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L'identification de nombreuses especes bactériennes est aujourd’hui possible grace a des
automates performants dont la fréquence d'utilisation augmente dans les laboratoires de
biologie médicale. Ces automates sont capables de réaliser I'identification rapide (et pour la
plupart d’entre eux I'antibiogramme) d’une grande partie des bactéries aérobies isolées en
routine dans les laboratoires de biologie médicale. Cependant, rares sont les automates qui
permettent l'identification des bactéries anaérobies et des corynébactéries.

Il est pourtant bien établi que les bactéries anaérobies peuvent étre impliquées dans de
nombreuses infections dont certaines peuvent étre séveres comme les bactériémies, les
infections nécrosantes de la peau et des tissus mous et les infections suppuratives profondes.
Comme les bactéries anaérobies, les corynébactéries autit€srgunebacterium diphtheriae

se comportent le plus souvent comme des pathogenes opportunistes. Ces bactéries peuvent
néanmoins causer des infections sévéres voire fatales, en particulier chez les personnes
immunodéprimées.

Les méthodes d’identification phénotypiques conventionnelles des bactéries anaérobies et des
corynébactéries sont souvent fastidieuses, colteuses et consommatrices de temps. Les
méthodes de biologie moléculaire, comme le séquencage du gene codant 'ARNr 16S ou de
genes domestiques (germpmB par exemple), permettent une identification fiable et rapide des
bactéries anaérobies et des corynébactéries, mais elles ne sont pas utilisées en pratique
courante et sont encore réservées a des laboratoires spécialisés.

La société bioMériedk a récemment développé une nouvelle carte d'identification
colorimétrique, la carte Vitéle ANC, destinée & identifier 63 taxons de bactéries anaérobies

et corynébactéries pouvant étre rencontrées dans les laboratoires de biologie médicale. L'objet
de la présente étude a été d'évaluer les performances de cette carte dans le but d'une
utilisation en routine dans un laboratoire de bactériologie médicale.
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1. GENERALITES SUR LES BACTERIES ANAEROBIES ET
LES CORYNEBACTERIES

1.1. Les bactéries anaérobies

1.1.1. Définition

Les bactéries anaérobies sont des bactéries incapables de se développer au contact de
'oxygéne présent a la pression atmosphérique car il est toxique pour elles. Ces bactéries,
qualifiées d’anoxybiontiques, produisent leur énergie (respiration, fermentation) et effectuent
leurs biosynthéses sans avoir recours a I'oxygene moléculaire.

La tolérance vis-a-vis de I'oxygene est cependant variable selon les especes. On distingue les
especes (1) :

* extrémement sensibles a I'oxygéngui ne survivent que quelques secondes apres une
exposition a 'atmosphére ambiante (ex : Treponema spp.)

e anaérobies strictedncapables de se développer a une concentration d’oxygéne
supérieure a 0,5 % et aprés une exposition a I'air de 60 minute$isrbacterium
nucleatum)

e anaérobies modéréesapables de survivre a une exposition de 80 minutes a lair,
mais incapables de s’y multiplier (ex : Bacteroidesgroupe fragiliy

» aérotolérantes(ex : Clostridium tertiumPropionibacterium acngs

1.1.2. Habitat
Les bactéries anaérobies font partie :

- de la floreendogénede 'homme et des animaux, présente au niveau de la peau et
des muqueuses, ou elles se trouvent en situation commensale, voire exercent un
effet bénéfique pour leur héte (ex : effet de barriere en s’opposant a 'implantation
de bactéries pathogenes au niveau intestinal).

- de la floreexogéne il s’agit en particulier des bactéries appartenant au genre
Clostridium, que I'on trouve dans I'environnement sous forme sporulée. Certaines
especes de clostridia peuvent néanmoins étre présentes dans l'intestin des hommes
et des animaux (ex : Clostridium diffigil€lostridium perfringens
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1.1.3. Pouvoir pathogéne

Dans certaines circonstances impliquant une diminution du potentiel d’oxydo-réduction des
tissus (ischémie, diabete, présence de corps étrangers, acte chirurgical, traumatisme, ...) les
bactéries de la flore endogengeuvent coloniser des sites normalement stériles situés a
proximité des muqueuses et engendrer des infections putrides voire des bactériémies avec
possibilité de métastases. Ces bactéries commensales se comportent alors comme des
bactéries pathogenes opportunistes. La fréequence de ces infections est plus importante chez
les patients dont le terrain est fragilisé par une immunodépression ou la présence d’une
néoplasie (2, 3-8)

Les bactéries anaérobies de I'environnemenpeuvent également infecter I’'homme, par
I'intermédiaire d’'une blessure par exempBastridium tetani, Clostridium botulinum)...

Les principaux types d’infections dans lesquelles les bactéries anaérobies sont impliquées
figurent dans le tableau I.

1.1.4. Quand faut-il rechercher les bactéries anaérobies ?

La recherche systématique de ces bactéries dans les hémocultures est encore Gédrattue
raison, pour certains auteurs, de la faible fréquence des bactériémies a bactéries anaérobies (2
a 4 % des hémocultures positivés)-13) Cependant, pour d’autres auteurs, la fréequence de

ces bactériémies est en augmentation. En effet, d’apres I'étude de Lassman(&t calétte
fréquence est passée de 5,4 % en 1993 a 10,4 % en 2004.

Cette fréquence peut étre sous-estimée en raison des contraintes microbiologiques de
I'isolement des bactéries anaérobiés). Par ailleurs, le fait que ces bactériéemies soient
asociées a un taux de mortalité éleveé [1829638 % (12), 34 %(16), 44 %(17)et 55 % en
I'absence de traitement efficade3)] justifie cette recherche.

Les bactéries anaérobies doivent étre recherchées dans les suppurations fermées, mais aussi
dans les suppurations superficielles consécutives a des morsures, des injections ou des
traumatismes.

Cette recherche doit étre systématique dans les situations suivantes :
- présence de gaz dans les tissus,
- odeur fétide de I'échantillon,
- présence de grains au sein du prélevement
- lorsque I'examen microscopique est évocateur de la présence de bactéries
anaérobies (Fusobacteriuspp., Clostridiunspp. par exemple) (19)

La recherche des bactéries anaérobies ne doit pas étre effectuée a partir des prélévements
provenant des sites normalement colonisés par une flore en partie anaérobie [prélevements
oraux ou nasopharyngés, expectorations et autres prélevements respiratoires non protégés,
prélevements vaginaux, urines recueillies par voie naturelle, effluents digestifs et selles sauf
contexte particulier (suspiscion d’infection@ difficile et de toxi-infection alimentaire a

C. perfringeny (19).
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Tableau I. Différentes infections dans lesquelles les bactéries anaérobies sont impliquées

[d'apreg19]

| nfections

Genres bactériens
les plus fréquemment impliqués

Oculaires
Cellulites orbitaires, endophtalmies, kératit
Canaliculites

eCGPA, Clostridiunmspp., Propionibacteriurspp.
Actinomycespp., Propionibacteriurspp.

Dentaires et parodontales
Infections endodontiques et péri-apicales,
parodontopathies

Porphyromonaspp., Prevotella spp.,
Fusobacteriunspp., Campylobactespp.,
Treponema spp., Eubacteriwspp.

De la sphére ORL

Angine ulcéronécrotique de Vincen
syndrome de Lemierre**, phlegmons, angi
récidivantes

Sinusites chroniques, sinusites aigués
d’origine dentaire, sinusites nosocomiales
(intubation nasotrachéale, sonde
nasogastrique)

Otites moyennes chroniques

tF;usobacteriunspp. . nucleatur,
neésnecrophorurtt), Prevotella spp.,
Porphyromonaspp., Actinomycespp.
Prevotella spp., Fusobacteriugpp.,
Porphyromonaspp., CGPA

Prevotella spp., Fusobacteriugpp.,
Porphyromonaspp., CGPA,
Propionibacterium acnes

Abces cérébraux-empyemes

Prevotella spp., Fusobacteriuspp., CGPA,
Bacteroidesspp., Actinomyces spp.,
Clostridium spp., P. acnes

Pleuropulmonaires

Prevotella spp., Fusobacteriugpp.
(F. nucleatunny, CGPA, Actinomycespp.

Ostéo-articulaires

CGPA, Propionibacteriunspp., Clostridiunspp.,
Prevotella spp., Fusobacteriugpp., Bacteroides
du groupe fragilisActinomycespp.

De la peau et des tissus mous
Dermohypodermites avec fasciite nécrosar
polymicrobienne

Dermohypodermites avec fasciite nécrosar
monomicrobienne

Myonécroses

1€lostridiumspp., Bacteroidespp.,
Fusobacteriunspp., CGPA
1€lostridiumspp. C. perfringeny

Clostridiumspp., Bacteroidespp.,
Fusobacteriunspp., CGPA

Intra-abdominales et digestives
Péritonites, appendicites, abces hépatique
infections des voies biliaires, abces sous-
phréniques, abces pararectaux

| Bacteroidedu groupe fragilisClostridiumspp.,
"Eggerthella lenta, CGPA, Prevotella spp.,
Fusobateriunspp., Bilophila wadsworthia

Endométrites-salpingites

Prevotella spp., CGPA, Porphyromonsgsp.,
Fusobacteriunspp.

Sur dispositif intra-utérin

Actinomycespp., Eubacteriumodatum

Bactériémies

Bacteroides du groupieagilis, Clostridiumspp.,

CGPA, Fusobacteriurspp., BGPANS

CGPA : cocci a Gram positif anaérobies

BGPANS : bacilles a Gram positif anaérobies non sporulés
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1.1.5. Pourquoi identifier les bactéries anaérobies ?

Cette question se pose car le réle pathogéne de ces bactéries dans les infections mixtes est
difficile a préciser. De plus, les analyses sont délicates, colteuses et le délai de réponse peut
étre long (20-22)

Cependant, I'identification des bactéries anaérobies parait utile pour les raisons suivantes :

- la présence de facteurs de pathogénicité a été mise en évidence chez certaines
especesHusobacterium necrophorum, Bacteroidls groupefragilis, Prevotella
spp., Porphyromonas spp. et Clostridium toxinogenes...),

- les bactéries anaérobies sont significativement associées a des infections dont la
morbidité et la mortalité sont significatives (23)

- Il'identification des bactéries anaérobies permepréeire voire de déterminer leur
sensibilité aux antibiotiques et d’adapter au mieux I'antibiothérapie car il a été
montré que les taux de morbidité et de mortalité observés chez les patients atteints
de bactériémies a bactéries anaérobies étaient significativement plus élevés lorsque
le traitement était inadapté (11, 18, 23, 24)

- l'optimisation des techniques d’identification desdactéries a permis d’apporter
un bénéfice en terme de colt mais aussi de durée de séjour hospitalier et de
mortalité (25, 26)

1.1.6. Faut-il identifier les bactéries anaérobies au niveau de I'espece
ou une identification au niveau du genre ou du groupe est-elle
suffisante ?

Cela dépend du site de I'infection et de I'espece en cause :

- L’identification au niveau de I'espece est indiquée pour toutes les souches isolées
de sites normalement stériles et de sites d’infections séveres (infections du systéeme
nerveux central, oculaires, pleuropulmonaires, abces hépatiques, infections séveres
des tissus mous telles que les myonécroses, infections ostéoarticulaires...), surtout
si le traitement de ces infections est plutdt médical que chirurgical. Des
identifications limitées au groupe ou au genre peuvent suffire dans d’autres
situations (infections de la téte et du cou autres que celles concernant le systeme
nerveux central, infections intra-abdominales, certaines infections des tissus mous
comme les infections du « pied diabétique »).(27)

- Certaines espéeces nécessitent une identification compléte en raison de leur pouvoir
pathogene et/ou de leur résistance aux antibiotiques: C. perfringens,
Clostridium septicum, C. difficile, Clostridium butyricum, Clostridium
clostridioforme, Clostridium ramosum, Clostridium innocuum, F. necrophorum,
Bacteroides du groupieagilis, Actinomycespp....
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1.1.7. Comment identifier les bactéries anaérobies(?, 27, 29-42)
L ’identification présomptive repose sur :

» I'examen microscopique apres coloration de Grupermet de fournir une réponse
rapide lorsque l'aspect morphologique est évocateur (bacilles a Gram négatif
fusiformes évoquantr. nucleatum bacilles a Gram positif sporulés évoquant
Clostridiumspp....). Toutefois, certaines especes de bactéries a Gram positif peuvent
apparaitre Gram neégatifC. ramosum Clostridium du groupe clostridioforme,

C. innocuum, Peptoniphilus asaccharolyti¢is, 43)

* |’aspect des colonies :

o0 la pigmentation :

»= noire des colonies deorphyromonasspp. et de certaines espéces de
Prevotella spp.

* brun-rouge des coloniesAltinomyces odontolyticus

o l'odeur : odeur de crottin de cheval caractéristique de C. difficile

o I'hémolyse: double zone d’hémolyse observée autour des colonies de

C. perfringens

* larecherche de la mobilité et de la présence de spores
* la production de catalase
» la croissance sur des milieux sélectifs

* la croissance ou son inhibition au contact de disques ou de comprimés imprégnés de
substances inhibitrices : bile (1 mg), vert brillant (100 pg), polyanéthol sulfonate de
sodium (1 mg), ou dantibiotiques: vancomycine (5 pg), colistine (10 pg),
kanamycine (1000 ug).

L’identification définitive peut étre obtenue par I'étude de caracteres biochimiques grace a
des méthodes conventionnelles qui permettent d’explorer le métabolisme des hydrates de
carbone (fermentation, hydrolyse), le métabolisme protéique (présence d’une nitrate
réductase, production d’indole, hydrolyse de l'urée et de la gélatine, action sur le lait), le
métabolisme des lipides (lécithinase, lipase) et le métabolisme du soufre (production
d’hydrogene sulfuré).

Alternativement, des galeries commercialisées permettant I'étude de certains de ces caracteres
ou la détection d’enzymes préformées peuvent étre utilisés mais leur emploi nécessite une
bonne connaissance des caracteres phénotypiques en raison de bases de données parfois
incompletes.

L'identification de certaines especes peut nécessiter le recours a des techniques
chromatographiques (étude des produits terminaux du métabolisme par chromatographie en
phase gazeuse) ou a des techniques de biologie moléculaire reposant sur le séquencage de
genes, principalement ceux codant 'ARN ribosomal 16%. Cependant, ces techniques
restent 'apanage des laboratoires spécialisés.
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1.2. Les corynébactéries

1.2.1. Définition

Les corynébactéries se définissent par une morphologie particuliere : ce sont des bacilles a
Gram positif de forme irréguliere, classiquement en massue, non sporulés, de type respiratoire
aérobie ou anaérobie facultatif (figure 1).

Figure 1. Corynébactéries, coloration de Gram (d’aprés http://www2.ac-lyon.fr/)

1.2.2. Habitat

Ces bactéries font partie de la flore normale de I'homme (peau et muqueuses) et des animaux
et peuvent étre présentes dans I'environnenmént Il existe une spécificité de niche en
fonction des especes : peau, oropharynx, tractus génitourinaire (exe@umgnebacterium
glucuronolyticum, C. urealyticum.

Les especes anaérobies facultativesont fréquemment rencontrées dans des prélevements
humains, et appartiennent aux genres Corynebactebemmabacter, Turicella et Rothia.

Cependant, quelques especes du g&weynebacterium(Corynebacterium afermentans
Corynebacterium urealyticurat Corynebacterium jeikeiuprsontaérobies strictes D’autres

genres apparentés aux corynébactéries et aérobies ®hotdococcusDietzia, Gordonia,
Tsukamurella, Cellulomonas Microbacterium Arthrobacter Brevibacterium sont
essentiellement d'origine environnementale, mais certaines especes peuvent provoquer des
infections opportunistes graves chez ’lhomme (hotamment Rhodococcls equi

Les bactéries apparentées aux corynébactéries, de type respant@rebie préférentiel
appartiennent aux genresActinomyces Actinobaculum Arcanobacterium et
Propionibacterium Ces bactéries peuvent étre isolées chez I'homme et les animaux.
Certaines especes Attinomyces (Actinomyces israelii Actinomyces meyé@riont une
croissance strictement anaérobie.

23



1.2.3. Pouvoir pathogéne

La pathologie impliquant ces bactéries est encore dominée par la diphtérie causée par
Corynebacterium diphtheriagqui a pratiguement disparu en France mais a resurgi dans les
pays d’Europe de I'Est, en Algérie et au Viet-nam (45)

D’autres corynébactéries, dont certaines présentent une multirésistance aux antibiotiques, se
comportent comme des bactéries pathogenes opportunistes.

Les principales espéces dont la pathogénicité est reconnue figurent dans le tableau II.

1.2.4. Quand identifier les corynébactéries 26, 47)

En raison de leur appartenance aux flores normales de I'homme et en particulier a la flore
cutanée, ces bactéries sont fréquemment considérées comme des contaminants des
prélevements.

Leur implication dans les infections peut étre suspectée si :

- I'examen microscopique met en évidence la présence de corynébactéries associée a
une réaction leucocytaire (polynucléaires) importante

- la méme espéce est isolée a partir de plusieurs prélevements

- ces bactéries sont isolées a partir de sites normalement stériles et dans le cas
d’hémocultures si au moins deux flacons sont positifs

- elles sont isolées dans des prélevements d’urines, associées a une leucocyturie
significative, & une concentration supérieure a*mD en situation
monomicrobienne ou & une concentration supérieure AmLOsi elles

appartiennent a la flore prédominante.
Certaines espece€ (jeikeium C. urealyticumC. amycolatum.) apparaissent trés résistantes
aux antibiotiques. Ceci justifie de les identifier au niveau de l'espéce, surtout dans les
prélevements provenant d'infections séveres.

Un isolement deC. diphtheriage C. ulceransou d’Arcanobacteriumhaemolyticundoit étre
pris en considération quel que soit le nombre de colonies ou le site de I'isolement (46)
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Tableau II. Principales espéces de corynébactéries dont le pouvoir pathogene est
reconnu chez 'lhomme(46)

Especes Pouvoir pathogene

Diphtérie (souches toxinogénes), endocardite, bactériémie,

Corynebacterium diphtheriae pharyngite, plaie

Corynebacterium amycolatum Infection sur matériel étranger, abces, bactériémie

Corynebacterium aurimucosum

. . o i . )
(Corynebacterium nigricans) Arthrite septique ?, infection materno-foetale

Bactériéemie, méningite (neurochirurgie), endocardg
infection sur matériel étranger

Corynebacterium jeikeium e,

Corynebacterium kroppenstedtii Infection du sein (abcés, mastite granulomateuse)
Corynebacterium macginleyi Infections oculaires
Corynebacterium minutissimum Erythrasma ?, infections urinaires

Corynebacterium pseudodiphteriticunTrachéite, abcés pulmonaire, endocardite

Corynebacterium pseudotuberculosi$ Lymphadénite

Corynebacterium riegelii Infection urinaire

Corynebacterium glucuronolyticum

(Corynebacterium seminale) Urétrite, prostatite

Corynebacterium striatum Pleuropneumonie, abces pulmonaire, endocardite.
Corynebacterium urealyticum Infection urinaire, endocardite

Corynebacterium ulcerans Pharyngite diphtériforme, abcés

Actinobaculum spp. Infection urinaire

Actinomycose A. meyeri A. israelii, A. viscosug abces

Actinomyces spp. cutané A. neuii A. radingagA. turicensisA. europaeus

Arcanobacterium haemolyticum Pharyngite avec rash cutané, abceés, endocardite
Arcanobacterium pyogenes Ulcére cutané, abces

Brevibacterium macbrellneri Dermatose dite « white piedra »
Propionibacterium acnes Endocardite, infections ostéoarticulaires
Rhodococcus equi Abces pulmonaire, abces cérébral

Turicella otitidis Otite moyenne aigue
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1.2.5. Comment identifier les corynébactéries (215, 46, 48)
Comme pour les bactéries anaérobies, I'identification présomptiuegroupe repose sur :

» I'examen microscopique aprés coloration de Gram: les bactéries du genre
Corynebacteriumse présentent « en palissades », certaines bactéries corynéformes
aérobies strictes sous forme coccoide (geArtisrobacter, Brevibacterium, Dietzia,
Rhodococcys Les corynébactéries de type respiratoire anaérobie préférentiel se
présentent souvent avec des branchements rudimentaires.

* |'aspect des colonies :

o la pigmentation: de nombreuses especes appartenant aux genres
Microbacterium, Oerskoviat Cellulomonasgrésentent des colonies jaunes, ce
qui est rarement observé pour les bactéries du geargnebacterium les
seules exceptions étan€Corynebacterium falseniiet Corynebacterium
lipophiloflavum pour les souches d’origine humaine ainsi que le complexe
Corynebacterium renalpour les souches d’intérét vétérinaire.

o l'odeur

o I'hémolyse (Camp test)C. pseudotuberculosist C. ulceranspeuvent étre
différenciés deC. diphtheriaepar un Camp test reverse positif (inhibition de
I'activité hémolytigue deStaphylococcus aureusCette caractéristique est
aussi présente chez Arcanobacterii@memolyticum

 la recherche de la mobilité, seulement positive chez quelgues espéeces de
I'environnement

* la production de catalase, souvent négative pour les especes de type respiratoire
anaérobie préférentiel

» la détermination du type respiratoire

» la détection de la lipophilieC. urealyticumet C. jeikeium par exemple, nécessitent
des lipides pour leur croissance.

