16S dont la capacité de discrimination est limitée dans les 

infections polymicrobiennes. 

 

L’utilisation de techniques permettant d’améliorer la sensibilité et la rapidité du 

diagnostic des abcès cérébraux est particulièrement importante afin d'obtenir un diagnostic plus 

précis et plus complet. Nous rapportons ici la mise en place d'une stratégie de diagnostic 

innovante combinant la microscopie électronique et la métagénomique en temps réel pour 

identifier les pathogènes dans les abcès cérébraux en remplacement de la microscopie optique, 

de la PCR et du séquençage de l'ARNr 16S. L’objectif est de réduire le délai d’identification 

des germes pathogènes dans les échantillons. En effet, cette stratégie est réalisable dans les 6 

heures suivant le prélèvement, réduisant ainsi de près de 42 heures le temps nécessaire au 

diagnostic étiologique tel qu’obtenu par culture et/ou PCR usuelles. Pour les échantillons 

compatibles avec l’analyse métagénomique et/ou la microscopie électronique en temps réel, 

nous avons appliqué ces deux méthodes innovantes et nous les avons comparées aux méthodes 

usuelles que sont la culture et la PCR. 

 

Dans un premier travail, nous avons étudié un cas d'abcès cérébral dans lequel la mise 

en œuvre d'une stratégie combinée impliquant la microscopie électronique en temps réel et la 

métagénomique à haut débit a permis l'identification très rapide de l'agent étiologique de cette 

maladie. En effet, nous avons pu détecter Fusobacterium nucleatum dans les 6 heures suivant 

le prélèvement de l'échantillon, tandis que les résultats des PCR et du séquençage de l'ARNr 

16S n’ont été obtenus qu’en 48 heures. Ce premier échantillon a servi de preuve de concept à 

la stratégie diagnostique combinant la microscopie électronique et la métagénomique en temps 

réel. 



 
 
 

33 
 

En effet, l'examen au microscope électronique rapide à l'aide d'un microscope 

électronique à balayage TM4000 (Hitachi High-Tech Corporation) s’est révélé simple car il 

nous a permis d'observer les microorganismes présents dans le pus des abcès cérébraux dans 

les 90 minutes suivant la réception de l'échantillon, y compris la préparation. Ce nouveau 

microscope électronique s'est donc avéré être un outil très efficace et fiable pour la détection 

des microorganismes. Notamment pour des espèces de Treponema où la mise en évidence dans 

des échantillons humains a été beaucoup plus rapide qu’avec d'autres techniques (52). 

Le microscope TM4000 apparaît comme une meilleure alternative, en termes de vitesse, de 

sensibilité, de facilité d'utilisation et de mise en œuvre, que les techniques de microscopie 

optique actuelles (52). Cent % des pus d’abcès, avec agent pathogène détecté par ailleurs, ont 

été identifiés comme infectieux à l’aide de ce microscope.  

 

Cependant, nous n’avons pas pu observer de microorganismes dans les prélèvements 

solides, ce qui rend l’utilisation de cet outil sélective en fonction de la consistance de l’abcès 

cérébral. Les abcès cérébraux ne sont pas des prélèvements fréquents et ceux reçus entre 2014 

et 2019 étaient congelés ce qui contre-indiquait l’utilisation de ces derniers. Ceci explique le 

faible nombre d’échantillons passés au microscope électronique en temps réel. De fait, une 

étude prospective sera nécessaire pour confirmer l’utilisation en routine de cet outil. 

 

Au cours des cinq dernières années, le séquençage métagénomique à haut débit a permis 

l'identification rapide d'agents pathogènes directement dans des échantillons cliniques, 

notamment le virus Ebola, le virus Chikungunya et le virus de l'hépatite C, ainsi que d'autres 

virus et bactéries dans diverses maladies infectieuses, notamment des pneumonies, abcès du 

foie ou du cerveau, endocardites, méningites, infections de dispositifs orthopédiques ou 

bactériémies. Cependant, à ce jour, cette technique n’a pas été utilisée dans le cadre du 

diagnostic microbiologique de routine. 

 

En 2019, Lin et al. ont démontré l'utilité du dispositif de séquençage Minion (Oxford 

Nanopore, Oxford, UK) pour tenter de déchiffrer la microflore complexe à l'origine d'un abcès 

cérébral. Ils ont mis en évidence la supériorité de cette méthode par rapport à la culture et à la 

PCR standard (36). Nous avons ici évalué la performance du séquençage GridION (Oxford 

Nanopore, Oxford, UK) par comparaison avec notre stratégie de diagnostic de routine pour 

tenter d'identifier le(s) micro-organisme(s) responsable(s) des abcès cérébraux. La technologie 
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GridION permet le séquençage de très longs fragments (jusqu'à 5 kb) en quelques heures et 

permet ainsi l'identification des agents pathogènes en un temps beaucoup plus court que d'autres 

méthodes de séquençage à haut débit. 