» larecherche de la sensibilité au compose vibriostatique

En ce qui concerne les bactéries aérobies strictes appartenant aux @erdesia,
Rhodococcus, Tsukamurella®ietzia, le type respiratoire, I'aspect des colonies et 'examen
microscopique sont généralement suffisants pour I'identification de ce groupe. Une coloration
de Ziehl rapide est positive pour les genfasrdonia et Tsukamurella alors qu’elle est
variable pour Rhodococcgg. et négative pour le genre Dietzia.

Pour les autres bactérielidentification définitive de I'espéce peut étre obtenue par I'étude

de caractéres biochimiques basée sur [I'exploration du métabolisme des glucides
(fermentations), des protéines (présence d’'une nitrate réductase, hydrolyse de l'urée et de la
gélatine...) grace a des méthodes conventionnelles ou des galeries commercialisées. L'emploi
de ces galeries nécessite toutefois de garder un oeil critique sur les résultats d’'identification en
raison de bases de données parfois incomplétes.

L'identification de certaines espéces peut nécessiter le recours a I'étude de composants de la
paroi bactérienne ou a des techniques de biologie moléculaire reposant principalement sur le
séquencgage du gene codant 'ARN ribosomal 16S ou du mgpaie Ces techniques sont
cependant réservées aux laboratoires spécialisés.
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2. PRINCIPES DE L’IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE DES
BACTERIES ANAEROBIES ET DES CORYNEBACTERIES
PAR LES SYSTEMES COMMERCIALISES (49-52)

Les méthodes conventionnelles d’identification reposant sur la détermination de caractéres
phénotypiques sont lourdes et fastidieuses et peuvent étre colteuses. Elles nécessitent
I'utilisation de milieux pas toujours commercialisés (milieux préréduits pour les bactéries
anaérobies par exemple). Elles ne sont donc pas applicables dans la plupart des laboratoires
d’analyses médicales.

Pour faciliter I'identification bactérienne, plusieurs systémes d’identification miniaturisés ont

été commercialisés a la fin des années 1960. lls contiennent différents substrats permettant
d’établir un profil métabolique qui est comparé ensuite aux profils établis dans une base de
données. lls présentent de nombreux avantages : ils sont faciles a utiliser, nécessitent un
espace de stockage restreint, leur durée de conservation est relativement longue et ils font

I'objet de contréles de qualité standardisés.

Vers la fin des années 1980, les premiers automates ont encore simplifié l'utilisation de ces
systemes en permettant 'automatisation de certaines étapes de l'identification. Cependant, les
méthodes manuelles offrent la possibilité de lecture et d'interprétation des tests par
I'utilisateur, permettant un contréle, contrairement a certains systemes pour lesquels la lecture
est obligatoirement automatisée. De plus, I'interprétation des tests n’est pas possible lorsque
la nature des substrats utilisés est inconnue ou lorsque les substrats sont connus mais
inhabituels par rapport a ceux utilisés dans les méthodes conventionnelles. Enfin, il ne faut
pas méconnaitre les défauts des catalogues de profils (53)

Enfin, les années 1990 ont vu émerger les techniques de biologie moléculaire, reposant sur
I'étude de caratéres génotypiques observés apreés hybridation au moyen de sondes, systemes
d’amplification génique, séquencage de genes.

Il existe globalement deux types de systemes commercialisés : ceux nécessitant une
croissance bactérienne et les systémes rapides permettant la détection d’enzymes préformées
(tableau III).

Les systemes nécessitant une croissance bactériersmt pour la plupart des versions
miniatures des tests conventionnels. lls nécessitent la croissance des bactéries et donc une
incubation de 24-48 heures en général. Les caractéres sont majoritairement ceux utilisés dans
les schémas d'identification conventionnelle : fermentation d’hydrates de carbone et
utilisation des protéines principalement. Le principe des réactions est basé sur une
modification de pH des milieux contenus dans les cupules ou puits. La composition de ces
milieux est comparable a celle des milieux utilisés pour l'identification conventionnelle. Des
modifications mineures concernant en particulier la nature de lindicateur de pH ou du
tampon sont fréquentes. Ces modifications ont pour but d’assurer la stabilité des substrats
pendant le processus de dessiccation, d’'optimiser la vitesse de réaction et de permettre une
lecture plus facile des réactions colorées.
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Tableau Ill. Systéemes d’identification commercialisés disponibles en 2009 pour lidentification des bactéries anaérobies et des
corynébactéries (50)

Croissance Sydemes d’identification
P . - Temps , . i
Réactions explorées | bactérienne| .. . Indicateur de résultat positif
. . ~|d’incubation L L . L
nécessaire Bactéries anaérobies Corynébactéries
Changement de couleur (de
Fermentation I'indicateur de pH : utilisation AP| Corvné
d’hydrates de carbone Oui 24-48 h |des hydrates de carbone = |pH AP| 20 A® y
h . % > TYHETGHES | N BD Crystaf GP
métabolisme protéique acide ; utilisation des protéines
= pH alcalin
®
Changement de couleur pu Rap.ID ANA I RapID CB Plu§
. Rapid ID 32 A
Principalement fluororescence lorsque |le BD Crystaf’ RGP
\ Non 4-6 h g BD Crystaf’ ANR ID )
enzymatiques complexe est hydrolysé par,. : Phoenix PIDY
; 2 MicroScarRapid Anaerob@ L ®
I'enzyme appropriée Vitek™ 2 ANC

Vitek® 2 ANC

Changement de  couleur
résultant du transfert
d’électrons des sources |de
carbone marquées par |du
tétrazolium: incolore =»
formazan violet

Oxydation de produits
organiques, sensibilitéla Oui 4-24 h
différents inhibiteurs

Biolog® AN Microplate | Biolod® GP2 Microplate

8¢



Le systéme Biolod s'appuie sur un principe original : I'oxydation de sources de carbone
couplées a du tétrazolium. Une réaction positive entraine une réduction de cet indicateur qui
se traduit par la formation de formazan violet. Ce systeme utilise aussi des tests de sensibilité
a différents inhibiteurs.

Au contraire les systémes explorant le profil enzymatiquequalifiés de « rapides », ne sont

pas dépendants de la croissance bactérienne, comportent de nombreux tests non utilisés dans
les méthodes conventionnelles et nécessitent en général quatre heures d’incubation. Ils
utilisent comme substrats des hydrates de carbone ou des acides aminés voire des dipeptides
liés a un chromogéne ou a un fluorogéne. Si le microorganisme a identifier produit I'enzyme
appropriée, le complexe substrat-chromogene ou substrat-fluorogene est clivé et une réaction
positive est détectée.

Concernant les systemes utilisant des chromogenes, les mono ou disaccharides sont
généralement liés de fagcon covalente a de I'ortho- ou du para-nitrophénol, et le complexe est
alors incolore. Aprés clivage, le nitrophénol libre est jaune. Les acides aminés ou les
dipeptides sont généralement couplés B@phtylamine qui est incolore sous forme liée et
libre. Pour révéler une réaction, il est donc nécessaire d’ajouter un réactif, qui par liaison avec
la B-naphtylamine, entraine la production d’une coloration.

Concernant les systemes utilisant des fluorogeaesnéthylumbelliférone (4 MU) est
généralement couplée aux hydrates de carbone pour la détection des glycosidases, et la
7-amino-méthyl coumarine (7-AMC) couplée aux acides aminés ou dipeptides pour la
détection des peptidases.

Par ailleurs, ces systémes explorent d’autres caractéres tels que la production d’uréase,
d’'indole, de nitrate réductase, de phosphatases (acide et/ou alcaline), de catalase et la
fermentation d’hydrates de carbone.

Les résultats obtenus pour une méme souche et concernant le méme substrat peuvent étre
différents d’'un systéme a l'autre (54)

2.1. Les étapes de l'identification biochimique bactérienne par
les systemes commercialis€gl9-51)

2.1.1. La préeparation de I'inoculum bactérien

Quelle que soit la méthode d’identification utilisée, il est nécessaire de disposer d’'une souche
en culture pure. La pureté de la souche peut étre vérifiée par isolement de l'inoculum
bactérien sur un milieu gélosé. Par ailleurs, il ne faut pas négliger I'observation de l'aspect
microscopique apres coloration de Gram et celle de l'aspect des colonies (hémolyse,
pigmentation éventuelle...). Ces criteres sont utiles pour l'interprétation des résultats méme
s'ils ne sont pas pris en compte par le systéme d’identification.

Les recommandations du fabricant précisent 'dge des cultures bactériennes a tester, qu’il est
important de respecter.

Le type de gélose d'isolement est important pour I'expression des caractéres biochimiques,

car certains composants peuvent interférer avec les réactions (par exemple, les milieux
contenant des mono ou disaccharides risquent d’inhiber I'activité glucidolytique des bactéries
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avec la galerie Rapid ANA ). Les milieux d’isolement préconisés par le fabricant sont
précisés dans les notices. L'utilisation d’autres milieux peut conduire a des résultats erronés.

L’inoculum bactérien est réalisé par mise en suspension de colonies obtenues sur les milieux
gélosés préconisés. Il est étalonné au moyen d'une gamme de MacFarland ou d'un
néphélométre. Du point de vue de l'utilisateur, le plus faible inoculum requis est le meilleur.
Cependant, I'inoculum préconisé par le fabricant est parfois difficile a obtenir avec les
espéces & croissance lente (par exemple, la galerie API Eongmessite un inoculum

bactérien de densité supérieure au point six de I'échelle de MacFarland).

2.1.2. La distribution de I'inoculum

Elle peut étre manuelle ou automatisée.

2.1.3. L'incubation

Les galeries d'identification nécessitant une croissance bactérienne requiérent une incubation
de 24 a 48 heures, en anaérobiose pour les bactéries anaérobies. Les systemes commercialisés
comportant des substrats d'enzymes préformées produites par les microorganismes
nécessitent généralement une durée d’'incubation de quatre heures.

La température d’'incubation préconisée est généralement de 35 a 37°C.

2.1.4. La lecture et l'interprétation des résultats

Pour la plupart des systémes, il est nécessaire d’ajouter des réactifs pour révéler les réactions
avant la lecture. Celle-ci est visuelle et/ou automatique selon les systemes.

Le profil métabolique obtenu est ensuite comparé a ceux d’'une base de données figurant dans
un catalogue ou dans un logiciel d’'identification.

Lorsque lidentification d'une bactérie n’apparait pas satisfaisante, certains fabricants
proposent des tests complémentaires dont la réalisation peut étre simple et rapide a mettre en
oeuvre ou nécessiter une durée d’exécution plus longue et I'emploi de milieux qui ne sont pas
toujours disponibles.

2.2.La base de données

Pour tous les systemes, I'aptitude a générer des résultats d’identification corrects repose sur la
qualité de la base de données. Celle-ci varie en fonction des systémes d’identification : le
nombre d’espéeces incluses peut varier de quelques unes pour certains a plus de 1 900 pour
d’autres (Biolo§), particuliérement si le systéme est utilisé aussi pour I'identification de
souches d’origine environnementale ou dans le cadre de la recherche. Par ailleurs, certains
profils d’espéces peuvent étre établis en testant une centaine de souches, alors que d’autres,
correspondant aux especes plus rares, peuvent n'étre établis qu'avec quelques souches, dont
souvent des souches de référence. Ce manque de souches cliniques testées pour les espéeces
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rares est 'une des raisons pour lesquelles les systemes ont généralement des performances
moindres pour leur identification, surtout avec les premieres versions des bases de données.

Pour la plupart des systemes commercialisés, la mise a jour de la base de données est un
processus continu et les extensions de logiciel incorporant des changements taxonomiques
majeurs sont fournies par le fabricant au maximum tous les quatre ans (50)

2.3.Evaluation d’'un systeme d’identification bactérienne

Evaluer et comparer les performances des systéemes d’identification a partir d’'une revue de la
littérature est un exercice difficile, car les différentes études concernant un méme systéeme ne
sont pas conduites de la méme facon et les résultats peuvent étre facilement biaisés selon la
maniére dont I'étude a été conduite4). L'utilisateur potentiel doit conserver un esprit
critique vis-a-vis des données de la littérature, en portant une attention partituliere,

56):

* A l'origine des soucheslLa majorité des souches testées par le fabricant pour construire
la base de données sont d’origine clinique. Si les souches utilisées pour tester le systeme
dans une étude sont également d'origine clinique, on devrait donc s’attendre a de
meilleurs résultats que si des souches d'un autre environnement étaient utilisées. De
méme, les souches types ne devraient pas étre utilisées pour évaluer les performances d'un
systeme, car elles ne se comportent pas forcément de la méme maniere que les souches
isolées de prélevements cliniques.

* Au nombre de souches testées par espedee facteur a un tres grand impact sur la
démonstration des performances. Il existe deux voies d’évaluation :

o0 tester les souches consécutives isolées au laboratoire : il en résulte beaucoup
d’'informations sur la capacité du systeme a identifier les especes fréequemment
isolées et peu de données concernant les especes plus rares. Les résultats sont
représentatifs des performances du systeme au jour le jour. Puisque l'accent est
mis sur les espéces communes (comme le fait le fabricant), le pourcentage
d’identifications correctes devrait étre plutot éleve.

o tester un nombre de souches comparable que I'espéce soit fréquemment isolée ou
rarement isolée. Cela donne une image plus juste des performances, incluant les
évaluations concernant les bactéries plus rarement isolées. Puisque la plupart des
systemes ont de bonnes performances pour les espéces fréequemment isolées, cela
aide a percevoir les différences entre ces systémes. Les résultats sont généralement
moins bons que dans le cas précédent.

A la méthode d’identification de référence (« gold standard »). L’évaluation d’un
systeme ne peut se faire que si les souches testées ont été identifiees de maniere
rigoureuse.

* A la version de la base de donnéeka premiere version d’'un systeme d’identification

est généralement moins performante que les versions suivantes, rendant la comparaison
des résultats obtenus avec un méme systeme difficile.
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Aux tests complémentaires. Lors de I'évaluation d’'un systéme, les auteurs devraient
préciser si le pourcentage d’identifications correctes a été obtenu avec ou sans l'utilisation
des tests complémentaires recommandés. Le but de l'utilisateur est de pratiquer aussi peu
de tests complémentaires que possible. Idéalement, les espéces frequemment isolées ne
devraient pas nécessiter de tests complémentaires. Si deux systemes donnent des résultats
équivalents en utilisant tous les tests complémentaires recommandés, mais qu’un systeme
montre un pourcentage d’identifications correctes supérieur sans tests complémentaires,
ce dernier est clairement préférable. Le recours a des tests complémentaires entraine un
allongement de la durée de l'identification, ce qui diminue I'intérét des méthodes rapides.

A la définition d’'une identification correcte. C’est I'un desfacteurs les plus critiques.

La plupart des auteurs semblent adopter des définitions différentes qui rendent la
comparaison entre articles tres difficile. Elle peut correspondre a une identification au
niveau du genre ou de I'espéce. Lors de la comparaison de plusieurs systemes, certains
auteurs n’identifient pas les souches a tester par une méthode de référence mais
définissent un résultat correct comme celui obtenu avec deux systémes ou plus. Il faut
aussi définir un niveau d’identification acceptable : une identification correcte correspond-
elle a un pourcentage d’homologie supérieur a 99 %, 95 %, 90 % avec I'ensemble des
caracteres définissant une espece de la base de données ? Certains auteurs acceptent
simplement le premier résultat indiqué correct sans tenir compte du pourcentage, d’'autres
considerent un résultat comme correct si le nom de I'espéce figure parmi les choix
proposés, méme si elle ne correspond pas au premier (EHQIXENfin, certains auteurs
prennent en considération les résultats obtenus aprés plusieurs tests répétés sur la méme
souche.

2.4.Les systemes d’identification biochimique des bactéries
anaeérobies (tableau V)

2.4.1. Systémes nécessitant une croissance bactérienne

Ces systemes présentent I'inconvénient de nécessiter une incubation en anaérobiose pendant
24 a 48 heure@ableau V et VI).

2.4.1.1. API 20 R (bioMérieux) (57-67)

Introduite sur le marché en 1974, cette galerie fut le premier systeme commercialisé pour

identifier les bactéries anaérobies. La composition des substrats et des réactifs est restée
inchangée(49). Cette galerie comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés

(figure 2) : 16 microtubes testent la fermentation d’hydrates de carbone, les quatre autres

testant I'hydrolyse de I'esculine, la production d’indole, I'hydrolyse de l'urée et I'hydrolyse

de la gélatine. L’indicateur de pH est le bromocrésol pourpre.
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Figure 2. API 20 A® (d’aprés http://www.geniebio.ac-aix-marseille.fr)

L’inoculation est manuelle et I'incubation doir étre faite en anaérobiose.

Avant la lecture visuelle des réactions, il est nécessaire d'ajouter des réactifs pour révéler la
production d’indole et la production de catalase.

La galerie API 20 & prend en compte I'aspect a la coloration de Gram et la morphologie des
bactéries pour l'interprétation des résultats.

L'interprétation est ensuite réalisée en convertissant le profil réactionnel en profil numérique ;
I'identification est obtenue grace a un catalogue analytique ou au logiciel d’identification
apiwely® disponible via internet. Les résultats peuvent également étre interprétés a l'aide des
semi-automates ATB Expressidmou mini AP (qui ne sont plus commercialisés en 2009),

ces systémes nécessitant I'entrée manuelle du profil numérique a I'aide d’un clavier.

Le systeme est simple a utiliser et reproductiile) mais le changement de couleur de
I"indicateur coloré n’est pas toujours évident, pouvant rendre linterprétation des tests
difficile, notamment la fermentation des hydrates de carbone. Parfois, il est nécessaire
d’ajouter du bromocrésol pourpre dans les microtubes. Plusieurs auteurs ont observé des
teintes douteuses de brun, gris-brun ou brun-violet dans ces puits méme apres addition de
bromocrésol pourpre (59, 61-63)

Sdon certains auteurs, les tests indole et gélatine ne sont pas assez sénsjbles

L’ interprétation de I'hydrolyse de I'esculine nécessite une lampe a UV : une coloration noire
peut étre due a I'hydrolyse de I'esculine (la coloration noire persiste sous UV et il n’y a pas de
fluorescence) ou a la production d$i(fluorescence sous UV) (6(figure 3).

JANGER RAYONNEMENT UV s

Figure 3. APl 20 A” : test de I'hydrolyse de I'esculine négatif (fluorescence sous UV)
(d’aprés http://www.geniebio.ac-aix-marseille.fr)
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La base de données actuelle de la galerie API2@e\permet pas de différencier certaines
especes appartenant au méme genre bactérien :
- Actinomyces meyeet Actinomyces odontolyticus
- Bacteroides ovatua Bacteroides thetaiotaomicron,
- Bacteroides stercoris @acteroides eggerthii,
- Fusobacterium necrophorum et Fusobacterium nucledtaroloration de Gram
permet cependant de les différencier),
- Prevotella intermedia et Prevotella disiens
- Prevotella melaninogenica et Prevotella oralis
- Clostridium beijerinckii eClostridium butyricum
- Clostridium botulinum €Clostridium sporogenes
- Lactobacillus acidophilus dtactobacillus jensenii
Propionibacterium propionicum @ropionibacterium avidum
De méme, le systeme n’identifie pas les cocci Gram positif anaérobies au niveau de I'espéce,
sauf Peptoniphilus asaccharolyticus.

Ce systeme est approprié pour les espéces glucolodgia croissance rapide, comme les
Bacteroidesdu groupefragilis et lesClostridiumglucidolytiques, mais le recours a des tests
complémentaires est souvent nécessaire. La plupart des espéces non glucidolytiques et
les espéces de culture difficil®revotellaspp. par exemple) ne peuvent pas étre identifiées
avec ce systeme.

2.4.1.2. BiologAN Microplate ® (Biolog)

Le systéme MicroStation fbde Biolog permet I'identification de plus de 1900 espéces de
microorganismes incluant des bactéries aérobies et anaérobies, et des levures. La microplaque
AN Microplate® est destinée & lidentification des bactéries anaérobies. Ce systéme se
présente sous la forme d’'une microplaque de 96 puits (figure 4) dans laquelle 95 puits
contiennent les substrats (sources de carbone et inhibiteurs).

Figure 4. Plaque d'identification du systéme Biolo§ (d’aprés http://www.biolog.com)

Seule la gélose Biolog Universal AnaerSheeut étre utilisée pour la croissance bactérienne.

La préparation de I'inoculum et l'inoculation sont manuelles, I'inoculation pouvant étre
facilitée par I'utilisation d’une pipette électronique a huit canaux. L'incubation doit étre faite

en anaéerobiose pendant 20 a 24 heures.

Ce systeme présente I'avantage de ne pas nécessiter I'addition de réactifs avant la lecture, qui
peut étre visuelle ou automatisée. Cependant, I'identification de certaines especes, dont
certaines sont fréquemment isoléAstinomycespp.,Bacteroidesspp.,Fusobacteriunspp.,
Propionibacteriumspp...), nécessite une lecture automatisée.
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« Avec le systéméicroLog®, la lecture est visuelle et les réactions sont enregistrées
manuellement dans un logiciel. Ce systeme inclut un turbidimetre pour la préparation
des inocula et un logiciel d’identification.

« Avec le systtméicroStation ID ® (figure 5), la lecture est automatisée. Ce systéme
inclut un turbidimétre, une pipette électronique a huit canaux, un lecteur de
microplaques et le logiciel.

Les résultats sont ensuite comparés a la base de données informatique des bactéries
anaérobies (Biolog AN Datab&9equi est vendue séparément et est onéreuse.

Figure 5. Systéme MicroStation 1§ (d’aprés http://www.focusbiotech.com.)

C'est le systeme qui posséde la base de données la plus étendue (applications industrielles et

bY

environnementales) mais a notre connaissance, aucune évaluation de lidentification des
bactéries anaérobies par ce systeme n’est disponible.

2.4.2. Systémes explorant le profil enzymatique (dits « rapides »)
Ces systemes, contrairement aux systemes précédents, présentent I'avantage d’'une incubation
en aéerobiose pendant une durée de seulement quatre a six heures (tableau V et VI).
2.4.2.1. Rapid ID 32 R (bioMérieux) (65, 68-82)
Ce systeme se présente sous la forme d'une galerie comportant 32 cupules dont 29

contiennent des substrats déshydratés (figure 6). Il permet la réalisation de 27 tests
enzymatiques et de deux tests de fermentation des glucides (mannose et raffinose).
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Figure 6. Rapid ID 32A% (http://www.microbe-edu.org)

L’inoculation est manuelle. La lecture peut se faire selon deux modes :
» visuel, permettant d’obtenir un profil numérique. L’identification est obtenue avec le
logiciel apivel® aprés saisie manuelle de ce profil.
« automatisé si le laboratoire dispose des semi-automates ATB-Exprésgignre 7)
ou mini API® (figure 8) qui sont ne plus commercialisés en 2009. Aprés lecture et
transmission des données a l'ordinateur, le logiciel d’'identification interpréete les
résultats.

Figure 8. Semi-automate mini AP (d’aprés 83)
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Un des inconvénients de la galerie Rapid ID 32eAt la nécessité d'utiliser un seul type de
gélose d’isolement, la gélose Columbia au sang supplémentée en vitamine K (77)

Les réactions des tests explorant les glycosidases sont simples a lire sauf celles détectant la
B-galactosidase-6-phosphate ai-d¢jalactosidase, qui donnent parfois une coloratiamga

pale (70). En revanche, la lecture des réactions détectantafgmmidases peut étre
difficile (orange pale : réaction négative, orange : réaction posifiv@) 73, 75, 77)La
production d’indole se manifeste par une couleur rose tres marquée, contrairement a ce qui est
observé avec le systéme API 28 &3).

Une durée d’incubation de quatre heures peut s’avérer insuffisante pour les réactions
concernant la fermentation des glucides (données personnelles).

Le systtme Rapid ID 32 Ane prend pas en compte la morphologie bactérienne, I'aspect
apres coloration de Gram, la présence de spores, le test de la catalase ou le type respiratoire,
ce qui peut étre préjudiciable pour l'interprétation (données personnelles)

2.4.2.2. RpID ANA Il ® (Remel) (65, 68, 74, 81, 84-88)
La galerie est composée de dix cupules dont huit sont bifonctionnelles (figure 9), permettant

la détection de 18 caracteres enzymatiques : huit glycosidases, sept aminopeptidases,
phosphatase alcaline, uréase, tryptophane désaminase (indole).
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Figure 9. RapID ANA 11 ® (d"aprés http://www.oxoid.com)
Cette galerie est la seule qui permette la préparation de l'inoculum a partir de milieux
d’isolement sélectifs. L’inoculation manuelle est facile car il suffit de verser la suspension
bactérienne dans les deux premieres cupules de la galerie puis d’incliner celle-ci.
La lecture présente I'avantage de pouvoir étre différée au lendemain aprés conservation de la
galerie entre 2 et 8 °C. |l faut effectuer une premiére lecture avant addition des réactifs, puis
une deuxiéme lecture apres addition de réactifs dans les huit derniéres cupules
bifonctionnelles. Un profil numérique est ensuite établi, puis comparé a ceux de la base de
données figurant dans un manu€bgle Compendiupou dans un logiciel (ERf®), aprés
prise en compte de la morphologie et de I'aspect apres coloration de Gram.
Le recueil ou le logiciel fournissent une ou plusieurs identifications possibles avec les
probabilités d’identification correcte correspondantes, les tests a l'encontre et les tests
additionnels utiles pour parvenir a identification correcte.
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2.4.2.3. BD CrystaP ANR ID (Becton Dickinson) (74, 78, 81, 89-91)

Cesystemese présente sous la forme d’'un couvercle contenant 29 substrats déshydratés et un
controle fluorescent négatif, et d’'une base contenant 30 puits réactionnels. 26 tests sont
enzymatiques, 17 substrats étant liés a un fluorogéne et neuf a un chromogéne. Les trois tests
restant sont des tests de fermentation d’hydrates de carbone.

Ce systeme permet la suppression de l'opération de pipetage dans chaque puits car
I'ensemencement se fait en une seule opération : la suspension bactérienne est versée dans la
base contenant les puits réactionnels, et lorsque le couvercle est aligné avec la base,
I'inoculum réhydrate les substrats.

Le systeme doit étre incubé en atmosphére humide (40-60 %).

La lecture ne nécessite pas l'addition préalable de réactifs et peut étre visuelle ou
automatique. La lecture visuelle des réactions fluorescentes et d’hydrolyse de I'esculine
(positivité du test marquée par une diminution de la fluorescence) nécessite de disposer d’'une
source de lumiére UV. Une visionneuse commercialisée par le fabricant dispose d’'une source
de lumiere blanche pour la lecture des réactions chromogenes et d’'une source de lumiére UV
permettant la lecture des réactions fluorogénes (figure 10). La lecture automatique s'effectue
grace au lecteur BD Crysfalvendu séparément (figure 11).

Figure 10. Visionneuse BD Cryst&l Figure 11. LecteurBD Crystal®
(d’apres http://www.bd.com)

Quel que soit le mode de lecture, les résultats des tests coloration de Gram, catalase et indole,
doivent étre renseignés pour l'interprétation. Aprés lecture visuelle, les résultats doivent étre
saisis dans un micro-ordinateur du laboratoire (PC) dans lequel la disquette contenant les
bases de données des systémes BD CrystahlBté installée (disquette non fournie). Aprés
lecture automatique, les microorganismes sont identifiés aprés transmission automatique des
résultats au logiciel.

Le systéme BD Crystal Anaérobies®posséde trois bases de données établies selon le
milieu de culture utilisé : gélose Schaedler, gélose CDC au sang pour culture des bactéries
anaérobies et géloses au sang (Brucella, Columbia). Ces bases de données sont tres complétes.
Le logiciel affiche l'identification au niveau du genre ou de I'espéce, propose plusieurs
especes en cas de faible discrimination. Sont également mentionnées des commentaires
précisant les réactions atypiques et les tests complémentaires permettant de différencier les
bactéries en cas de faible discrimination.
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2.4.2.4. MicroScarRapid Anaerobe® (Siemens) (92)

Ce systeme est constitué d’'une plaque de 96 puits contenant 24 substrats déshydratés et deux
contrbles (un substrat nitrophényl et un subsfataphtylamide) destinés a favoriser
I'interprétation des réactions colorées. 23 tests sont enzymatiques (20 substrats sont couplés a
un chromogene) et un test correspond a la fermentation d’hydrate de carbone. Le test de la
catalase est pris en compte pour I'identification et s’effectue dans I'un des puits.

L'inoculum peut étre préparé a l'aide d'une pointe calibrée permettant de standardiser la
densité de I'inoculum sans utiliser de turbidimeétre [systéme Pfoffigare 12)].

L’inoculation est manuelle, mais peut étre facilitgar I'utilisation d’'un dispositif de
pipettage qui inocule les plaques en une étape (42 secondes) [systéme RENDE 13)].
(données Siemens).

Figure 13. MicroScarf® : systéme d'inoculation RENOK®
(d’apres http://www.usamma.army.mil)

Le systeme peut étre utilisé :

* manuellement : I'incubation de la plaque a lieu dans une étuve, la lecture nécessite
I'addition préalable de réactifs et est visuelle. Le profil numérique établi est comparé a
ceux de la base de données figurant dans un manuel.

Des difficultés de lecture concernant la réaction lysine-arylamidase et la phosphatase
ont été rapportées?).
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« avec le semi-automatdutoSCAN-4® (figure 14)permettant la lecture automatisée
des plaques MicroSc&rd'identification et d’antibiogramme, aprés incubation dans
une étuve. L'interprétation est automatisée par I'intermédiaire du logiciel L&bpro
(fourni).

SIEMENS

Figure 14. Semi-automate AutoScan“(d’aprés http://www.diagnostics.siemens.com)

« avec 'automate MicroScan WalkAwa§ plus(figure 15)(capacité 40 ou 96 plaques)
qui permet l'incubation, I'addition de réactifs et la lecture automatisées des plaques
pour les identifications et les antibiogrammes. L'interprétation est automatisée par
lintermédiaire du logiciel Labpf®d(fourni).

f_—_'lg_ "-f "

Figure 15. Automate Microscarf WalkAway (d’aprés 83)

Ces instruments permettent une connexion bidirectionnelle avec l'informatique de laboratoire,
I'édition des résultats, le stockage et l'archivage de données et possedent un logiciel
d’épidémiologie.

En ce qui concerne l'expression des résultats, toutes les identifications possibles sont
indiquées dans l'ordre des probabilités décroissantes avec une probabilité d’identification
cumulée de 99,9 %. Si plusieurs especes sont identifiees par un méme profil numérique, des
tests complémentaires sont souvent nécessaires pour parvenir a l'identification définitive,
mais ces tests ne sont pas proposeés par le systeme.
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2.4.2.5. APl ZYM® (bioMérieux) (93-103)

Cette galerie de 20 microcuves (figure 16) permet d’étudier 19 activités enzymatiques de
maniére semi-quantitative.

e

Figure 16. Galerie API ZYM® (d’aprés http://www.didier-pol.net)

Toutes les étapes de l'identification sont manuelles. Un inoculum de densité optique de cing a
six de I'échelle de McFarland est requis, ce qui peut étre difficile a obtenir pour les bactéries
de croissance difficile.

La galerie doit étre incubée pendant quatre heures a 37°C.

La lecture nécessite I'addition préalable de réactifs. L'utilisateur attribue une note a chaque
réaction selon l'intensité de la couleur observée dans les microcuves, a I'aide d’une échelle de
lecture (figure 17). Les colorations restent stables plusieurs heures mais moins de 24 heures.
La lecture présente donc l'avantage de pouvoir étre différée. Les réactions sont faciles a
interpréter et le systeme est reproductible (67,.100)

Ce systéeme n’est pas spécifique a l'identification des bactéries anaérobies mais il peut étre
utile pour l'identification des Porphyromonapp. et des clostridia (93, 103)

Le systeme API ZYM ne posséde pas de base de données ; les résultats sont interprétés en
fonction des données de la littérature. (53, 67, 84, 93-103)
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Figure 17. Echelle de lecture aidant & l'interprétation de la galerie API ZYM
(d’aprés http://www.didier-pol.net)
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2.4.2.6. Carte Vitel® 2 ANC (bioMérieux) (104-107)

Cete carte colorimétrique (figure 18) contient 36 tests biochimiques: 17 enzymatiques
(glycosidases et arylamidases), 13 tests d’acidification, deux tests d’alcalinisation et quatre
tests divers (annexe 2).

|
hee
cesEe

Figure 18. Schéma d’une carte du systéme Vit&k
(d’apres http://www.biomerieux-diagnostics)

Les étapes d’inoculation, d’incubation (en aérobiose), de lecture et d’interprétation sont
automatisées. Cette carte peut étre utilisée avec les automatés2/jeelpacité de 60 cartes)
(figure 19), ViteK 2 XL (capacité de 120 cartes) et Vitek Compact (capacité de 15, 30 ou

60 cartes) (figure 20). Le Viték2 Compact est une version moins onéreuse du ¥/ifek
destinée a de plus petits laboratoires.

Ces systemes sont composeés (107)
» d’'un DensicheR : densitométre permettant I'ajustement de I'inoculum,

» de cassettespouvant contenir jusqu’a 15 cartes et les tubes contenant la suspension
bactérienne a inoculer. L’inoculation de la carte est réalisée au moyen d'un tube de
transfert que I'on plonge dans le tube contenant la suspension bactérienne. Ces cassettes
sont destinées a étre incorporées dans I'automate (figure 21).

» d’'un automate réalisant les étapes de remplissage, de scellage, d’incubation, de lecture et
d’interprétation des cartes. Une lecture est effectuée toutes les 15 minutes.

» d’'un ordinateur et delogiciels spécialisés gérant et analysant les données générées par
'automate. Ce systeme permet une recherche rapide par patient, date de test, organisme
identifie, technicien manipulateur, ... Il peut étre connecté a une interface centrale, il
permet la validation automatique et le transfert des premiers résultats.

Les systémes Viték 2 et Vitel 2 XL comprennent également urStation Compacte
Satellite® (SCS) (figure 22), utilisée pour associer le numéro d’échantillon du patient & la
carte par lI'intermédiaire d'un code a barres et au tube contenant la suspension a i@eculer.
petit ordinateur transfere ces informations a I'automate. La SCS est composée d’'une unité de
base (puce de mémoire qui enregistre les informations entrées), d’'un écran, d’'un lecteur de
code a barres et d’'un clavier.
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Figure 19. Automate Vitek® 2 (d’aprés httgiwww.biomerieux-diagnostics)

Figure 21. Chargement d’une cassette Figure 22. Station Compacte Sateflite
dans le ViteK® 2 (107) (d’apres tpt//www.biomerieux-diagnostics)
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L’intervention du technicien est nécessaire pour :

* La préparation de l'inoculum, qui doit étre utilisé dans les 30 minutes suivant sa
préparation

» L’identification de la carte grace a un lecteur de code barres pour permettre de la relier a
I’échantillon du patient

» Le dépbt des cassettes dans I'automate

* L’enregistrement de trois caractéres — le type respiratoire, la morphologie et la coloration
de Gram - dans I'ordinateur de 'automate, en utilisant les caractéres « - », « + » ou « ? ».

« Dans le cas du Viték2 Compact, le technicien doit déplacer la cassette au sein de
I'automate entre I'inoculation et I'incubation.

Dans l'automate, la cassette est transférée dans une chambre a vide. Le remplissage
automatique des cartes est réalisé grace a un systeme de vide qui force la suspension
bactérienne a migrer depuis le tube de transfert jusque dans les microcapillaires, permettant de
remplir tous les puits réactionnels. Le tube de transfert est ensuite coupé et les cartes sont
scellées avant d’étre incubées a 35,5 +/- 1,0 °C dans l'automate. Toutes les 15 minutes, ces
cartes sont transférées vers un systeme optique pour la lecture des réactions puis sont a
nouveau réintroduites automatiquement dans l'incubateur. Les résultats des réactions sont
exprimées ainsi : « +» pour une réaction positive, « - » pour une réaction négative et « ? »
pour les réactions ininterprétables.

Le profil réactionnel obtenu est comparé a ceux des taxons contenus dans la base de données
et un calcul de probabilité d'identification correcte est effectué. Différents niveaux de
confiance y sont associés (tableau 1V).

Tableau IV. Niveaux de confiance pouvant étre associés a un résultat d’identification
avec la carte Vitel® 2 ANC

Niveau de confiance Probabilite
- e d’identification Commentaires
d’identification
correcte (%)
Excellent 96 — 99
Tres bon 93 - 95 Un seul taxon est proposé
Bon 89— 92 Prop
Acceptable 85 — 88

Deux ou trois taxons présentent un profil

similaire. Des tests complémentaires sont
proposeés par le systeme pour aboutir ajune
identification correcte.
Plus de trois taxons présentent un profil
similaire ou le profil est atypique et ne
correspond a aucune espéce de la base de
données. Il est alors recommandé de vérifier

la coloration de Gram et la pureté.

Faible discrimination

Absence
d’identification

L'inventaire des tests complémentaires susceptibles d’étre proposés par le systeme sont
répertoriés en annexe (annexe 3).

La base de données revendique 63 taxons incluant des bactéries anaérobies et des
corynébactéries (annexe 1). Parmi les bactéries anaérobie&ifiggbacterium et les
Veillonella sont identifiés au niveau du genre, et les espBotisomyces israeliiet
Actinomycegerencseriaee sont pas différenciées.
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2.5.Systemes d’identification biochimique des corynébactéries
(tableau VI)

2.5.1. Systémes nécessitant une croissance bactérienne

Ces systemes requierent une durée d’incubation de 18 a 48 heures, sauf le systeme
Biolog® qui peut fournir un résultat d’identification aprés une durée minimale de quatre
heures.

2.5.1.1. API Coryn& (bioMérieux) (108-112)

Cete galerie a été le premier systeme d’identification commercialisé dédié spécifiguement a
I'identification des bactéries corynéformes. Elle comprend 20 microtubes contenant les
substrats déshydratés permettant la mise en évidence d’activités enzymatiques (douze) et de la
fermentation d’hydrates de carbone (huit). Le test de la catalase est réalisé dans un des
microtubes.

La densité de l'inoculum requise (supérieure au point six de I'échelle de MacFarland)
constitue un inconvénient car elle nécessite une culture riche impliquant parfois le recours a
I'ensemencement de plusieurs milieux gélosés.). La préparation d’'un second inoculum a
patir du premier pour I'étude des tests de fermentation constitue un autre inconvénient.

Un temps d’incubation de 24 heures peut ne pas étre suffisant, car certaines réactions de
fermentation des hydrates de carbone ne se positivent qu'apres une incubation prolongée
(110).

La lecture est uniquement visuelle. L’addition de zinc dans le puits nitrate est recommandée
quand le test apparait négatif pour détecter les souches qui peuvent réduire legliitrites

Des difficultés concernant la lecture des réactions enzymatiques (en particulier, phosphatase
alcaline, N-acétyp-glucosaminidase, et hydrolyse de I'esculine) ont régportées(110,

111). Comme pour la galerie API 20®A I'hydrolyse de I'esculine peut étre vérifiée par
I'absence de fluorescence sous exposition a la lumiere UV.

L’identification est obtenue a l'aide d’'un catalogue analytique ou du logiciel d’identification
apiwel’® aprés saisie manuelle du profil numérique obtenu & partir du profil réactionnel.
Parfois, les réactions ne permettent pas de différencier deux espéces et des tests
complémentaires sont nécessaires. Dans ce cas, le descriptif de ces tests et les références
bibliographiques sont indiqués par le fabricant.

2.5.1.2. BD CrystaP GP (Becton Dickinson) (108)
Ce systeme est destiné a l'identification des baxtédérobies a Gram positif. Il est
comparable au systénBD Crystaf’ ANR ID: il contient le méme nombre dribstrats

déshydratés (29) et un controle fluorescent. L'inoculation, la lecture et I'interprétation suivent
le méme principe.
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Les différences concernent
» La nature des substrats. Onze sont couplés a un fluorogéne, dix-huit & un chromogene,
* la nature des milieux de culture recommandés pour la préparation de I'inoculum,
* la densité de 'inoculum,
* la durée d’incubation,
* les tests complémentaires requis pour l'interprétation : seule la coloration de Gram est
prise en compte.

2.5.1.3. Bolog® GP2 Microplate (Biolog) (113)

Cette microplaque, destinée a lidentification des bactéries aérobies a Gram postitif, est
analogue & I'AN Microplaf® et s'utilise avec les mémes systémes (MicrSLogu
MicroStatioff). L'incubation des plaques en aérobiose permet I'utilisation de I'automate
OmniLog® (figure 23), dont la capacité est de 50 microplaques. Avec cet appareil,
I'incubation, la lecture et I'interprétation sont automatisées.

La base de données étendue est vendue séparément et est onéreuse.

Figure 23 : Automate OmniLogd® (http7/www.uri.edu)

2.5.2. Systémes explorant le profil enzymatique (« dits rapides »)

2.5.2.1. RpID CB Plus® (Remel) (74, 81, 108, 114, 115)
La galerie est composée de 18 cupules (figure 24), permettant I'étude de la fermentation de

quatre hydrates de carbone et la détection de 14 caracteres enzymatiques : cing glycosidases,
cing aminopeptidases, phosphatase alcaline, uréase, estérase, nitrate réductase.
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Figure 24. RapID CB Plu$ (d'aprés http://www.oxoid.com)

Le principe d'inoculation est le méme que celui dgdkerie RaplD ANA IF.

Aprés incubation et addition de réactifs, une lecture visuelle des réactions permet
I'établissement d’un profil numérique.

L'identification est ensuite réalisée grace a un catalogue ou a un logiciel d’identification
(ERIC®) dans lequel I'utilisateur aura enregistré le profil numérique obtenu aprés prise en
compte du test de la catalase et de I'’évaluation de la pigmentation jaune de l'isolat.

Certains auteurs ont rapporté des difficultés de lecture de quelques reatiidns les

couleurs orange apparaissant dans les puits correspondants a la fermentation des hydrates de
carbone doivent étre généralement considérées comme des résultats négatifs.

2.5.2.2. BD CrystaP RGP (Becton Dickinson)

Ce systéme rapide est comparable au sysBEn€rystaf’ GP. Les différences concernent :
* |a densité de l'inoculum qui doit étre au moins égemte au point deux de I'échelle
de McFarland,
* ladurée d’incubation qui n'est que de quatre heures,
* la base de données qui revendique moins d’espéces de corynébactéries.

2.5.2.3. Phoenix PIB (Becton Dickinson)

La galerie PIS, contient 136 alvéoles : 45 contiennent des substrats chromogéniques et
fluorogéniques utilisés pour l'identification et deux contiennent des contrdles fluorescents.
Elle est utilisée conjointement avec I'automate BD Phd&efigure 25) pour identifier les
bactéries aérobies a Gram positif. Cet automate a une capacité de 100 galeries.