 

Nous avons donc comparé le séquençage métagénomique de 6 échantillons d’abcès 

cérébraux à l’aide de la technique de référence MiSeq (ARNr 16S) également disponible dans 

notre institut (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) à la technique GridION (Oxford Nanopore). 

Nous avons obtenu pour l’ensemble des prélèvements des résultats cohérents, les mêmes 

germes étant retrouvés avec les deux techniques ce qui permet de faire une preuve de concept 

que le séquençage GridION est applicable aux échantillons cliniques. De plus, les résultats de 

la technique GridION ont été obtenus dans les six heures suivant la réception de l'échantillon, 

alors que la technique de séquençage MiSeq nécessite 48 heures. 

 

Ensuite, nous avons comparé les données obtenues avec la technique de séquençage 

GridION et celles fournies par la culture et/ou la PCR. La plupart des résultats ont été cohérents.  

Cependant, nous avons constaté que le GridION permet d'obtenir une plus grande variété de 

germes pour les abcès polymicrobiens. En moyenne, le diagnostic effectué au laboratoire a 

identifié 1 pathogène sur 5 obtenus avec le séquençage GridION, soit 20% seulement. Parmi 

les 80% restants, certains microorganismes ont déjà été rencontrés dans les abcès cérébraux, ce 

qui suggère que les techniques habituelles n'ont pas été capables de les détecter. De plus, nous 

avons identifié pour la première fois dans ce type d’infection, des espèces qui n’y avaient jamais 

été décrites comme Tannerella forsythia. La technique GridION s’avère donc être un outil 

performant pour décrypter la complexité des flores microbiennes associées aux abcès 

cérébraux. Il est utile de souligner l’absence de contaminant habituel des techniques de 

séquençage parmi les microorganismes identifiés seulement par le GridION.  

 

En ce qui concerne les échantillons ayant un résultat négatif avec la culture et/ou la PCR 

mais qui se sont révélés positifs avec le séquençage métagénomique, les 4 patients avaient reçu 

une antibiothérapie probabiliste. Cela pourrait expliquer l’absence d’au moins une partie de ces 

bactéries. 
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Par ailleurs, une mauvaise qualité de l’ADN ou encore une quantité trop faible d’ADN 

extrait des échantillons peuvent expliquer les données contradictoires entre les techniques de 

diagnostic usuelles et la technique GridION.  

 

Contrairement au séquençage de l'ARNr 16S, l'approche GridION s’est révélée 

beaucoup plus rapide (6 heures contre 48 heures dans notre étude) et polyvalente car elle peut 

détecter des bactéries mais également des virus. Cette approche semble donc prometteuse pour 

une utilisation de la plateforme Nanopore dans le diagnostic. Cependant, ces techniques de 

séquençage à haut débit ont des limites notamment un risque de contamination non négligeable. 

Il est également nécessaire d’avoir une capacité technique et humaine d’analyse bio-

informatique pour interpréter les résultats et améliorer la spécificité de la technique GridION. 

 

VII. CONCLUSION  
 
 

Nous avons montré, comme les études chinoises (36), que le diagnostic des abcès 

cérébraux doit tenir compte de la grande diversité des micro-organismes. Nous pensons qu'une 

telle stratégie de diagnostic est adaptée non seulement au travail de routine des laboratoires de 

microbiologie clinique, mais peut également être utilisée pour tout autre processus infectieux 

nécessitant une identification urgente de l'agent pathogène. En effet nos résultats suggèrent un 

arbre décisionnel diagnostique pratique dans lequel les échantillons de processus infectieux 

sévères nécessitant un diagnostic étiologique urgent devraient être soumis à un séquençage 

métagénomique ainsi qu’à une observation en microscopie électronique comme alternative à la 

microscopie optique, à la PCR et au séquençage de l’ARNr 16S. Cette approche complètera 

non seulement le paradigme diagnostique actuel, mais permettra également une caractérisation 

plus complète de l'étiologie des abcès cérébraux. Il serait intéressant de poursuivre l'étude avec 

de nouveaux échantillons afin d'obtenir une cohorte plus importante. 

 

 

 

 



 
 
 

36 
 

VIII. ANNEXES 
 
 

 
 

 
 
 

Annexe 1: Microscope pour analyse TM4000 

 

La série TM4000 présente des innovations et des technologies de pointe qui 

redéfinissent les capacités d'un microscope de table. 
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Annexe 2: Appareil GridION (Oxford Nanopore) 

 

Un système de paillasse économique et compact offrant un séquençage à la demande 

avec traitement intégré des données en temps réel. 
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