La préparation et la distribution de I'inoculum sont manuelles, contrairement af Zitpki

pemet une inoculation automatique. Par contre, la faible densité de I'inoculum requise par le
systéme Phoenix Pfpoint 0,5 de I'échelle de MacFarlareft un avantage.

L’automate gere toutes les étapes de lidentification depuis lincubation au rendu des
résultats. La lecture ne peut étre visuelle. Les résultats d’identification sont associés a un
pourcentage de probabilité (51)

Le systeme possede une informatique gérant 'automate et connectable & une informatique
centralisée.

A notre connaissance, aucune étude d'évaluation des performances d’identification des
corynébactéries avec ce systeme n’a été publiée a ce jour.
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Figure 25. Automate Phoenif (d’aprés http://www.bd.com)

2.5.2.4. Garte Vitek® 2 ANC

La description du systeme a été abordée dans le chapitre 2.4.2.6.
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Tableau V. Caractéristiqgues des systemes commercialisés d’identification biochimique des bactéries anaérobies

BD Crvstal® MicroScan
API 20 A® | AN MicroPlate® | Rapid ID 32 A® | RapID ANA Il © Y Rapid Vitek® 2 ANC
ANR ID ®
Anaerobe
Fabricant (firme Biolog (AES
commerciale en bioMérieux 9 bioMérieux Remel (Oxoid)| BD Diagnostics Siemens bioMérieux
France) Chemunex)
Conservation 2-8 °C 2-8 °C 2-8 °C 2-8 °C 2-8 °C 2-8 °C 2-8 °C
. - Gélose Biolog GS, BHI, LD, GS : Brucella, GS : TSA, GS : Columbia,
Milieux d'isolement GS Uni | GS Columbia | TSA, PEA, EYA,| CDC, Columbia, Brucella, BHI, | CDC, Brucell
(régénérés) niversa olumbia , , , , Columbia, rucella, BHI, , Brucella,
Anaerob& PV, KV Schaedler Columbia TSA
Inoculum . .
2
(Mc Farland) >3 : 4 3 4a5 3ab 3
Nombre de tests 20 95 29 18 29 24 36
Conditions 24h-48 h ; 20-24 h 4 h-4 h30 4-6 h 4 h 4 h 6 h
d’incubation anaérobiose anaérobiose aérobiose aérobiose aérobiose aérobiose aérobiose
Addition de reactifs Oui Non oui oui Non Oui Non
avant lecture
Caracteres . .

. . Morphologie, , Morphologie,
ngplementalres Gram, Non Non Grr?rrln . Gram, indole, Catalase Gram, type
quis pour morphologie catalase . )

. . spores, catalase respiratoire
l'interprétation

Incubation Inoculation,
Automatisation Non Lecture Non® Non Lecture | ' incubation,

ecture
lecture

(BZ%SE;? e donnees 52 taxons 361 taxons 80 taxons 98 taxons 108 taxons 54 taxgns 52 taxons
Prix H.T. par test
2009 (€) 471 13,09 4,58 8,81 10,15 6,35 8,04

Gram : coloration de Gram; ?: données absentes; GS: gélose au sang; BHI: Brain Heart Infusion; LD : milieu Lombard-Dowell ;
TSA . milieu trypticase soja; PEAmilieu avec phényléthylalcool ; EYA :

milieu enrichi au jaune dide PV : milieu a base de

paromomycine/vancomycine ; KV : milieu a base de kanamycine/vancomycine ; CDC : milieu Centers for Disease Control and Prevention ;
2 Sauf si le laboratoire posséde les semi-automates ATB Expi@ssianini-AP[®, la lecture peut étre automatique

I
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Tableau VI. Caractéristiqgues des systemes commercialisés d’identification biochimique des corynébactéries

BD Crystal®

GP2

BD Crystal®

® ® . ® B ®
API Coryne GP MicroPlate® RapID CB Plus RGP PhoenixPID Vitek™ 2 ANC
Fabricant (firme .

. L BD Biolog (AES : BD . : o
E?g:]rgs)rmale en bioMérieux Diagnostics Chemunex) Remel (Oxoid) Diagnostics BD Diagnostics bioMérieux
Conservation 2-8 °C 2-8 °C ? 2-8 °C 2-8 °C 15-25°C 2-8 °C

. : . . , TSA% GC, GS
o GS:TSA, | GS:TSA, | GSBiolog GS : TSA, GS:TSA, | olumbia, CNA, PEA,| Columbia, CNA,
Milieux d’isolement Columbia, Columbia, Universal Columbia, CNA,| Columbia, BD CHROMagaf TSA
CNA CNA, PEA GrowtH® BHI CNA, BHI : 129
Orientation
Inoculum
2
(Mc Farland) >6 0,5 - 4 2 0,5 3
Nombre de tests 20 29 95 18 29 45 36
Temps d’incubation 24-48 h 18-24 h 4-24 h 4-6 h 4 h 2-6 h 6h
Pzt ol (e Oui Non Non Oui Non Non Non
avant lecture
Caractéres Caalase, Morphologie,
complémentaires requi] Catalase Non Non pigmentation Non Non Gram, type
pour l'interprétation jaune des colonie respiratoire
Incubation Inoculation,
Automatisation Non Lecture lecture ' Non Lecture Incubation, lecture incubation,
lecture
e (,je dop nees 31 taxons 17 taxons 99 taxons 39 taxons 10 taxons 24 taxons 11 tax
corynébactéries (2007)
(P€r)'x Sl 535 9,50 11,96 7,88 9,64 5,72 8,04

GS, TSA, CNA, PEA, ?, Gram : voir tableau V ; GC : gélose chocolat ; CNA : gélose Columbia avec 5% de sang de mouton, acide nalidixique et

colistine

& +/- sang, +/- lécithine et Twe&0
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TRAVAIL EXPERIMENTAL
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1. OBJECTIFS

Jusqu'a l'introduction de la carte Vit8k2 ANC par la société bioMérieux, I'identification des
bactéries anaérobies et des corynébactéries était peu automatisée. Préalablement a sa mise sur
le marché en 2008, cette carte avait été évaluée par deux équipes nord-américaines (105, 106)

L’objectif de notre étude a été d’évaluer les perfamoes de la carte Vit8k2 ANC a partir
de souches cliniqgues de bactéries anaérobies et de corynébactéries isolées dans deux CHU
francais avant sa mise sur le marché (104)

2. MATERIEL ET METHODES

2.1.Souches étudiées

Dans un premier temps I'étude a porté sur 315 souches cliniques non consécutives, soit 261
souches de bactéries anaérobies et 54 souches de corynébactéries appartenant respectivement
a 43 et dix taxons d'intérét médical, inclus dans la base de données de la cafte Wik

0 Les bactéries anaérobies ont été sélectionnées parmi les souches isolées au laboratoire
de Bactériologie du CHU de Nancy entre janvier 2006 et décembre 2007, en tenant
compte de leur fréquence d'isolement. L'origine des souches figure dans le
tableau VII.

Tableau VII. Distribution des souches cliniques de bactéries anaérobies selon I'origine
des prélévements

Origine des prélevement | Nombre de souche
Hémocultures 102
Systéme nerveux central 9
Pleuropulmonaire 11
Intra-abdominale 54

Tissus mous 29
Ostéoarticulaire 14
Génitale 11

Selles 20

Autres 11

0 Les souches de corynébactéries ont été sélectionnées parmi une collection de souches
cliniques du laboratoire de Bactériologie des Hopitaux Universitaires de Strasbourg,
en tenant compte de la fréquence d’'isolement et/ou du pouvoir pathogene des especes
(C. diphtheriag.
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Trois souches de référence provenant de I’American Type Culture Colle&ttnpmyces
israelii ATCC 12102,Propionibacterium acneATCC 6919 etClostridium difficile ATCC
9689 ont également éteé testées.

Les six souches de référence suivantes, utilisées comme contréle de qualité, ont été testées a
intervalles réguliers Bacteroides ovatuATCC BAA-1296, Bacteroides vulgatufATCC

8482, Parabacteroides distasoni8aTCC BAA-1295, Clostridium septicumATCC 12464,
Clostridium sordelliATCC 9714, Corynebacterium striatum ATCC BAA-1293.

Dans un deuxieme temps19 souches appartenant a des especes non revendiquées par la
base de données de la carte VitekANC et isolées fréquemment dans notre laboratoire ont
été testées :Prevotella oris (n=6), Porphyromonas asaccharolytica (n=1A\ctinomyces
odontolyticus(n=3), Clostridium innocuun{n=7), Corynebacterium glucuronolyticufn=1),
Corynebacterium accolengn=1). Ces souches ont fait l'objet d’'une identification
phénotypique et génotypique (séquencage du gene codant 'ARNr 16S pour les bactéries
anaeérobies et du géene rpoB pour les corynébactéries).

Toutes les souches ont été conservées par congélation a —80°C avant d’étre testées, a
I'exception de celles isolées au cours de I'étude.

Le schéma général de I'expérience est illustré par la figure 26.
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Prélevement

Isolement
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Controle du caracter e
anaeérobie des souches
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(absence de croissance en
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Repiquage sur CBA

Identification
phénotypique*

A
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Carte Vitek ® 2 ANC

Mise en culture

Congélation de la souche

Contrdle de pureté
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Si discordance identification

Vitek ® 2 ANC / identification

phénotypique — identification génotypique

CBA : gélose Columbia au sang de mouton (bioMéfiguMcF : MacFarland
* Especes non revendiquées : identification phénotypique + identification génotypique

rS

Figure 26. Schéma général de I'expérience




2.2.ldentification phénotypique

2.2.1. Bactéries anaérobies
Elle a été réalisée selon les méthodes utilisées en routine au laboratoire :
. Grace a des tests d’identification préesomptive :

- aspect apres coloration de Gram,

- aspect des colonies,

- présence de spores (clostridia),

- mobilite,

- production de catalase,

- sensibilité¢ a la vancomycine (5 ug), a la kanamyg¢it@00 Lg), a la colistine
(10 po),

- évaluation de la croissance en présence d’inhibitelssque la bile (1 mg) et le
vert brillant (100 pg) (bacilles a Gram négatif), et pour les cocci a Gram positif,
sensibilité au polyanéthol sulfonate de sodium (1 mg).

. Puis par I'étude des caractéres métaboliques réalisée dans la mesure du possible au
moyen de galeries commercialisées :

- fermentation des hydrates de carbone , hydrolyseseuline (API 20 K),

- métabolisme protéique: recherche d'une nitrate tédec (bouillon,
Rapid ID 32&), hydrolyse de la gélatine (API 20®A production d’'indole,
(bouillon, Rapid ID 32&, Rapid ANA If)

- métabolisme lipidique : production de lécithinasgufe 27) et/ou de lipase sur
milieu gélosé au jaune d’ceglpstridium)

- présence d’enzymes préformées (Rapid ID3Rapid ANA IF)

Figure 27. Souche productrice de lécithinase aprés culture sur gélose enrichie au jaune
d’oeuf (d’aprés http://bacterioweb.univ-fcomte.fr)
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2.2.2. Corynébactéries
Toutes les souches testées ont été identifiées avec la galerie API"Qbipigrieux).

Des tests et des techniques complémentaires ont permis d’affirmer lidentification des
souches appartenant aux especes revendiquées par la base de données de la carte :

- Toutes les souches du ge@erynebacteriunont été identifiées par spectrométrie de
masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation-Time Of Flight), en
référence avec les souches types de chacune des especes

- Les souches des espe€rallceransC. jeikeiumet C. minutissimunont été analysées
par hybridation ADN/ADN vis-a-vis des souches types

- Les souches d€. diphtheriaeont été analysées par ribotypage et €lectrophorése en
champ pulsé

- Les souches d&€. amycolatumont été analysées par HPLC afin de confirmer
I'absence d’acides mycoliques

- Une réaction de Camp test reverse positive a été observée avec les souches
d’ Arcanobacterium haemolyticum

2.3.ldentification au moyen de la carte Vitell 2 ANC

Procédure :

Les souches testées ont été repiquées sur gélose Columbia additionnée de sang de mouton
(bioMérieux), une fois si elles étaient isolées au cours de I'étude, deux fois si elles étaient
conservées a -80°C. Ces milieux ont été incubés a 35°C-37°C, en anaérobiose pour les
bactéries anaérobies (24 a 72 h en fonction de la croissance bactérienne) et 24 h en
atmosphere enrichie en 10 % de gur les corynébactéries. Afin de s’assurer de la pureté

des souches, les cultures ont été observées au stéréomicroscope et une coloration de Gram a
été effectuée.

Une suspension bactérienne a été ensuite réalisée a partir de la culture, dans une solution
saline stérile (0,45 % a 0,50 % de NaCl, pH 4,5 a 7,0) distribuée dans un tube en plastique
transparent, et 'opacité de I'inoculum a été ajustée au point trois de I'échelle de MacFarland
(2,7-3,3) au moyen du Densicliekes code a barres des cartes utilisées ont été scannés et les
tubes identifiés grace a la Station Compacte Safe|lichaque carte a ensuite été placée dans
unecassette, a coté du tube approprié de facon a ce que le tube de transfert de la carte plonge
dans la suspension bactérienne. Les cassettes ont été introduites dans’12 Witek les 30
minutes suivant la préparation des suspensions bactériennes (recommandation du fabricant).
Une fois le chargement reconnu par l'automate, une bréve alarme sonore se déckenche.
type respiratoire, I'aspect apres coloration de Gram et la morphologie ont alors été renseignés
dans l'ordinateur associé au Vifel2 pour chaque souche & identifier, au moyen des
caractéres «+», «- » ou «?» Aprés six heures, les résultats d’identification étaient
disponibles et dans le cas de faibles discriminations, les tests complémentaires proposes ont
été effectués.
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Contréle de pureté: a partir de chaque suspension bactérienne utilisée, ont été
ensemencees :

* pour les bactéries anaérobies, deux géloses Columbia au sang de mouton. Une boite a
été incubée en anaérobiose, l'autre en aérobiose. La pureté de I'échantillon a été
vérifiée aprés 48 a 72 h d’incubation a 35°C par I'absence de croissance en aérobiose
et la présence d’une culture pure en anaérobiose.

e pour les corynébactéries, une gélose Columbia au sang de mouton incubée 48 heures
dans une atmosphére enrichie en 10 % de CO

La pureté des cultures a été veérifiée dans les deux cas par observation de 'homogénéité des
colonies et coloration de Gram.

2.4.|dentification bactérienne par séquencage de 'ADN

Dans un premier temps, le séquencage a été realisé sur les souches appartenant aux especes
revendiquées par la base de données et dont les résultats d’identification obtenus par la carte
Vitek® 2 ANC et les tests phénotypiques de routine étaient discordants. Il s'agissait de huit
souches de bactéries anaérobies pour lesquelles nous avons déterminé la séquence d'une
portion du géne codant 'ARN ribosomique (ARNr) 16S, et d’une souche appartenant au
genreCorynebacteriumpour laquelle la séquence de I'ADNr 16S n’était pas suffisamment
discriminante. Le séquencage d’'un fragment du gpaB codant la sous-unifg de 'ARN
polymérase a donc également été réalisé pour cette souche.

Dans un deuxieme temps, les 19 souches n’'appartenant pas aux espéeces revendiquées par la
base de données de la carte Vit&kANC ont fait I'objet d’'un séquencage pour confirmer
I'identification phénotypique : séquencage du géne codant 'ARNr 16S pour les bactéries
anaérobies et du géne rppBur les espéces du genre Corynebacterium

2.4.1. Principe du séquencagg. 16)

Le séquencage est une méthode qui consiste a déterminer I'enchainement des nucléotides sur
la molécule d’ADN. La technique utilisée dérive de celle de F. Sanger et repose sur
I'utilisation de nucléotides particuliers appelés didésoxyribonucléotides triphosphates
(ddNTPs), margués chacun par un fluorophore différent.

Le séquencage de I’ADN bactérien comprend plusieurs étapes (figure 28) :
Extraction du matériel génétique a partir des cellules bactériennes.

Amplification du géne cible par une réaction de polymérisation en chaine (PCR).

Pour I'identification d’espece bactérienne, le géne le plus fréquemment utilisé est celui codant
'ARNr 16S qui, associé a 21 protéines ribosomiques, constitue la petite sous-unité 30S du
ribosome bactérien. Ce géne, d’environ 1550 paires de bases (pb), est une bonne cible pour
I'identification bactérienné44, 117) car il est spécifiquement bactérien, présent thetes

les bactéries et constitue un bon marqueur de I'évolution. Il est composé de domaines
hautement conservés permettant 'utilisation d’amorces universelles, entourant des domaines
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variables en fonction des espéces. L'utilisation d’amorces universelles permet d’identifier la
grande majorité des bactéries. Il a été rapporté que le séquencage des 500 premiéeres pb de ce
gene était suffisant pour une identification satisfaisante de la plupart des especes bactériennes
isolées en clinique (117, 118)

Cependant, le gene de I'ARNr 16S n’'est parfois pas suffisamment discriminant pour
permettre l'identification de certaines espéces, notamment du Gemyaebacterium Un

autre gene cible ayant une séquence plus polymorphe est donc nécessaire. Khamis et coll.
(119) ont montré que le séquencage d’une région hautgmodgmrhorphe (environ 440 pb) du
generpoB entourée de séguences conserveées permettait une meilleure différenciation de ces
especes. Dans cette étude, le pourcentage d’homologie le plus élevé entre deux especes était
de 95,9 %, alors qu'il est de 99,7 % pour le gene entier de ’ARNr 16S (119)

Mise en évidence du produit PCR par migration électrophorétiquen gel d’agarose et
vérification que les fragments amplifiés aient la taille attendue.

Purification du produit PCR pour éliminer I'excés d’amorces et de nucléotides qui pourraient
interférer avec les réactions suivantes.

Dosage de ’ADN amplifié.

La pureté et la concentration en ADN sont évaluées en mesurant la densité optique (DO) a des
longueurs d’ondes de 260 et 280 nm et en déterminant le rapport de DO 260/280. La mesure
de DO a 260 nm permet de calculer la concentration en ADN, d’aprés la loi de Beer-Lambert.
Une DO égale a un signifie que la concentration en ADN est de 50 pg/mL, l'idéal étant
d’obtenir une concentration en ADN comprise entre 20 et 60 pug/mL. Un rappegy DO

DO,gp inférieur a 1,7 signifie que I'échantillon est probablement contaminé par des protéines
et un rapport supérieur a 2,0 signifie que I'échantillon est probablement contaminé par de
I’ARN.

Deuxieme étape de PCR permettant le séquencage des deux brins d’ADN.

Le produit PCR purifié est utilisé comme point de départ. Les séquences sens et antisens sont
amplifiées au cours de deux réactions séparéees. Le meélange réactionnel comprend notamment
la Tag polymérase, 'amorce sens ou antisens, les quatre désoxynucléotides ou dNTPs (dATP,
dGTP, dCTP et dTTP) et les quatre didésoxyribonucléotides ou ddNTPs marqués par un
fluorophore (ddATP, ddGTP, ddCTP et ddTTP). Au cours de la réaction de PCR, I'ADN
polymérase ajoute le nucléotide complémentaire au brin matrice qui peut étre soit un dNTP,
soit un ddNTP. S’il s’agit d’'un ddNTP, I'élongation de I’ADN est stoppée car ce nucléotide

ne possede plus le site hydroxyle nécessaire a la liaison du nucléotide suivant. Ce choix étant
aléatoire, chaque base de 'ADN matrice aura statistiquement vu un certain nombre de fois
I'incorporation d’un ddNTP. Ainsi, le milieu réactionnel contient I'ensemble des molécules
néosynthétisées possibles.

Purification des brins d’ADN a séquencer.
Le principe repose sur la précipitation a froid de 'ADN en présence d’éthanol et permet
d’éliminer I'excédent d’amorces, les dNTPs ou les ddNTPs marqués non incorporeés.

Electrophorese de 'ADN en capillaire dans un séquenceur

Dans un séquenceur automatique, les fragments d’ADN dénaturés sont séparés en fonction de
leur taille dans un gel d’électrophorése capillaire. A la sortie du capillaire, un laser excite les
molécules et une caméra récupére les rayons émis. Chaque ddNTP étant marqué par un
fluorophore différent, la derniere base de chaque fragment, du plus petit (premier nucléotide
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de la matrice) au plus grand (dernier nucléotide de la matrice), peut étre déterminée. On peut
ainsi reconstituer la séquence du gene a partir d’'un électrophorégramme, tracé de détection
des fragments dans I'ordre ou ils sont élués par la colonne, ou chaque base est représentée par
une couleur différente.

Les séquences complémentaires d’un gene, sens et antisens, sont séquencées séparément.

Analyse et interprétation des séquences obtenues

Les séquences sens et antisens sont ensuite alignées grace a un logiciel permettant I'obtention
d’'une séquence consensus des deux brins d’ADN. Celle-ci est ensuite comparée aux banques
de séquences. Parmi ces bases de données accessibles gratuitement sur internet, la plus
connue et la plus compléte est la GenBank?0) qui comprend plus de 50 millions de
séjuences déposées (eucaryotes, procaryotes...) dont plus de 900 000 concernent le géne de
'ARNr 16S. Il existe également des bases de données spécialisées comme BIBI (Bio
Informatic Bacterial Identificatiot) (121), ou RDP (Ribosomal Database Projectl22).

Cette derniere ne répertorie que les séquences ribosomiques et ne concerne donc pas le géene
rpoB.

Aujourd’hui, il n’existe pas de consensus sur le seuil de définition d’un genre ou d’'une espece
par comparaison des séquences du gene de I'ARNr(16%. Ceci est di en partie a
I'hétérogenéité des meéthodes utilisées dans les difféerentes études (bases de données
différentes, utilisation de fragments de 500 ou 1500 bp, programme utilisé pour les calculs).
Couramment, un seuil d’au moins 99 % d’homologie avec les séquences d'une base de
données est utilisé pour définir une espéece et un seuil d'au moins 95 % d’homologie pour
définir un genré117, 123) mais ces taux ne peuvent s’appliquer a tous les gsdagueeriens

et doivent étre adaptés a chaque situation.

En ce qui concerne les comparaisons des séquences dupg&neKhamis et coll(119)
préconisente définir une espéce en utilisant un seu®@® % d’homologie.
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2.4.2. Méthode de séquencage utilisée

Avant extraction, la pureté de la souche a été contrélée par observation de ’homogénéité des
colonies et examen au microscope apres coloration de Gram.

Concernant les souches revendiquée®t donnant des résultats discordants entre
I'identification de routine du laboratoire et I'identification par la carte \itek ANC,
I'extraction de I'ADN bactérien a été réalisée avec le QlAamp DNA Mirfi &élon les
recommandations du fabricant (QIAGEN

Concernant les 19 souches non revendiquépar la base de données, I'extraction de 'ADN
bactérien a été réalisée par choc thermique : une quantité de colonies représentant environ la
moitié d’'une oese de 10 pL a été mise en suspension dans 1 mL d'eau pour biologie
moléculaire. Cette suspension a été soumise a de brusques variations de températures
engendrant I'éclatement des bactéries: cing minutes a 100 °C puis a — 80°C, suivi de quatre
cycles alternant 1 min 30 s a 100 °C et a — 80 °C.

La suspension a ensuite été centrifugée cinq minutes a 10 000 tours/minute. L’ADN extrait a
été récupéré dans le surnageant et conservé a -80°C.

Les tableaux VIII, IX et X présentent les couples d’amorces, la composition des mélanges
réactionnels et les programmations du thermocycleur (BiofhetrabGene Scientific
Instrument8) utilisés pour les PCR d’ampilification.

Un témoin positif contenant 2 uL d’ADN d’'une souche de référence a permis de valider le
bon fonctionnement de la réaction de PCR. Un témoin négatif contenant 2 pL d’eau a permis
de valider 'absence de contamination de la PCR par de 'ADN bactérien environnemental.

Les produits de PCR ont été mis en évidence par électrophorése sur gel d’agarose préparé
extemporanément en ajoutant a 1,5 % d'agarose dans du tampon Tris-Borate-EDTA
(Ethylene-Diamine Tetra-acetic Acid) ou TBE 1X. Les échantillons (5 puL) et un marqueur de
poids moléculaire (5 pL) ont été déposés dans les puits en ajoutant une solution de charge
(4 pL). La migration s’est effectuée a 100 Volts, 200 mA, pendant 40 minutes. Le gel a été
révélé dans un bain a 0,005 % de bromure d’éthidium pendant 20 minutes. Au produit de PCR
attendu correspond une bande fluorescente a 1500 pb pour 'ADNr 16S ou a 450 pb pour le
gene rpoB(figure 29).

Marqueur de taille

‘Hlll]f

e — S E 1
<+ 450 pb
L | | | L |
Témoin , | R Témoin
négatif Fragments amplifiés du gene positif

rpoB de neuf souches

Figure 29. Photographie d’'un gel d’agarose ou ont migré les fragments amplifiés du
géne rpoBde neuf souches (donnée personnelle)
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Tableau VIII. Couples d’amorces utilisées pour les PCR d’amplification du géne codant
'ARNr 16S et du gene rpoB

Geéne cible ’Couple Séquences nucléotidiques Taille Référence
d’amorces (pb)
Geéne de P8/P1525 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' | Environ
’ARNr 16S 5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3 1500 124
5-CGWATGAACATYGGBCAGGT-3'| Environ
'POB | C2700F/C3130R 5, 1o CATYTCRCCRAARCGCTG 3| 450 119

Tableau IX. Composition des mélanges réactionnels utilisés pour les PCR
d’amplification du géne codant ’ARNr 16S et du géne rpoB

Geéne de I'’ARNr 16S| GénerpoB

Reactifs Volume pour une réaction (uL)
H20 37,6 37,6
Tampon de PCR 10X 5,0 5,0
MgCl, (50 mM) 2,0 3,0
dNTPs (10 mM) 1,0 1,0
Amorce sens 040 LM) 1,0 :
C2700 (10 uM - 0,5
. P1525 (40 uM 1,0 -
Amorce antlsenoc3130 (10 M - 05
Taqg DNA polymerase (5 U/ulL) 0,4 0,4
ADN extrait 2,0 2,0

Tableau X. Programmations du thermocycleur utilisées pour les PCR d’amplification
du gene codant 'ARNr 16S et du géne rpoB

Gene de 'ARNr 16S Gene rpoB
Etapes Température | Durée | Nombre] Température | Durée | Nombre
de cycles de cycles
Pré-dénaturatiorf 94°C 5 min 1 94°C 5 min 1
Dénaturation 94°C 1 min 94°C 30s
Hybridation 65°C 1 min 30 55°C 30s 35
Elongation 72°C 1 min 72°C 2 min
Extension 72°C 5 min 1 72°C 5 min 1

L'’ADN a ensuite été purifié avec le QIAquick PCR Purification ®Kiselon les
recommandations du fabricant (QIAGENpuis dosé avec le spectrophotométre GeneQuant

pro®.

Les tableaux Xl, XII et Xl présentent les couples d’amorces, la composition des mélanges

réactionnels et les programmations du thermocycleur (BiofheltabGene Scientific
Instrument8) utilisés pour les PCR de séquencage.
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Tableau XI. Couples d’amorces utilisées pour les PCR de séquencage du gene codant
’ARNr 16S et du gene rpoB

Gene cible ,Couple Séquences nucléotidiques Taille Référence
d’amorces (pb)
Géne de P8/P519 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' | Environ
I’ARNr 16S 5-GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3| 500 124
5'-CGWATGAACATYGGBCAGGT-3' | Environ
PoB | C2700F/C3130R 5 1cCATYTCRCCRAARCGCTG -3 | 450 | 119

Tableau XII. Composition des mélanges réactionnels utilisés pour les PCR de
séquencage du gene codant ’ARNr 16S et du géne rpoB

Gene de 'ARNr 16S Gene rpoB
Réactifs P8 P519 C2700F C3130R
VVolume pour une réaction (uL)
Solution Ready MiX (Big Dye®
Sequencing, Applef3 2,0 2,0 4.0 4.0
Tampon de PCR 5X 1,0 1,0 2,0 2,0
Produit PCR 0,75 1,5 6,0 6,0
P8 (1 uM) 1,6 - - -
A
morce sens C2700 (1 i) - - 32 -
. P519 (1 uM) - 1,6 - -
A t
morce antisens C3130 (1uM) - - 48
H,O gsp 20uL 4,65 3,9 4,8 3,2

Tableau XIlII. Programmations du thermocycleur utilisées pour les PCR de séquencage
du gene codant 'ARNr 16S et du géne rpoB

Gene de 'ARNr 16S Gene rpoB
Ftapes Température | Durée I(;lombres Température | Durée Nombres
e cycles de cycles
Dénaturation 96°C 10s 96°C 10s
Hybridation 60°C 5s 25 55°C 5s 25
Elongation 60°C 4 min 60°C 4 min

L’ADN a ensuite été purifié : 2 uL d’acétate de sodium, 2 pL d’'EDTA, 50 pL d’éthanol a 95°

et 20 pL de produit de PCR ont été mélangés dans un tube réfrigéré. Apres 15 minutes dans
de la glace, le tube a été centrifugé a 13000 g pendant 20 min a 12°C. Le surnageant a été
éliminé a la pipette. Le culot d’ADN a été rincé avec 250 pL d’éthanol a 70° ensuite éliminé
apres centrifugation a 13000 g pendant 10 minutes a 4°C. L'ADN a ensuite été séché et
conservé a 4°C a I'obscurité en attendant le séquencage.
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Avant électrophorese, les molécules d’ADN ont été dénaturées dans 5 puL de formamide puis
déposées dans les puits d'une microplaque a 96 puits. Le séquenceur utilisé pour
I'électrophorése était un ABI-PRISM 31D@Applied Biosystem® avec des capillaires en

verre de 36 cm permettant d’analyser des séquences d’environ 500 pb. Les données ont été
récupérées par le logiciel Sequencing Anafysfgersion 5.1.1, Applied Biosysteff)s
permettant I'édition d’'un électrophorégramme. Les séquences ont ensuite été analysées avec
le logiciel SeqScape (version 2.5, Applied Biosysteffis puis comparées aux bases de
donnés GenBank et Ribosomal Database Project® I(uniquement pour les séquences
d’ADNr 16S) afin d’identifier I'espéce bactérienne.

Concernant les comparaisons des séquences du gene de I'ARNr 16S, les seuils de similarité
retenus apres revue de la littérature étaient : supérieur a 99 % d’homologie avec les séquences
des bases de données pour définir une espece, et supérieur a 97 % pour définir(ifgenre
touten les adaptant en fonction des groupes bactériens.

En ce qui concerne les comparaisons des séquences dypgBnaous avons utilisé un seuil

de 96,6 % d’homologie pour définir une espece comme préconisé par Khamis et coll. (119)

3. RESULTATS

Les six souches de référence utilisées comme contréles de qualité été correctement
identifiées (obtention de résultats reproductibles et en accord avec la base de données établie
par le fabricant). Toutes ont été identifiées avec un niveau de confiance « excellent », sauf la
souche deParabacteroidedistasonisqui, lors d'un seul controle, a été identifiee avec un
niveau de confiance « trés bon » (probabilité d’'identification correcte : 95 %).

Les trois autres souches de référencent été également correctement identifiées, avec un
niveau de confiance « excellent ».

Concernant les souches appartenant a des taxons inclus dans la base de données
(tableaux XIV, XV et XVI), la carte Vitek 2 ANC a permis l'identification correcte sans
recours a des tests additionnels de 311 parmi 315 (98,7 %) souches testées au niveau du genre
et, au niveau de I'espece, de 270 parmi 305 (88,5 %) souches testées appartenant a des genres
différents deBifidobacteriumet Veillonella (pour lesquels la carte ViteR ANC revendique
I'identification au niveau du genre). 24 souches (7,6 %) ont été identifiées avec une faible
discrimination mais I'espece correcte figurait parmi la liste de choix (tableau XVII). Apres
'application des tests additionnels recommandés par le fabricant, 94,1 % (287/305) des
souches testées ont été correctement identifiées au niveau de I'espece. Deux souches (0,6 %)
n'ont pas été identifiees. Neuf souches (2,9 %) ont été incorrectement identifiées et parmi
celles-ci, seules deux souches n'ont pas été identifiées correctement au niveau du genre
(tableau XVIII). Les niveaux de confiance ayant souvent été « excellents » ou « tres bons »,
ce parametre n'a pas ameneé a suspecter les erreurs.

Parmi les 116 souches bacilles a Gram négatif anaérobiegestées, 109 (94 %) ont

été correctement identifiées sans avoir recours a des tests additionnels. Trois souches (deux
P. bivia et unF. nucleatunh identifiées initialement avec une faible discrimination ont été
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correctement identifiées aprés application des tests recommandés par le fabricant. Ceci a
permis d’obtenir un taux final d’identification correcte de 96,5 % (112/116). Quatre souches
(trois appartenant au genkrevotella et une au genmacteroide} ont été identifiées
correctement au niveau du genre mais l'identification au niveau de I'espéce a été incorrecte.

Parmi lescocci anaérobies les cing souches deeillonella et toutes les souches de
cocci a Gram positif testées ont été correctement identifiées respectivement au niveau du
genre et de I'espece.

Parmi les 46 souches tacilles a Gram positif anaérobiesnon sporuléstestées, 44
(95,7 %) ont été identifiées correctement sans avoir recours a des tests additionnels. Deux
souches (parmi trois testées) Be granulosumont été identifiees comme appartenant a
I'espece C. difficile

Parmi les 70 souches @ostridia testées, deux souches @ebifermentans’ont pas
ete identifiées, une souche @e difficile et une souche dg. tertium ont été incorrectement
identifiées tandis que 45 souches (64,3 %) ont été correctement identifiées sans avoir recours
a des tests complémentaires. Parmi les 21 souches identifiées initialement avec une faible
discrimination, 14 ont été correctement identifiées aprés application des tests recommandés
par le fabricant, ce qui correspond a un taux d’identification correcte de 84,3 %.
Concernant quatre souches @ butyricum identifiées initialement avec une faible
discrimination C. butyricum-C. clostridioforme), I'application du test de la nitrate réductase
recommandé par le fabricant a permis d’obtenir une identification correcte avec un niveau de
confiance de 90 %. Toutefois, selon le fabricant, 10 % des soucl&sctiestridioforme ne
produisent pas cette enzyme, donc en présence d’'une réaction négative, il était impossible de
conclure. Une simple coloration de Gram nous a permis de confirmer lidentification de
C. butyricumqui se présente sous la forme d’'un bacille a Gram positif formant des spores
subterminales, et d’exclure l'identification d& clostridioforme qui apparait comme un
bacille a Gram négatif en forme de cigare. De méme, une simple coloration de Gram nous a
permis de confirmer l'identification d’une souche@ebutyricumidentifiée initialement avec
une faible discriminationQ. butyricum C. clostridioformeC. bifermentans En effet, le test
de la lécithinase proposé par le fabricant ne permettait pas de difféer€ndatyricumde
C. clostridioforme, car parmi les trois especes proposées, Gebigermentangproduit une
lécithinase. Concernant deux souchesledifficile identifiées avec un faible niveau de
discrimination C. difficile-C. subterminale-C. sporogenete seul test de la lipase préconisé
par le fabricant ne permettait pas de différen€edifficile de C. subterminale car ces deux
espéeces ne produisent pas de lipase. L'étude de la fermentation du glucose et du mannitol
nous a permis de confirmer lidentification @e difficile. Si ces tests (coloration de Gram
pour l'identification deC. butyricum fermentation du glucose et du mannitol pour celle de
C. difficile) avaient été proposeés par le fabricant, le systéme aurait permis I'identification de
94,3 % des souches de clostridia testées a 'aide de tests additionnels.

Parmi les 54 souches @»orynebacteriumspp. et Arcanobacteriumspp., 53 (98,1 %)
ont été identifiées correctement sans avoir recours a des tests additionnels. Une souche de
C. striatuma été incorrectement identifie€.( minutissimum et son identification a été
confirmée par le séquencage du gggaB, le séquencage du géne codant ’ARNr 16S n’ayant
pas permis de différencier C. striatutea Corynebacterium simulans
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Concernant les souches appartenant a des especes non revendiguées par la base de
données(tableau XIX), toutesles souches anaérobies ont été correctement identifiées au
niveau du genre sauf la souche appartenant a I'eff@rphyromonas asaccharolytica. Pour

les deux souches de corynébactéries testées, une souche a donné lieu a une identification
incorrecte au niveau du genre et la seconde n’a pas été identifiée.
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Tableau XIV. Identification des 261 souches cliniques de bactéries anaérobies avec la carte VA2 ANC

L9

Nombre de souches (%) ayant été :

Identifiées aved

Correctement

Organismes . Correctement ) Incorrectement | . o . Non
Testées . e s faible : iy identifiées aprés| . e s
identifiees LT identifiées - identifiees
discrimination tests additionnels

Bacteroidesspp. 61 60 (98,4) 0 (0,0) 1(1,6) 0 (0,0) 0 (0,0)
Bacteroides du grougdeagilis 55 54 0 1 0 0
Bacteroides caccae 3 3 0 0 0 0
Parabacteroides distasonis 5 5 0 0 0 0
Bacteroides fragilis 20 20 0 0 0 0
Bacteroides ovatus 5 5 0 0 0 0
Bacteroides thetaiotaomicron 14 13 0 1 0 0
Bacteroides uniformis 3 3 0 0 0 0
Bacteroides vulgatus 5 5 0 0 0 0
Bacteroides ureolyticus 6 6 0 0 0 0

Prevotella spp 36 31 (86,1) 2 (5,6) 3(8,3) 2 (5,6) 0 (0,0)
Prevotella bivia 10 7 2 1 2 0
Prevotella buccae 5 5 0 0 0 0
Prevotella disiens 4 4 0 0 0 0
Prevotella intermedia 5 4 0 1 0 0
Prevotella melaninogenica 6 5 0 1 0 0
Prevotella oralis 6 6 0 0 0 0

Fusobacterium spp. 19 18 (94,7) 1(5,3) 0 (0,0) 1(5,3) 0 (0,0)
Fusobacterium mortiferum 2 2 0 0 0 0
Fusobacterium necrophorum 3 3 0 0 0 0
Fusobacterium nucleatum 12 11 1 0 1 0
Fusobacterium varium 2 2 0 0 0 0

Veillonella spp. 5 5 (100) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)

Cocci a Gram positif 24 24 (100) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Finegoldia magna 5 5 0 0 0 0




89

Nombre de souches (%) ayant été :

Identifiées aved

Correctement

Organismes . Correctement . Incorrectement | . e N Non
Testées ) e s faible ; iy identifiées aprés| . s
identifiées R identifiées - identifiées
discrimination tests additionnels
Parvimonas micra 10 10 0 0 0 0
Peptoniphilus asaccharolyticus 4 4 0 0 0 0
Peptostreptococcus anaerobius 5 5 0 0 0 0
Bacilles a Qram positif anaérobies 46 44 (95.7) 0(0,0) 2 (4.3) 0(0,0) 0(0.,0)
non sporulés
Actinomyces israelii/gerencseriae 4 4 0 0 0 0
Actinomyces meyeri 1 1 0 0 0 0
Actinomyces naeslundii 1 1 0 0 0 0
Bifidobacterium spp. 5 5 0 0 0 0
Eggerthella lenta 11 11 0 0 0 0
Eubacterium limosum 1 1 0 0 0 0
Propionibacterium acnes 20 20 0 0 0 0
Propionibacterium granulosum 3 1 0 2 0 0
Bacilles a Gram positif sporulés 70 45 (64,3) 21 (30) 2(2,9) 14 (20) 2(2,9)
Clostridium bifermentans 2 0 0 0 0 2
Clostridium butyricum 5 0 5 0 0 0
Clostridium cadaveris 6 6 0 0 0 0
Clostridium clostridioforme 6 6 0 0 0 0
Clostridium difficile 20 7 12 1 10 0
Clostridium paraputrificum 3 3 0 0 0 0
Clostridium perfringens 10 10 0 0 0 0
Clostridium ramosum 5 4 1 0 1 0
Clostridium septicum 1 1 0 0 0 0
Clostridium sordellii 2 2 0 0 0 0
Clostridium sporogenes 4 1 3 0 3 0
Clostridium tertium 6 5 0 1 0 0
Total 261 227 (87) 24 (9,2) 8 (3,1) 17 (6,6) 2 (0,8




Tableau XV. Identification des 54 souches cliniquede corynébactéries avec la carte Viték2 ANC
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Nombre de souches (%) ayant été :

Identifiées aved

Correctement

Organismes . Correctement ) Incorrectement | . s N Non
Testées . s faible . g identifiées apres| . e
identifiées LT identifiées - identifiées
discrimination tests additionnels
Corynebacteriumspp. 46 45 (97,8) 0 (0,0) 1(2,2) 0 (0,0) 0 (0,0)
Corynebacterium amycolatum 5 5 0 0 0 0
Corynebacterium diphtheriae 8 8 0 0 0 0
Corynebacterium jeikeium 8 8 0 0 0 0
Corynebacterium minutissimum 4 4 0 0 0 0
Corynebacterium pseudodiphtheriticum 5 5 0 0 0 0
Corynebacterium striatum 5 4 0 1 0 0
Corynebacterium ulcerans 5 5 0 0 0 0
Corynebacterium urealyticum 6 6 0 0 0 0
Arcanobacterium spp. 8 8 (100) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Arcanobacterium haemolyticum 7 7 0 0 0 0
Arcanobacterium pyogenes 1 1 0 0 0 0
Total 54 53 (98,1) 0 (0,0 1(1,9 0 (0,0 0 (0,0)




Tableau XVI : Performances de la carte ViteR 2 ANC

FD : faible discrimination ; TA : tests additionnels ; BGN : bacilles a Gram négatif ; BGPNS : bacilles a Gram positif non sporulés

L]
1]

0L

| dentification (%)

Groupe bactérien Nombre de, Correcte | Correcte a Correcte
souches testées s Avec FD | Incorrecte . Absente
au genre | l'espéce aprés TA
Anaérobies 261 99,2 87,0 9,2 3,1 93,5 0,8
BGN 116 100 94,0 2,6 3,4 96,5 0,0
Cocci 29 100 100 0,0 0,0 100 0,0
BGPNS 46 95,7 95,1 0,0 4.3 95,7 0,0
Clostridia 70 100 64,3 30,0 2,9 84,3 2,9
Corynebacterium spp. & 54 100 98,1 0,0 1,9 98,1 0,0
Arcanobacterium spp.
Total 315 98,7 88,5 7,6 2,9 94,1 0,6

Taux d’identification correcte 85 %

Taux d’identification correcte 80 %




Tableau XVII : Souches identifiées avec une faible discrimination par le systéme ViR ANC

Résultats ViteK® 2 ANC (nombre de souches)

Tests additionnels
proposes
par le fabricant

Résultats apres tests additionnels

Attendus

Obtenus

==

P. bivid-P. melaninogenica (2) Saccharose P. bivia (-), P. melaninogenica (+) -
F. nucleaturtF. varium(1) Coloration de Gram Extrer_nltes effilees F. nucleatum (+), Extrémités effilées 1
F. varium (-)
C. butyricumi-C. clostridioforme (4) Nitrate réductase |C. butyricum (-), C. clostridioforme {+ -
C. butyricuni-C. clostridioforme-C. bifermentans ({1) Lécithinase C. bifermentans (+), autres especes (- -
C. difficile’-C. bifermentans-C. sporogenes (10) Indole C. bifermentans (*), autres especes (- i
Lipase C. sporogenes (+), autres especes (-) -
C. difficile®-C. subterminale&. sporogenes (2) Lipase C. sporogenes (+), autres especes (-) -
C. ramosutC. paraputrificum (1) Mannitol C. ramosun(+), C. paraputrificun(-) +
C. sporogenésC. bifermentans (2) Lipase C. sporogenes (+), C. bifermentans (-) +
C. sporogendsC. subterminale (1) Lipase C. sporogenegt), C. subterminale (-) +

3.+ : positif ; - : négatif° Identification de référence
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Tableau XVIII. Souches incorrectement identifiées par le systéme ViteK’2ANC

Résultats de l'identification

Phénotypique de Carte Vitek® 2 ANC GénotvbiaUe
routine (niveau d’identification) ypiq
B. thetaiotaomicron B. ovatugB) B. thetaiotaomicron
P. bivia P. melaninogenica (TB) P. bivia
P. intermedia P. disiens (Ex) P. intermedia
P. melaninogenica| P. bivia (Ex) P. melaninogenica
P. granulosum C. difficile (Ex) P. granulosum
) C. difficile (B)
P. granulosurtt C. minutissimun@. pseudodiphteriticurtFD) P. granulosum
C. difficile C. sporogeneEx) C. difficile
C. tertium C. baratii (Acc) C. tertium
C. striatum C. minutissimum (Ex) C. striatum

Ex : excellente identification ; TB : trés bonne identification ; B : bonne identification ;
Acc : identification acceptable ; FD : faible discrimination

M Souche identifiéeC. difficile lorsque le caractére anaérobie était renseigné et
C. minutissimunfC. pseudodiphteriticuntorsqu’était renseigné le caractére aéro-anaérobie
facultatif.
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Tableau XIX. Identification des souches appartenant a des especes non revendiquées par
la base de données de la carte Vit&k2 ANC

Résultats de l'identification
Phenotypique de Carte Vitek® 2 ANC ) .
routine ) - . Geénotypique
(niveau d’identification)
(nombre de souches)
P. oris(1) P. melaninogenica (TB) P. oris
P. oris(5) P. oralis (Acc) P. oris
P. asaccharolytica (1) |Prevotella disiengEx) P. asaccharolytica
A. odontolyticug3) A. meyeri(Ex, TB, B) A. odontolyticus
C. innocuum(4) C. baratii (3 TB, 1 B) C. innocuum
C. innocuum(1) C. subterminale (EXx) C. innocuum
C. innocuum(2) C. sporogenes-C. subtermingfeD) C. innocuum
C. glucuronolyticun{1) | Non identifié C. glucuronolyticum
C. accolens (1) P. acneqTB) C. accolens

Ex : excellente identification ; TB : trés bonne identification ; B : bonne identification ;
Acc : identification acceptable ; FD : faible discrimination
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4. DISCUSSION

Afin d'établir une comparaison plus équitable avec les autres systémes d’identification
commercialisés, les performances de ces systemes ont été déterminées en prenant en compte
uniquement les résultats concernant les espéces répertoriées dans la base de données de la
carte Vitel 2 ANC et les changements taxonomiqUes5) (annexe 4). Les résultats obtenus

ave la carte ViteR 2 ANC sont globalement meilleurs que ceux obtenus avec les autres
systemes (104-106)

Il a été établi qu'un systeme d’identification devrait étre capable d’identifier les micro-
organismes isolés dans un laboratoire de biologie médicale avec un pourcentage
d’identification correcte d’au moins 90 % et d’au moins 95 % pour les micro-organismes
isolés couramment (comparativement aux méthodes conventionnelles) (50)

Dans notre étude, ce seuil a été atteint pour I'identification au nivegerthe sans recours a
des tests additionnels pour I'ensemble des groupes bactériens testés (tableau XVI).

Concernant l'identification au niveau diespeceet dans la limite des espéeces ou genres

inclus dans la base de données et du panel des souches tastéee ViteR 2 ANC a

permis lidentification correctesans tests additionnelsavec un pourcentage d’identification

supérieur a 95 % des souches appartenant (104-106) :

* aux Bacteroidesdu groupefragilis (bactéries anaérobies les plus frequemment isolées) et
a I'espece B. ureolyticus

e aux cocci a Gram positif anaérobies,

* aux bacilles a Gam positif anaérobies non sporulés. Cependant, contrairement a I'étude de
Wilkey et coll. (106) qui a montré une identification correcte initialesd& souches
testées, nous avons rencontré des problémes didentification pour I'espéce
P. granulosum car parmi les trois souches testées, deux ont été identifiées
C. difficile lorsque le caractére anaérobie était renseigné, et l'une d’entre elles
C. pseudodiphteriticur®@. minutissimumavec une faible discrimination lorsque le
caractere anaeérobie facultatif était renseigné. Br,granulosumest décrit comme
anaérobie ou microaérophile, contrairemerR.aacnesqui est plus aérotolérant et pour
lequel aucun probleme d’identification n'a été observé alors que le caractére anaérobie
strict était renseigné. Méme Ri granulosunpeut se développer en aérobiose, la taille de
ses colonies est nettement plus importante en anaérabiosé’ar ailleurs, I'habitat de
P. granulosumet deC. difficile est différent P. granulosumest isolé des régions riches
en sebum de la peau alors dliedifficile est présent dans le tube digestif et est recherché
le plus souvent dans les selles dans un contexte d'infection digestive. La nature du
prélevement mais aussi I'aspect apres coloration de Gragrgnulosum : bacille a Gram
positif irrégulier,C. difficile : bacille & Gram positif droit sporulé) sont donc importants a
prendre en compte car ils permettent de déceler cette erreur d’identification.

e aux genre€orynebacteriunet Arcanobacterium. Les performances de la carte sont donc
meilleures que celles obtenues avec les systémes API CayiRapID CB Pludcar un
taux d’identification correcte supérieur a 95 % a pu étre obtenu seulement apres tests
additionnels(110, 114, 115)Dans une étude anciennes!performances du systeme
Biolog® GP2 Microplate n’étaient pas satisfaisantes avec la base de données version 3.50
(113).
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Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans les deux autres études portant sur le
systéme ViteR 2 ANC pour ce qui concerne I&acteroidesdu groupe fragilis, I'espéce

B. ureolyticuset les cocci a Gram positif.05, 106).Rennie et coll. (105ont cependant

observé un taux d’identification correcte Iégérement inférieur (93 %) pour les bacilles & Gram
positif non sporulés et les corynébactéries, alors que le nombre de souches testées pour ces
deux groupes bactériens était comparable a celui de notre étude.

Le systtme APl 20 A® apparait globalement moins performant que la carte
Vitek® 2 ANC pour l'identification des bactéries anaérobies. Cependant, les données de la
littérature sont anciennes. Ce systeme requiert un délai d’identification plus long, surtout si
des tests complémentaires sont nécessaires, et ceci peut étre préjudiciable pour I'optimisation
de la prise en charge thérapeutique.

Concernant le systénidicroScan Rapid Anaerobé, la seule étude disponible (ancienne)
conclut que le systeme a des performances d’identification nettement moins bonnes que les
méthodes conventionnelles auxquelles il est comparé (92)

Conernant les autres systemes, le seuil de 95 % d’identification correcte au niveau de
'espece et sans recours a des tests additionnels a été atteint avec les systéemes
Rapid ID 32 A® pour I'identification des cocci & Gram positifs, 80) Rapid ANA 11 ® pour
I'identification des cocci & Gram positif et deeevotella spp(85), etBD Crystal® ANR 1D
pourl'identification des cocci a Gram positif et des Fusobactespm (89, 90).

Pour la plupart des especes d'intérét médical regeidéds par la base de données de la carte
Vitek® 2 ANC, des taux d’identification correcte d’au moins 95 % ont été rap@Eptés la
réalisation de tests additionnelsrecommandés par le fabricant avec les systéemes
Rapid ID 32 & (70, 73, 76)RapID ANA 1I® (86) et BD Crystaf ANR ID (89). Il est & noter
quavec le systéme Rapid ID 32 Ades analyses simples et rapides telles que la coloration de
Gram, la pigmentation des colonies, I'aérotolérance, et la catalase sont considérées comme
des tests additionnels car ils ne sont pas requis pour I'identification initiale.

Wilkey et coll. et Rennie et coll. n'ont pas mentionné avoir réalisé les tests additionnels
recommandeés par le fabricant pour les souches identifiées avec une faible discrimination. I
est possible que les taux d’identification correcte obtenus aient été alors supérieurs.

Dans notre étude, apres réalisation des tests additionnels recommandés, le seuil de 95 %
d’identification correcte a été atteint pour les souchdsusebacteriunspp. testéed.a seule

souche deF. nucleatumidentifiée initialement avec un faible niveau de discrimination a été
rapidement correctement identifiée aprés réalisation d’une coloration de Gram recommandée
par le fabricant(figure 30).Ce «test complémentaire », qui est de toute facalisééau
préalable, ne demande ni temps supplémentaire ni réactif particulier. Toutes les souches du
genreFusobacteriuntestéesont donc été identifiées rapidement dans notre étude. Des taux
d’identification initiale correcte inférieurs (82 et 87 %) ont été obtenus dans les deux autres
études évaluant la carte VifeR ANC (105, 106)
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Figure 30. Fusobacterium nucleatum, coloration de Graia’aprés http://www.asm.org/)

A l'instar des deux autres études portant sur la carte %2ekNC, nous avons observé des
taux d’identification correcte inférieurs a 95 % pour Resvotella spp. [86 % (n=36)L04),

78 % (n=18)(105), 91 % (n=347)(106) et lesClostridium spp. [64 % (n=70)104), 79

% (n=86) (105) 77 % (n=1129)106] et la réalisation de tests additionnels dans nétirde
n'a pas permis d’atteindre ce seuil.

Comme dans ces deux études, les problemes d’identification concernent essentiellement les
espece®. bivia etP. melaninogenica dont certaines souches ne sont pas différenciées ou ne
sont pas correctement identifiées dans notre étudP, ettermedia dont une souche est
incorrectement identifiée dans notre étudedisiens.

Pour difféerencierP. bivia deP. melaninogenica, le test complémentaire proposé par le
fabricant est la fermentation du saccharose (positive Bhezelaninogenica), qui nécessite

au moins 24 heures d'incubation. Ce test, pourtant intégré au sein de la cate2\ARK,

est apparu négatif pour les souches incorrectement identifiees d'emblée. La durée
d’'incubation de la carte n'est peut-étre pas assez longue pour optimiser la réaction de
fermentation du saccharose. D’autres tests peuvent étre préconisés pour différencier ces deux
especes : la pigmentation noire des colonies (figure 31) et la détectiangigaltosidase,
présentes uniquement cheP. melaninogenica. La pigmentation des colonies des
Prevotella spp. pigmentées peut apparaitre tardivement, mais elle est précédée par une
fluorescence rouge brique détectable sous lumiére U, ce qui nécessite de disposer
d’'une lampe a U.V. La détection dex-fjalactosidase quant a elle, peut étre effectuée
rapidement grace & un test unitaire (comprimé Rosco Diagnostica

P. intermedia se différencie dB. disienspar la pigmentation noire de ses colonies, la
fermentation du saccharose, la production d’'indole etfutosidase. Il est intéressant de
noter que le test de fermentation du saccharose ainsi que leftestsidase étaient également
négatifs pour la souche d& intermedia identifié®. disiensdans notre étude. La détection de
I'a-fucosidase peut également étre effectuée grace é&esinunitaire (comprimé Rosco
Diagnostic§).

L'intégration du test de détection de-falactosidase au sein de la carte Viték ANC

pourait donc peut-étre augmenter les performances d’identificatiorPdmstella spp. Le

test indole nécessite I'ajout d’'un réactif de révélation et ne peut donc pas étre intégré dans la
carte Vitek 2 ANC.

L'identification au niveau de l'espéce dedRrevotella spp. au moyen de galeries
commercialisées n’'est pas toujours possible. Celle-ci peut nécessiter le recours a des
techniques de biologie moléculaire (séquencage du géne de I'ARNr 16S). En pratique
courante, cette identification ne parait pas indispensable en l'absence de facteurs de
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pathogénicité et/ou de mécanismes de résistance aux antibiotiques connus. En revanche, il est
nécessaire de rechercher pour les souches appartenant a ce groupe bactérien, la production de
B-lactamase et/ou une sensibilité diminuée au métreaida

Figure 31. Colonies de P. melaninogenica sur gélose au sang (d’aprés Dubreuil)

Des résultats moins satisfaisants ont été obtenus lors de lidentification des souches de
Clostridium spp. car 64,3 % des souches ont été correctement identifiées au niveau de
I'espece sans recours a des tests additionnels. Ce taux est passé a 84,3 % apres réalisation des
tests additionnels recommandés par le fabricant mais ces tests nécessitent une durée
d’'incubation d’au moins 24 heures. Le taux d’'identification correcte initiale observé dans
notre étude est Iégérement inférieur a ceux rapportés dans les deux autres études (77-79 %).
Ceci peut s’expliquer, du moins en partie, par la différence de distribution des especes entre
les études et en particulier par le fait que le nombre de souchesdiféicile testées dans

notre étude [28,6 % (20/70)] était relativement élevé comparativement au nombre de souches
incluses dans les deux autres études [4,7 % (4186)), 8,7 % (98/1129)106]). Or la carte

Vitek® 2 ANC n'identifie pas de maniére satisfaisante les souches appartenant a cette espéce.
A linstar de I'étude de Wilkey et coll106), un taux d’identification correcte d’au moins

95 % a été obtenu avec les espéeces toxinogenes suivabtegerfringens C. septicum

C. sordellii et comme dans les deux autres étufess, 106), avec des espéces non
toxinogenes telles que C. cadavesisC. paraputrificum

Globalement, des résultats non satisfaisants ont également été observés avec les autres
systémes sauf avec le systéme Rapid ID 32lans I'étude de Sperner et caii2). Celle-ci

rapporte un taux d’identification correcte initiale de 96 % pour les espéc€sodiidium
revendiquées par la carte Vife2 ANC. Cependant, dans cette étude, les souches étaient
d’origine alimentaire ou de collection et 75 % des souches testées appartenaient aux especes
C. perfringeng49/113) et C. bifermentar{36/113).

Les especes de clostridia ayant posé des problemes d'identification avec la carte
Vitek® 2 ANC sont les suivantes :

C. bifermentans. dans notre étude, les deux souches testées n'ont pas été identifiées et dans

les deux autres études, les souches ont été identifiees le plus souvent avec une faible
discrimination.
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C. butyricum: dans toutes les études, ces souches ont été identifiees avec une faible
discrimination. Les tests additionnels proposés (nitrate réductase, lécithinase) nécessitent 24 a
48 heures supplémentaires alors qu’une simple coloration de Gram permet la différenciation
rapide entreC. butyricumet C. clostridioforme. La production dp-lactamase doit étre
recherchée pour ces deux especes (127)

C. clostridioforme : dans notre étude, les six souches testées ont été correctement identifiées.
Dans les deux autres études, le taux d’identification correcte était inférieur. Ceci pourrait
s’expliquer par une différence de sélection des souches : nous avons sélectionné des souches
appartenant a I'espéee clostridioforme sensu strictt il est possible que les souches des

deux autres études appartiennent a&igstridium du groupeclostridioforme qui comprend
également des espéces morphologiguement proches. Il est également important d’identifier
cette espece (ou ce groupe d’especes) pour rechercher la produdbidectienase comme
nousl’avons vu, mais aussi en raison de la fréquence de leur isolement, en patrticulier dans les
hémocultures128). Par ailleurs, cette espece est associée a desangemvasives séveres

chez ’lhomme (41)

C. ramosum: lors d’une faible discrimination entre cette espedg.egiaraputrificumcomme

cela a été le cas pour une souche de notre étude, la coloration de Gram peut permettre
I'identification définitive. En effetC. ramosunpeut apparaitre Gram négatif (figure 32) et ne
sporule que tres difficilement (contrairemer@ gparaputrificun). C. ramosumnest une espece
importante a identifier, car elle est également fréquemment isolée dans les hémacuiiures

De plus, cette espece est susceptible de produire-lastginase.

o PN

Figure 32 : Coloration de Gram de C. ramosunid’apres 129)

C. sporogenes toutes les études d’évaluation de la carte Vit2KANC ont montré un taux
d’identification de cette espece non satisfaisant. L'identificatiol€ deporogenesequiert
souvent le recours a des tests additionnels comme la détection de la lipase, qui nécessite
plusieurs jours d’incubation et I'emploi d’'un milieu au jaune d’oeuf. Celui-ci peut étre
préparé a partir d’'une solution au jaune d’oeuf disponible dans le commerce.

C. tertium: toutes les souches de notre étude ont été correctement identifiées lorsque le

caractere anaérobie facultatif était renseigné. Pour la seule souche idéntligetii, c’est
le caractere anaérobie strict qui avait été sélectionné. Ceci montre I'importance de la sélection
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des trois caracteres (coloration de Gram, morphologie, type respiratoire) pris en compte pour
I'identification initale. En effet, contrairement @. baratii C. tertium est aérotolérant.

C. tertium a une importance clinique car il est souvent isolé d’hémocultures de patients
neutropéniques et peut étre la cause d’entérocolite chez ces patients et de méfingites

133) De plus, il est résistant a certains antibiotiquesparticulier aux céphalosporines de
troisieme génération et pour certains auteurs, au métronid&zble Dans notre étude,
I"identification incorrecte d’une des six souches aurait donc pu étre préjuficiable pour le
patient.

C. difficile : I'identification de cette espéce est réalisé le plus souvent dans un contexte de
diagnostic d’infection digestive. C’est I'espece @®stridium toxinogene pour laquelle les
résultats obtenus avec la carte VitékANC apparaissent les moins satisfaisants, la majorité
des souches étant identifiées avec une faible discriminéiiof, 106) Dans notre étude, un

taux d’identification correcte de 85 % a été obtenu apres réalisation de tests additionnels qui
nécessitent au moins 24 heures d’incubation. Parmi les autres systemes, une identification
satisfaisante d€. difficile a pu étre obtenue avec APl Z¥MBD Crystaf ANR ID (89),

API 20 A® (aprés 48 heures d'incubatioff)s, 67)et Rapid ID 32 A aprés réalisation de

tests additionnels (76, 7.7)

L’ aspect en verre brisé des coloniesGidifficile (figure 33) et leur odeur de « crottin de
cheval » sont tres évocateurs. Ces caractéres peuvent contribuer a identifier cette espéce lors
de faibles discriminations avec d’autres espece€ldstridium et de suspecter une erreur
lorsqueC. difficile est identifiéC. sporogenesomme nous l'avons observé pour une souche
de notre étude.

La croissance sur milieu sélectif composé de cyclosérine et de céfoxitine (figure 34) permet
également d’éliminer certaines de ces especes, hd@miycolicum C. bifermentanset

C. innocuunqgui peuvent se développer sur ce miligd4). Les colonies d€. glycolicumet

C. bifermentan®nt un aspect différent de celui des colonieddifficile. Par contre, les
colonies deC. innocuumont un aspect proche de celles@ldifficile, mais contrairement a

C. difficile, C. innocuunne produit pas de L-proline-aminopeptidase4). En cas de doute,
laproduction de cette enzyme peut étre détectée grace & un comprimé Rosco DIATABS

La démarche diagnostique d’infection digestiv@.aifficile repose cependant avant tout sur

la détection des toxines A et/ou B dans les selles des patients symptomdtitjuéso)
pouvant étre associée a la détection d’'une enzymeglutamate déshydrogénase (GDH)
produite parC. difficile mais aussi par d’autres espécesCitestridium L'intérét de ce test
réside dans son excellente valeur prédictive négaiive, 137, 140, 141 Avec I'apparition

de souches deC. difficile virulentes et a l'origine d’épidémies, les laboratoires ont éte
encouragés a réaliser la culture des selles pour I'isolement des sou€hatiftieile dans un

but épidémiologique142). Cette pratique permet d’augmenter la sensibiliggmstique

(138) mais il est nécessaire de rechercher la productiotoxdees a partir des souches car
seules les souches toxinogenes sont considérées comme pathogenes.
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Figure 33 Figure 34

Figure 33. Colonies deC. difficile sur gélose au sang (d’'aprés http://www.bact.wisc.edu) ;
Figure 34. Colonies de C. difficilesur milieu CCFA au jaune d’ceuf(d’aprés 129)

Pa ailleurs, comparée aux autres systéemes d’identification des bactéries anaérobies et des
corynébactéries, la carte Vifel2 ANC présente I'avantage d'offrir une automatisation plus
compléete. Les manipulations réservées au technicien sont tres rapides a effectuer. De plus, le
colt de la carte est inférieur a celui de la plupart des autres systéemes (tableaux V et VI).
Cependant, un des inconvénients de ce systéme est sa base de données qui pourrait étre
étendue.

Concernant les bacilles a Gram négatif, I'intérét de pouvoir iden@@mocytophaga
spp. et Leptotrichia spp. réside entre autre dans le fait que ces bactéries peuvent étre
confondues ave€. nucleatumcar elles ont une morphologie similaire apreés coloration de
Gram (27) (figures 35 et 36). La pigmentation jaune des de®mleCapnocytophaga spp. et
I'aspect « framboisé » des colonies ldeptotrichia buccalissont évocatrice$40). De plus,
contairement & . nucleatumlesCapnocytophaga spp. sont capables de se développer dans
une atmosphere enrichie en £0 est a noter qu€apnocytophagaps est revendiqué par la
base de données de la carte Vit€kNH. Bien que rarement isolées, les espéces appartenant
au genreCapnocytophaga dteptotrichia ont une importance clinique car elles sont isolées
d’hémocultures chez des patients neutropéniques (33)
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Figure 35 Figure 36

Figure 35. Coloration de Gram deCapnocytophagasp. (d’apréshttp://www.scielo.cl/) ;
Figure 36. Coloration de Gram de Leptotrichia sp. (d’apres http://vietsciences.free.fr)

La base de données de la carte \fitBkANC ne revendique aucune espéce du genre
Porphyromonas contrairement a d’autres systemes. Ces especes, rarement(is0)éssnt
principalement responsables d’infections urogénitales, intra-abdomifalasgccharolytica)

(33) ou de la sphére ORIP6rphyromonas gingivalisPorphyromonas endodontgli§33, 40)

Elles peuvent étre aussi responsables de bactériémies. Elles forment, la plupart du temps, des
colonies noires sur gélose au sang (figure 37). Cette pigmentation, qui peut étre longue a
apparaitre, est précédée d'une fluorescence sous U.V. pour certaines espéces. Les
Porphyromonasspp. peuvent étre confondus avec certaines especes pigmentées du genre
Prevotella en l'absence de la détermination de la sensibilité a la vancomycine (les
Porphyromonaspp. y sont sensibles, IBsevotella spp. résistantes)3). Lorsque I'on isole

un bacille a Gram négatif formant des colonies noires, il peut étre judicieux d’évaluer sa
sensibilité a la vancomycine (comprimé a 5 ug) paralléelement a l'identification avec la carte
Vitek® 2 ANC.

Dans notre étude, I'uniqgue souche Bleasaccharolytica testée a été identifléedisiens

espece non pigmentée en noir. Ceci permet de suspecter I'erreur et de vérifier I'identification
a l'aide d'un comprimé de vancomycine. Il est a noter qu@degphyromonaspp. sont bien
identifiés par la galerie APl ZYR qui permet la détection de la trypsine et de la
chymotrypsine.
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Figure 37. Colonies de Porphyromonasp. et Prevotella sp. pigmentées
(d’aprés http://www.icb.usp.br/)

Concernant lesclostridia, d’autres systemes intégrent des especes telles que
Clostridium botulinum, Clostridium glycolicum, Clostridium innocuum, Clostridium limosum,
Clostridium novyi A, Clostridium tetani
Les diagnostics du botulisme et du tétanos ne sont habituellement pas basés sur
I'identification des bactéries en cause, mais sur la recherche de la toxine botulique dans le cas
du botulisme (intoxination alimentaire) et sur I'examen clinique dans le cas du tétanos.
L’intégration deC. botulinumet C. tetanidans les bases de données ne parait donc pas d’'une
importance fondamentale.

Par contre, il serait intéressant de pouvoir identifi@r novyi A et C. innocuum

Bien que rarement isol&;. novyi Aest une espéce toxinogéne qui peut étre a l'origine de
gangrénes gazeuses et de chocs toxiques, grevés d'un taux de mortalité important, en
particulier chez les patients toxicomanes (143, .144)

C. innocuum fréequemment isolé en particulier dans les infections concernant les patients
immunodéprimés, est résistant a plusieurs antibiotiques utilisés pour traiter les infections a
anaérobies, et présente une résistance de bas niveau a la vancaoimicinés,41). Cette

egece apparait Gram négatif aprés coloration de Gia@mnElle est mal identifiée d’emblée

pa les systemes d’identification enzymatiqués, 145) les taux d’identification correcte

sans tests additionnels n’excédant pas 50 % dans la plupart des @taides, 78, 85, 86, 89,

90). Toutes les souches testées dans notre étude arurététement identifiées au niveau du
genre mais incorrectement identifiées a I'espéce. Etant donn@. gueocuunest une espéce

plus résistante aux antibiotiques que les autres clostridia, ces résultats peuvent induire des
erreurs de traitement.

BN

Les bactéries appartenant au geAinomycessont importantes a identifier car
certaines especes sont impliquées entre autre dans I'actinomycose qui nécessite un traitement
prolongé (28). Par ailleurs, ces bactéries sont résistantes awomczole. Les especes
impliquées le plus frequemment dans I'actinomycose, en particulier cervico-faciale, sont
A. israelii, A. gerencseriaei\. odontolyticuset moins fréequemmend. meyeriA. naeslundii
A. viscosuset A. graevenitzii(35, 149) La base de données de la carte Vite8kANC ne
comprend pas les espéeces A. odontolyticus, A. visebguggraevenitzii.
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Dans notre étude, les trois souchesAd'odontolyticudestées ont été identifieds meyeri

Ces deux especes peuvent étre différenciées par I'observation d’une pigmentation rose-brune
des colonies d’ A. odontolyticus.

Les autres especebActinomycessont principalement impliguées dans les infections de la
peau et des tissus mous, aussi une identification au niveau du genre parait satisfaisante.

La carte ViteR 2 ANC permet lidentification decorynébactéries importantes
lorsque sont pris en compte I'impact clinique, la fréquence d’isolement et la résistance aux
antibiotiques, mais le genfeorynebacteriuntomprend de nombreuses autres espéces. Ainsi,
des espéces telles qu€. accolens, Corynebacteriunpropinquum, C. afermentans,

C. glucuronolyticum, C. macginleyi, Corynebacterium au@lspseudotuberculosistc., sont
comprises dans les bases de données d’autres systemes mais ne font pas partie de celle de la
carte Vite€ 2 ANC. Pourtant, I'identification de certaines de ces espéces permettrait de
préciser leur pathogénicitéC. glucuronolyticumdans les infections prostatiqug$0, 151)

C. kroppenstedtiidans les mastites granulomateuses?, 153),C. auris dans les otites

C. macginleyilors d’'infections oculaire§l54), C. riegeliidans les infections urinairgs.55).

C. pseudotuberculosipeut produire une toxine similaire a celle @e diphtheriae Cette

espece provoque surtout des infections chez les animaux mais peut étre isolée chez ’lhomme
et provoquer des lymphadénités56), une pharyngite et éventuellement un syndrome
diphtérique (157)

Il serait également intéressant d’intégrer le geAcEnobaculumau sein de la base de
données de la carte Vif8k2 ANC car ces espéces peuvent étre responsables d’infections
urinaires notamment.

D’autres systémes d’identification integrent parfois dans leur base de données des
corynébactéries telles queeifsonia aquatica,Arthrobacter spp., Brevibacterium spp.,
Cellulomonas spp., Dermabacter spp., Dietzia spp., Gordonia spp., Oerksovia spp.,
Rhodococcuspp., Rothia spp. et Turicella otitidis

On peut remarquer que les corynébactéries rencontrées en pathologie humaine et présentant
des colonies pigmentées ne sont pas incluses dans la base de données de la carte
Vitek® 2 ANC : Corynebacterium falseniiCorynebacterium lipophiloflavuirie complexe

C. renale(figure 38),L. aquatica,Cellulomonasspp.,Microbacteriumspp.,Oerksovia spp. et
Curtobacteriumspp. donnent des colonies jaundsgrynebacterium auricomucosupeut

donner des colonies noires (figure 3Piptzia spp.,Gordonia spp. eRhodococcusspp.

donnent des colonies généralement orange a rose.

De méme, la recherche de la mobilité a partir d’'une culture en milieu liquide n’est positive
que pour certaines espéces dont la plupart ne sont pas reconnues par la c&r Afitek

(L. aquatica, certaines especes Merobacterium Arthrobacter spp., Cellulomonasspp.,
Oerksovia spp.).

Ainsi, la carte ViteR 2 ANC ne devrait pas étre utilisée pour I'identification de toute bactérie
corynéforme pigmentée et mobile.
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Figure 38. Colonies de C. renalsur gélose au sang
(d’apres http://www.microbiologyatlas.kvl.dk/)

Figure 39 : Colonies de C. auricomucosusur gélose au sang apres 96 heures
d’incubation (d’apres 47)

Certains systemes permettent également I'identification d’autres bacilles a Gram positif tels
queListeria spp.,Erysipelothrix rhusiopathiaet Gardnerella vaginalisL’intégration de ces
especes dans les bases de données n’est pas inutile, car ces bactéries peuvent étre confondues
avec des corynébactéries par un observateur non expérimenté. Il existe notamment un risque
d’erreur majeur concernahtsteria monocytogenegui peut apparaitre de forme irréguliere a

la coloration de Grani6), bien que cette espéce soit décrite comme un bacille a contours
réguliers le plus souvent rectiligne (figure 40). Il faut toujours suspecter sa présence dans une
hémoculture positive a bacilles a Gram positif (46)

L. monocytogene%. rhusiopathiae eG. vaginalissont revendiquées par la base de données
d’'une autre carte utilisée avec 'automate \fitek la carte ViteR 2 GP (158). Pour les
utilisateurs du systéme Vit8k2, en cas de doute quant & I'aspect morphologique aprés
coloration de Gram, il parait judicieux d'utiliser les deux cartes (Viték ANC et

Vitek® 2 GP). G. vaginalisppartient également a la base de données de la cart& ZitéH.

En cas de suspiscion d’'une infectioh..amonocytogenesl est aussi possible d’effectuer des

tests d’identification présomptive : rechercher la mobilité apres culture a 22 °C, incuber un
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milieu de culture a 4 °C, effectuer le test d’hydrolyse de I'esculine. Si I'un de ces tests est
positif, il faut utiliser la carte Viték2 GP pour identifier la souche.
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Figure 40 Figure 41

Figure 40. Coloration de Gram de Listeria monocytogendd’apres http://www.microbe-
edu.org/) ; Figure 41. Coloration de Gram dErysipelothrix rhusiopathiae (d’apres
http://www.gefor.4t.com/)

L'identification phénotypique basée sur I'étude des caractéres biochimiques des bactéries est
encore la plus utilisée en routine dans les laboratoires de biologie médicale. Mais d’autres
techniques d'identification bactérienne émergent, s’appuyant sur la biologie moléculaire
(séquencage par exemple) ou la chimie analytique (spectrométrie infrarouge, spectrométrie de
masse...). Ces techniques restent encore actuellement I'apanage de laboratoires spécialisés.

Les méthodes génotypiquegpeuvent compléter voire se substituer aux méthodes
d’identification phénotypique.

L'identification génotypique des bactéries peut étre réalisée grace a I'utilisation de différentes
techniques, telles que (159)

» L’hybridation de I'ADN ou de I'ARNr bactérien avecesl sondes nucléiques
spécifigues d’especes et marquées par un composé radioactif, enzymatique ou
chimique. Elle peut étre réalisée directement a partir de prélevements ou a partir de
colonies isolées. Cette méthode est trés spécifigue mais manque de sensibilité. Les
puces a ADN, qui sont susceptibles de se développer a I'avenir, sont basées sur ce
principe : des dizaines de milliers de sondes sont greffées sur un support, et
I’hybridation de I’ADN bactérien avec certaines de ces sondes permet I'identification
des microorganismes.

» Le séquencage de genes présents chez toutes lésdsacomme par exemple le gene

codant 'ARNr 16S, reposant sur l'utilisation d’amorces universelles (voir « Matériels
et méthodes »).
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» La PCR spécifigue basée sur [l'utilisation d’amorceecsgiques qui permettent
uniguement I'amplification de I’ADN bactérien de I'espece ciblée. Il existe plusieurs
variantes de PCR (PCR multiplexe, PCR nichée, PCR en temps réel). Parmi elles, la
PCR en temps réel est de plus en plus utilisée : I'accumulation du produit
d’amplification est suivie en temps réel grace a l'utilisation de sondes fluorescentes.
Cette technique constitue un progres majeur car :

- elle est rapide,

- elle permet le suivi de I'amplification donc élimine les étapes de mise en évidence
du produit d’amplification apres la PCR (électrophorese),

- elle peut étre utilisée pour quantifier les bactéries (160)

Ré&emment, des méthodes de PCR en temps réel unitaires et permettant la détection du

géne codant la toxine B d2. difficile (tcdB) (BD GeneOhfh Cdiff, BD Diagnostics)

(Xpert® C. difficile, Cepheid) ont été commercialisées.

Par rapport aux méthodes d’identification phénotypiques, voici les avantages des méthodes
d’identification génotypiques (118, 160)

» édlles sont plus sensibles

» elles sont plus spécifiques (117)

» dles n’impliquent pas forcément l'isolement des bactéries; elles peuvent étre
effectuées directement a partir de prélevements, ce qui facilite l'identification de
bactéries difficiles a cultiver ou non cultivables

» elles permettent parfois lidentification d'une bactérie lorsque les méthodes
phénotypiques conduisent a une impasse

» elles sont relativement rapides dans le cas des bactéries d’identification phénotypique
longue et délicate (ex : bacilles anaérobies a Gram positif).

Cependant, les méthodes de biologie moléculaire présentent certains inconvénients (160)

* |'obligation d’organiser le laboratoire en plusieurs secteurs géographiqguement isolés
les uns des autres.

* le codt des réactifs

* les faux positifs : étant donné la grande sensibilit¢ de ces techniques et I'emploi
fréequent d’amorces universelles, des contaminations par 'ADN de bactéries non
responsables d’infections peuvent avoir lieu

* les faux négatifs : les réactions de PCR pouvant étre réalisées a partir d’'un faible
volume, la concentration bactérienne peut étre tres faible. Les faux négatifs peuvent
étre également dis a des composés inhibiteurs de la réaction, a la dégradation de
I’ADN par des nucléases, a une mauvaise extraction de I’ADN...

» lors des PCR spécifiques, le choix de I'amorce et la nécessité de ciblage des bactéries
a rechercher (161)

« la difficulté a identifier plusieurs especes simultanément, méme avec la PCR
multiplexe

» la détection d’'organismes non viables. Certaines études ont montré que 'ADN de
bactéries rendues non viables par une antibiothérapie pouvait étre détecté jusqu’a trois
semaines apres le traitement (116)

* Jlorsqu'elles sont effectuées directement a partir de prélevements, l'absence
d’'isolement de la bactérie ne permet pas la détermination de la sensibilité aux
antibiotiques en I'absence de techniques de biologie moléculaire mettant en évidence
les génes de résistance.
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* la qualité des séquences répertoriées dans les bases de données : certaines peuvent étre
incompletes voire erronées
» I'absence de criteres précis pour définir une espéce (séquencage)

La spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption
lonization-Time Of Flight) est une technique de séparation de molécules (protéines et
peptides en ce qui concerne la microbiologie) selon leur njassel74) Le processus de
préparation des échantillons comprend plusieurs étapes: tout d’abord, l'inactivation des
bactéries, puis la lyse de la paroi bactérienne, ce qui permet la libération des protéines. Les
molécules sont disposées sur une cible. Un laser UV permet l'ionisation et la désorption par
I'intermédiaire d’'une matrice cristalline adjuvante. L’énergie absorbée provoque une émission
d’'ions en phase gazeuse. La séparation se fait par la mesure du temps de déplacement des
molécules dans un tube sous vides9) la vitesse de chaque ion étant inversement
proportionnelle a sa masse. Le poids moléculaire des molécules étudiées est compris entre
2000 et 20 000 Dalton. Les protéines ribosomales et certaines protéines membranaires sont les
plus abondantes. L'analyse des profils obtenus révele des biomarqueurs spécifiques
permettant de distinguer les espéces.

Les avantages de la spectrométrie de masse MALDI-TOF sont notamment :
» larapidité de I'identification, de I'ordre de quelques minutes (164, 166, 167)
» e fait qu’un faible inoculum bactérien suffise
» le faible codt par analyse en terme de consommables (164, 166)
« la fiabilité et la reproductibilité de l'identification rapportées par certains autsiirs
172, 173)
 le niveau de lidentification, allant parfois jusqu'a la sous-espéece, voire la
caractérisation d’'une souche. Concernant les bactéries anaérobies, cette technique a
permis notamment :
o la différenciation entreC. botulinumet C. sporogengsainsi qu’entre des
groupes métaboliques au sein de I'espéce C. botulifGim 171)
o I'identification de C difficile de PCR ribotype 027 (171)
o l'identification de sous-especes au sein de I'espéce F. nucléatiin
o lidentification des espéces de Porphyromofias?)

Les inconvénients de la spectrométrie de masse MALDI-TOF sont notamment :
» le codt élevé du spectromeétre et de son entretien annuel (164, 166)
« comme pour tout systeme d’identification, la nécessité de construire des bases de
données de qualité, en particulier pour les bactéries anaérobies.
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Le systéme Vitek 2 ANC est une méthode simple, rapide et satisfaisante pour I'identification

des principales espéces de bactéries anaérobies et de corynébactéries fréquemment isolées
dans un laboratoire de bactériologie médicale. Il représente une amélioration par rapport aux
autres systemes d’identification phénotypique disponibles. Dans notre étude, la plupart des
problemes d’identification rencontrés ont été résolus a l'aide des tests complémentaires
proposés par le fabricant. Toutefois, le recours a ces tests entraine un allongement de la durée
d’identification et peut nécessiter le recours a certains tests non disponibles. Une rapidité de
I'identification est un atout important surtout si une communication en temps réel existe entre

le biologiste et le clinicien (25)

Ce systéme pourrait étre amélioré par l'incorporation d’autres tests dans la carte, I'addition
d’autres tests complémentaires et par I'intégration dans la base de données d’autres espéces de
bactéries anaérobies et de corynébactéries susceptibles d’étre rencontrées en pathologie
humaine.

Toutefois, 'automatisation donne des outils au biologiste mais celui-ci doit cependant garder
un esprit critique vis-a-vis des résultats en ne négligeant pas des tests simples tels que la
coloration de Gram, la morphologie, la pigmentation et I'odeur des colonies, le type
respiratoire, etc. et prendre en compte l'origine du prélevement et le contexte clinique.
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ANNEXE 1 : Liste des espéces revendiquées par la carte VifeR ANC

Actinomyces israelii
Actinomyces meyeri
Actinomyces naeslundii
Arcanobacterium haemolyticum
Arcanobacterium pyogenes
Bacteroides caccae
Parabacteroides distasonis
Bacteroides fragilis
Bacteroides ovatus
Bacteroides stercoris
Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides uniformis
Bacteroides ureolyticus
Bacteroides vulgatus
Bifidobacterium spp.
Clostridium baratii
Clostridium bifermentans
Clostridium butyricum
Clostridium cadaveris
Clostridium clostridioforme
Clostridium difficile
Clostridium histolyticum
Clostridium paraputrificum
Clostridium perfringens
Clostridium ramosum
Clostridium septicum
Clostridium sordellii
Clostridium sporogenes
Clostridium subterminale
Clostridium tertium
Collinsella aerofaciens

Corynebacterium amycolatum
Corynebacterium diphtheriae
Corynebacterium jeikeium
Corynebacterium minutissimum
Corynebacterium pseudodiphtherit
Corynebacterium striatum
Corynebacterium ulcerans
Corynebacterium urealyticum
Eggerthella lenta
Eubacterium limosum
Finegoldia magna
Fusobacterium mortiferum
Fusobacterium necrophorum
Fusobacterium nucleatum
Fusobacterium varium
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus gasseri
Microbacterium flavescens
Parvimonas micra
Peptoniphilus asaccharolyticus
Peptostreptococcus anaerobius
Prevotella bivia
Prevotella buccae
Prevotella disiens
Prevotella intermedia
Prevotella melaninogenica
Prevotella oralis
Propionibacterium acnes
Propionibacterium granulosum
Propionibacterium propionicum
Staphylococcus saccharolyticus

Veillonella spp

cum

Especes proches a considérerActinomyces israelii/gerencseriaegroupe Clostridium
clostridioforme, Clostridium sporogenes/C.botulinum, Prevotella indeiadP. nigrescens
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ANNEXE 2 : Composition de la carte ViteK 2 ANC

Puits Test Abréviation
4 D-GALACTOSE dGAL
5 Leucine ARYLAMIDASE LeuA
6 ELLMAN ELLM
7 Phenylalanine ARYLAMIDASE PheA
8 L-Proline ARYLAMIDASE ProA
10 L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE PyrA
11 D-CELLOBIOSE dCEL
13 Tyrosine ARYLAMIDASE TyrA
15 Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE APPA
18 D-GLUCOSE dGLU
20 D-MANNOSE dMNE
22 D-MALTOSE dMAL
28 SACCHAROSE/SUCROSE SAC
30 ARBUTIN ARB
33 N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE NAG
34 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-glucoside BGLUi
36 UREASE URE
37 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-glucuronigde BGURI
39 BETA-GALACTOPYRANOSIDASE Indoxy BGALI
41 ALPHA-ARABINOSIDASE AARA
42 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-alpha-galactosjde AGALI
43 BETA-MANNOSIDASE BMAN
44 ARGININE GP ARG
45 PYRUVATE PVATE
51 MALTOTRIOSE MTE
53 ESCULIN hydrolyse ESC
54 BETA-D-FUCOSIDASE BdFUC
55 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-N-acetyl- BNAGi

glucosamide
56 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-alpha-mannoside AMANI
57 ALPHA-L-FUCOSIDASE AIFUC
59 PHOSPHATASE PHOS
60 L-ARABINOSE IARA
61 d-Ribose 2 dRIB2
62 Phenylphosphonate OPS
63 ALPHA-L-ARABINOFURANOSIDE AARAF
64 D-XYLOSE dXLY

D’aprés bioMérieux « Vitek2 Product systems informatior(juin 2007)
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ANNEXE 3 : Inventaire des tests additionnels proposés par la carte

Vitek® 2 ANC
Test Matériel requis (27) (non exhaustif) Temp();r)eqws
Ramifications Colorants de Gram, microscope optique uelques minutes
Extrémités effilées ! pe opiq auel
Catalase H,0, (15 %) gudques minutes
Fermentation d’hydrate8ouillon additionné de 1 % d’hydrate daeu moins 24 h
de carbon® carbone ou éventuellement galerie API 50 A
, .| Comprimé Esculine Hydrolyse (Rt 4-24 h
Hydrolyse de I'esculine ou bouillon AU moins 24 h
Spot test : comprimé (F\% guelques minutes
Indole . S . .
Test en bouillon : milieu indole-nitrate au moins 24 h
Uréase Comprimé urée (RD) 4-24 h
Réduction des nitrates Comp“me n_|trate (RB ) 24-48 h
ou bouillon indole-nitrate
., .. | Tube de gélatine ou éventuellement galerie .
Hydrolyse de la gélatine ® g g au moins 24 h
API 20 A
Lécithinase Gélose au jaune d’oeuf 24-72 h
Lipase Gélose au jaune d'oeuf 48 h—1 semaine

& L-arabinose, D-cellobiose, D-fructose, D-galactose, D-glucose, lactose, D-maltose, D-
mannitol, D-mannose, D-raffinose, L-rhamnose, saccharose, amidon, D-tréhalose, salicine,
xylose, xylane

RD® : disponible en comprimé Rosco Diagnos@fica
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ANNEXE 4 : Comparaison des performances des systemes commercialisés d’'identification biochimique des
bactéries anaérobies et des corynébactéries pour l'identification des taxons revendiqués par la carte VitBkANC

Bactéries du genre Bacteroides

Pourcentage d’identification correcte initiale (nombre de souches testées) et aprés tests complémentaires* avec les systems

Taxons API 20 A® Rapid ID 32 A® A'T\I""‘AF"I'I% BD Crystal® ANRID | M | Vitek®2 ANC
50 | 60| 62 ] 63| 69 73] 75| 76| 771 79§ 8] 85 s8p7 | 7| 89 | 90| 92| 104 105 106
100 | 62 (8)] 67 | 100 100 67 100 100 | 100| 96
B. caccae ©) l(g,c))* @) 1) ©) ) @) | 3 | (98)
40 (12) 89 100 | 83 | 100| 25 | 50 | 60 |100| 100 | 83 | 83 | 100 | 50 | (7) | 00| z00| 98
P. distasonis (5) 9) an| @8 | © | @ | ® | 6 lay| a6 | 6 | @ | @ G) | (7 | @o07)
75* | 67+ | 80* 100*
94 | 93 | (32) | 100 87 100 91 | 93 | 96 | 88 | 100 | 100] 93 | 53 | 94 | 100 | 75 [ (20)J 00| 97 | 98
B. fragilis (49) | (15) as) | 24 12) | (736) | (28) | (51) | 17) | (10) | @5) | (28) | A7) | (17) | (20) | (12) (20) | (40) | (423)
100* | 98* 65*
10| ®) | @6) 60 45 | 0 0 | 20 |o@)] 40 10| 3 Jo@|o@]| 60 | 33| (7) [ 100 00| 99
B. ovatus (1) (5) 11) | (112) | 11) | (5) ) 1@0)| (29) | 100%| 100%| (5) | (3) G) | ©® | 72
100* 100* | 100* 100* 100*
B. stercoris 100 | 33(6) 100 | 0 (1) 0 (1)] 100 100| 98
' 3) 1) 100%| (1) (1) | (45)
67° | (1) | (24) | 10| 60 70| 92 | 88 | 71| 53 | 33 J100| 92 | 23| 12 [ 100] 43J@0)f 93| 90| 95
B. thetaiotaomicroi] (21) @) | @o) 10) | (193) | 17) | s | an| ) |aoy| @ | an | @an| ao | (7) 14) | (21) | (146)
100* 65* | 67* 53* | 41*
100 | (1) | (15) 60 33| 0 0(5)[0(5) 40 | 29 | 80 | 100 100 | 100 (2) | 100| 100 98
B. uniformis 1) (5) ) | (106) 60* | 100* G)lal e |6 | o |G @3 | 6 | 61
100* 100*
100 | (6) | (17) 100 100 | 66 | 100| 80 | 60 | 80 |100| 70 | 80 | 20 | 100 | 86 | (8) | 00| 100 97
B. vulgatus 4 (7 a| @) [ e |6 |6 6|6 | @) 1(5())* f(;l @ | (@ (5) | (13)] (118)
. 84 67 80 79 | 73 | 78 | 78 | 58 | 69 | 81 | 65 | 50 | 58 | 94 | 70 | 63-| 98 | 97 | 97
Bacteroidesgroupe| gq) (116) (60) (70) | (1280)| (73) | (88) | (52) | (32) | (65)| (144)| (52) | (52) | (34) | (40)| 57 | (55) | (99) | (1060)
fragilis 96* 100%| 90* | 73* | 87* 71* | 73* | 100 (54)
5 i oG o 100 100 [ 100 | 100 100] 100 | 100| 100| 100
- Lreolyens © (4) @ 1@ | a2 Alwle | ol @
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Bactéries du genre Fusobacterium

Pourcentage d’identification correcte initiale (nombre de souches testées) et aprés tests complémentaires* avec les
systemes :
Taxons API 20 A° Rapid ID 32 A® AIT\IEX)I:ID@ BD Crystal® ANRID | M | Vitek ®2 ANC
59| 60| 62| 63] 69 70 76 77 78 80 85 8 78] 78 | 89 90 | 92] 104 101 106
£ mortiferum 0 2) 0(1)|57 (7)] 25 (4)| 100 0(1) 67 100] (@) [100] 100 91
' 3) A3 I ) 3) (©) (2) | (3 | (68)
o] 0 [ 8 [100]Jo@)]|0@7)] 0(1) | 0(3) |0(4) 25 |50 | 50 89| @ J100| 72 | 90
F. necrophorum 8 | (1) (4) 74* | 100* | 100* | 25* (4) | 100* | (4) 9) @ | (7| (50)
100*
o] 0 [(@9]10d] o0 44 | 0(3) |o@4) (o) 100jo®)| 9 J o) |10 | 100|100 (7] 92| 86 | 77
F. nucleatum 1) | (11) (13)] (13)| (48) | 67* | 100* (6) @y 1w0* | 5) | @) | ) 12)| () | (35)
100*
E. varium (10) 297 02 | 0(3) [0(2D) 100 o@) [o@| 100|100 (2) | 100 84
' 100* | 50 | 67* (3) 1) | @ 2) (45)
0 3¢ 0 30 10 9(222)| 0 33 20 70 96 | 73| 95 | 82 87
Fusobacteriumspp. | (12) (37) (16) | (89) | (10) 86* | (10) 211 (10) | (10 23)1 (15 ) (19) | (17)| (198)
58* 70* 10* 90* | 90* 100*
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Bactéries du genre Prevotella

Pourcentage d’identification correcte initiale (nombre de souches testées) et apres tests complémentaires* avec les systs

emes .

RapID ANA | BD Crystal®

Taxons API 20 A® Rapid ID 32 A® e ANR ID M Vitek ® 2 ANC
59 632 69 70 76 77 78 80 85 ge|l 78 | 90 | 92 104 105 | 106
b bivia 50 (2) 100(6) | 78 (85)[ 100(5) | 100(6) | 100(1)| 89 (9) | 100 [100(7)] 100 |89 (9)] (13)| 70 (10)| 86 (7)| 88
' 98* 100* | (25) 1) 90* (139)
0(1) [97(33)]100(2)| 75 (4) 100 | 0(1) (7) | 100(5) | 100 | 97
P. buccae 100* (11) (3) (71)
b disiens 97 (31)] 100(8) 100(3)[ 100(2) 1(;))0 9) | 100(4) (g%
b intermedia 75 (12)| 98 (67) 5(7)5&4) 100(6) | 80 (5) [ 100(1)[ 94 (16)] 100(2) 430(5) 0 (1) 80 (5) | 67 (3) (4%9
P. melaninogenicg 0'(2) | 100(9)]100(4) 03%9 ) 20%2 7150(()? 20%2 10®) 06 SO 0@ (5%;
_ 10d" 100(2) | 11 (18)[ 0(3) o@) | e7®®)| 14(7 (2) | 100(6) | 100 | 88
P. oralis groupe (1) 94* 100* (1) (25)
84 (25) 80 |74 (23)|90(20) 80 (15)[ 97 (65) | 50 (20) 84 | 86(36)| 78 91
Prevotellaspp. (244) 96* 100* 93* (31) 92* (18) | (382)

95*




Bactéries du genre Clostridium

Pourcentage d’identification correcte initiale (nombre de souches testées) et aprés tests complémentaires* avec les systen

nes

[92)

®

Taxons API 20 A® Rapid ID 32 A® Rap'l?®ANA BD CrylstDa' ANR 1 | vitek® 2 ANC
50 | 62[63%| 66 | 67| 68| 69| 76/ 771 78 80 8p 68 85 $er | 78| 89| 90| 92| 104 105 10

C. barati 100 86 100 | 97
' ) ) D) | (30)
G| @ 50 | 100 100 100 100 @) [o@[oG)| 19

C. bifermentans 2 | (@ (36) 3) 2 (68)

100*
RNE)) 33 | 10d 0 | 83 80 100 1001 4| 0 |O()| ©
C. butyricum 3) | &) @ | () (10) 2 | ® 5) (66)
67* 100* 0~

. @1 @ 100 100 100 | 100 ) [ 100|100 97

C. cadaveris ©) ©) ® | O ©® | 3 | (62
C. clostridioforme ) (02 40 0(2) 100 | 100 | 50 | 100 64 100| 3) [ 100] 50 | 80
' (20) D | @ )(0) (1) |(25) (8 (6) | (4) | (56)
) 0(1)] 54/] 95 23| 25 | 0 [o@]o@]|o(@) 67 | 50 [ 100| 100] 100] 87 [ @1)| 35 | 75 | 48

C. difficile od | (88) (30)| (4) | (20) 100* (CRECN NN RECONN) (20) | (4) | (98)

(37) 100* | 100* 85+
1) 100 50 98
C. histolyticum (2 (2) (52)
100*
i, ) 0(2)|0(2) 0 (1) 100 | 50 100 100 | 100 | 95
C. paraputrificum 100*| 100* 100* @ | @ (5) @) | 5 |37

L0T



Bactéries du genre Clostridiun{suite)

Pourcentage d’identification correcte initiale (nombre de souches testées) et aprés tests complémentaires* avec les systemg
®
Taxons API 20 A® Rapid ID 32 A® RaplD ANATI® | BP Cryf’tDa' ANR v | vitek® 2 anc
59 | 60| 62|63%| 65|65/ 68| 69| 76 77 78| 8( 841 6b 68 85 8678b 78° | 89 | 90| 92| 104 105 106
c. verfringens | 82 | 100 (29)] 100 46 | 100 100 | 100 | 100 [ 100| 100 91 [100| 100 | 100 | 71 | 100 | 100f(11)| 100 | 100| 98
P J 1n| 4 (10) (11|19 () [ (16) | (1) | (2)] (49) An| M 1 A9 | @) | (7) [(10) | (8) (10) | (32)] (213)
(6) 70 0 | 83 | 33 | 100 0(1) 100[100] 100 Jo(@)[o()|o@)|100l )| 80 | 91| 83
C. ramosum (20)| (1) | (6) | (6) | (1) 100* (20)| (5) | (20) J100* | 100* | 100*| (7) (5) | (11)| (48)
100* | 100* 100*
C. septicum 0(1) 100 100] 100 02| 75| |100] 87 96
' 100~ (€Y (CRNE) 100%| (8) 1) 1@ (79
c. sordelli [®) (4) 100 [ 100 100 100| 100 100] (@) [ 100] o | 99
' ©6) | @ 1) @] @ €S) (2 | (2) | (101)
(4) 10025 67 | 50 [0 (1) 100 | 100 o lo@Jomlo@|100]l o @ 25| 0| 63
C. sporogenes (4) (4) 3) | (4) |100* (1001 ¥ 2) 100%| (@) | (1) @) | 2| @117
100* 100*
(3) 0] 25 100 0(2) 0| 82
C. subterminale 100*| (4) ()] (1) | (35)
50*
(4) 0 [0o®)| 75 [0 100 0 | 100 1000 ()| 100 |100] (6) ] 83 | 71| 94
C. tertium (1) | 100*| (4) (1) @ @l w (10) | (9) ®) | (7)| (67)
100*
77 62" 58 | 60 | 73 96 78 81| 83| 82| 54| 88 |86]71-| 64| 79| 77
Clostridiumspp. | (43) (63) (41) | (60) | (11) (113) (51)[ (31)| (103)} (11) | (11) | (49) | (78)]65™"] (70) | (86)| (1129)
98* | 90* | 82* 100* 91* | 73* | 96* (69) 84*
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Bacilles a Gram positif non sporulés anaérobies

Pourcentage d’identification correcte initiale (nombre de souches testées) et aprés tests complémentaires* avec les syStéme

Taxons API 20 A® Rapid ID 32 A® RapID ANA |1 ® BD Crystal® ANR ID Vitek® 2 ANC
59 | 60 | 63%]| 69 | 76 77| 78| 81] 81 8 89 8] 78 | 78 [ 81 | 89 | 90| 104 105 106
A. israelii/ 50 | 100 | 100 | 100 [0(@®) | 100 | 25 | 100 0@) 25| 0@)| 88 |[0@3)| 789 100 | 50 | 100
A. gerencseriae (2) (2) (2 (D 25* | (8) (8) (1) 37* | 25* (8) (4 (2) (41)
A . 100 | 0(2)| 100 | 100 0(2)| 70 |50 (2)] 100 [0(5) |67 (6) 100 | 100 | 100 | 96
. meyeri 1) e | 6 (10) | 100* | (2) 1000 6 | O | & | (51)
. 0(2) o@| 17| o 0(1)| O JO(7)|43(7) 67 67 (9)] 100 88
A. naeslundii a2 | a2 (16) (12) 1) (64)
B . 0(1) 56 | 80 (5)| 100 | 80 67 | 67 60 (5)] 20 (5) 100 | 100 | 50 | 98
Bifidobacteriumspp @) | 1007 | (@ (5) 3) | ) ©)] G | @ | (50)
c . 0(1) 100
. aerofaciens (30)
E lenta 100 | 100 | 100 | 0(8) [33(3)| 0(2) 71 | 69 0(1)] 0(@1) 80 (5] 100 | 100 | 98
' @G | @4 | (2 | 100 (7) | (13) (11 | (9 | (61)
E. limosum 100 [ 0(1) 0 (1) 33 100 | 100 | 100 | 100
. = %)0(02; 0(3) 50 (g)o 0(3) |33(3) 00 N (25)
. . 1 1 7
L. acidophilus 50 ) (1) 100* (1) (30)
. 100 | 100
L. gasseri ©) (26)
= 87 90 100 100 100 80 91 96 60 (5)| 100 100 | 100 97 93
. acnes ® | (10) | @ (11) | (10) | (5) (23) | (25) 80* | (5) (10) 1 (20) | (35) | (174)
0(3) 100 0B3)| 0B 100 [33(3) 100
P. granulosum @) 7) (20)
. 100 0 (4) 50 (4) 50 (4) 100 84
P. propionicum 1) 100* 2 (25)
87 | 75 60 60 87 21 83 | 78 29 37 58 88 96 93 95
BGP non sporulés (15) | (12) ] (15) | (30) | (16) | (38) (36) | (50) (38) | (38) (12) | (50) | 46) | (57) | (627)
97* 26* 37* | 53* 75*
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Cocci anaérobies

Pourcentage d’identification correcte initiale (nombre de souches testées) et aprés tests complémentaires* avec les systeme

;S .

Taxons API 20 A® Rapid ID 32 A® Rap'ﬁ)@aANA BD Crystal® ANR ID M Vitek ® 2 ANC
50 | 60 | 63% | 69 | 72 76 77| 78| 80 85 8] 78" | 7 | 89 | 90| 92| 104 105 106
F. magna 0(5)| 96 100 | 100 | 50 | 100 | 100 | 96 [75(4)|25(4)| 100 (5) | 100 | 100 | 95
' Cay| @ | ® | ®» | 6 | @3 | @n |100*]| 100* | (9) (5) | 14 | (95)
P micra 100 58 100 100 | 100 | 100 100 100 100 | 100 100 100 100 100
' @119 | @ | @ | 1| |6 | )] | O | 1) (10) | (1) | (81)
_ 100 | 100 | 100 | 60° | 100 | 10d® |86 (7)| 100 | 96 | 100 | 8 Jo()|o0(@)| 100 | 100] 4 | 100 93
P.asaccharolyticus | ) | (1) | 3) | 5 | @5 | (3 @ | @4 | @49 | (29 | 100° @ | 3 (4) (58)
P anaerobius 100 | 100 | 100 [86(7)|0(5)| 100 | 100 | 62 ]60(5)|60(5)| 100 | 100 | (20) | 100 | 100 | 99
' 4) | (20) | (6) (12) | ) | (24) ® | @ 5 | (3 | (81)
S. saccharolyticus 0(3)]| 100 100 100 o8
' 3) ORINE) (50)
56 90 100 92 36 98 100 86 64 45 100 gP 100 100 97
CGP anaérobies (16) | (88) | (20) | (24) | (11) | (43) | (51) | (103) %121) (131) (15) 22) | (24) | (24) | (365)
* 7 *
100 | 100 | 100 33 87 (8) |67 (3)| 70 100 100 64 30 80 100 | 100 100 100 100
Veillonella spp. @ | & | @] ® 100% | 100 | (10) | @ | © | @4 | @o) | 10| @) | @ ) | (6 | (99
80*
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Corynébactéries

Pourcentage d’identification correcte initiale (nombre de souches
testées) et aprés tests complémentaires* avec les systemes :
Taxons APl |Biolog® GP2 ® L ®
. RapID CB Plus Vitek™ 2 ANC
Coryne®| Microplate P

110 113 :4-24h 114 115 104 105 106
A. pyogenes 100 (5) 67100(3) 0 (5) 100(1) | 100(2) | 97 (64)
A. haemolyticum 100 (5) 10040 (5) | 91(11) | 0(1) [100(7)| 100(4) | 99 (69)
C. amycolatum 01 (()zgg) 0-0 (7) 71 (14)| 100(4) [100(5)| 100(2) | 95(117)
C. diphteriae 2;30(§f) 43-86 (7) 85 (13) 100(8)| 33 (3) | 92(163)
C. jeikeium 8;)0((:;.9) 9-41 (22) [100(12)|100(11)[100(8)] 100(10) | 99 (142)
C. minutissimum ol é%:j:) 62-62 (8) 64 (11)| 100(11)] 100(4) 84 (31)
C. pseudodiphteriticum 100(6) 834100 (6) 100(11) 100(5) | 100(9) | 99(92)
C. striatum 08(513) 0-8 (13) 100(12) fo(oz*) 80 (5) | 95(20) | 92(89)
C. ulcerans 100(6) 1000 (3) 100(3) 100(5)| 100(2) | 100(54)
C. urealyticum 100(13) 25-0 (4) [ 100(18)| 100(1) J100(6)| 80 (5) | 95(99)
Corynebacteriumspp. et 35 (141) 33-41 (78) 85 (110) 90(30) 198(54)| 93(57) | 95(920)

Arcanobacteriumspp. 99* 97*
Microbacterium flavescens 100(78)

[ Espéce non revendiquée par la base de données du systéme
En rouge, taux d’identification correcte initiale dwgpe bactérien supérieur ou égal a 95 %
En vert, taux d’identification correcte initiale dtogpe bactérien supérieur ou égal a 90 %

M : Systéme MicroScan Rapid Anaer8be

BGP : Bacilles & Gram positif

CGP : Cocci a Gram positif

2incubation de la galerie API 20°Ale 48 heures

b croissance bactérienne sur gélose Columbia

¢ croissance bactérienne sur milieu Schaedler

4 souches identifiées B. ovatus/B. thetaiotaomicron

® lecture visuelle (premier nombre) — lecture avec I’AutoScar{deuxiéme nombre)
"souches identifiées F. necrophorum/F. nucleatum

9 comprend les résultats d’identification de trois souches de Fusobactgrhidiaformans

" souches identifiées P. melaninogenica/P. oralis

' souches identifiées C. butyrici@hostridium beijerincki

I résultats aprés 48 heures d'incubation de la galerie APP20 A

k souches identifiées C. sporogenes/Clostridium botulinum

' comprend les résultats d'identification d'une soucheCttestridium innocuum et d’une
souche de Clostridiumovyi A

™ comprend les résultats d’identification de six souches de Clostridium innocuum

" comprend les résultats d'identification de trois souche€ldstridium tetaniet de quatre
souches de C. innocuum

° souches identifiées Peptoniphilus asaccharolyticus/Peptoniphilus indolicus par le systéme
P comprend les résultats d’identification de trois souches de Veillonella parvula
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