CAS CLINIQUE / BACTERIOLOGIE Vibriose

L’intérét de la PCR multplexe
dans le diagnostic étiologique
d’une diarrhée insolite

G. POTIRON!

RESUME

Un cas d’infection intestinale aigué causée par une souche de Vibrio cholerae non O1/non O139 (vibrion dit
« non cholérique ») est rapporté. Survenue chez un sujet bénéficiant d’une corticothérapie, la vibriose est
restée limitée au tractus digestif mais a causé une débacle diarrhéique ayant nécessité, en raison de I’hypovo-
lémie résultante, ’hospitalisation du patient dans une unité de soins intensifs. Le vibrion a été décelé dans
les feces du malade, initialement par PCR multiplexe en temps réel, puis a été retrouvé a posteriori apres leur

culture sur un milieu gélosé.

moTs-CLES : PCR multiplexe, gastro-entérite, Vibrio cholerae, vibrion non cholérique.

I - CAS CLINIQUE

Mr A., 4gé de de 77 ans (108 kg ; 1,70 m), vit seul
et de facon autonome a son domicile situé au bord
du littoral atlantique. Ce patient a été opéré en 2014
d’un adénome hypophysaire non sécrétant, suivi
d’une radiothérapie en 2015. Son traitement médica-
menteux comprend de I’hémisuccinate d’hydrocorti-
sone (25 mg/jour), du rivaroxaban, de I’hydrochlo-
rothiazide, de l'irbésartan, de la lercandipine et du
Iévothyrox.

Le 19 juillet 2018, Mr A. est trouvé allongé sur le
sol de son domicile par sa fille ; il est alors transporté
vers I’hopital le plus proche. Conscient a son arrivée
dans le service des urgences, il dit se sentir fatigué,
avoir des diarrhées fréquentes mais sans nausées ni
vomissements, et ne plus s’étre alimenté depuis deux
jours. De la fievre (38,6° C) associée a un taux sérique

élevé (254 mg/L) de protéine C réactive est constatée
par le médecin, ainsi qu’une hypotension artérielle
(100/65 mmHg), une insuffisance rénale méconnue
jusqu’alors (créatininémie = 295 umol/L ; débit de
filtration glomérulaire = 17 mL/min) consécutive a
une rhabdomyolyse (taux sérique de créatinine phos-
phokinase = 12 000 UI/L). Un examen cytobactério-
logique des urines, des hémocultures et une copro-
culture sont prescrits par le médecin. Le patient est
perfusé par du chlorure de sodium isotonique (2,5
litres) et une antibiothérapie associant la ceftriaxone
(1 g), le métronidazole (500 mg) et la gentamicine (6
mg/kg en dose unique) est initiée dans le service des
urgences. Le constat d’une oligurie (50 mL d’urines
émises en 3 heures, sans obstacle observé par tomo-

! Laboratoire Biorylis, Laborizon, 68, boulevard Léon-Martin,
85000 La-Roche-sur-Yon.
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densitométrie des voies urinaires) et la persistance
d’une hypotension artérielle malgré le remplissage
vasculaire conduisent a I’administration de noradré-
naline (0,2 ug/kg/min) et au transfert du patient, le
jour méme, dans I'unité de réanimation médicale du
centre hospitalier le plus proche en raison d’une
insuffisance rénale aigué, avec défaillance hémody-
namique, dans un contexte de diarrhée fébrile.
L’évolution clinique du patient est favorable avec un
sevrage progressif de noradrénaline en raison du
rétablissement d’une diurese correcte et de la régres-
sion de 'insuffisance rénale. L’administration de cef-
triaxone et de métronidazole est arrétée au cin-
quiéme jour de 'hospitalisation apreés vérification de
la négativité des hémocultures et en raison de I’ab-
sence d’émission de selles diarrhéiques depuis le
début de I'hospitalisation du malade. Le patient sort
de I'unité de réanimation médicale le 24 juillet. Fina-
lement, le diagnostic retenu pour expliquer sa chute
a son domicile est une hypovolémie consécutive a
une débacle diarrhéique.

A partir des selles (macroscopiquement molles)
collectées lors de I’admission du patient a I’hopital,
sont effectuées une coproculture standard et la
recherche d’ADN de huit bactéries entéropatho-
genes : Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia
coli pathovar entéro-invasif (EIEC)/ Shigella spp., Clos-
tridium difficile, Vibrio spp., Yersinia enterocolitica et Aero-
monas spp. Cette détection par PCR mutiplexe en
temps réel est réalisée a I'aide du panel Allplex GI Bac-
teria I1°® selon les recommandations de son fabricant
(Seegene-Eurobio) sur la plateforme Nimbus™ Ther-
mocycleur CFX 96. Afin de valider les conditions ana-
lytiques de la PCR et de s'assurer de 1'absence d'inhi-
biteurs de la réaction, un fragment du géne codant la
béta-globine (contréle interne) est co-amplifié pour
chaque échantillon de selles. Un signal positif (cycle
seuil Ct = 28,31) est décelé pour la cible Vibrio spp.
Les recherches de Salmonella spp., Shigella spp., Yersi-
nia entéropathogenes et Campylobacter spp., par cul-
ture des selles sur les milieux gélosés ad hoc sont néga-
tives, confirmant ainsi les données précédentes.
Compte tenu du résultat obtenu par biologie molé-
culaire, les vibrions sont recherchés a posteriori dans
le prélévement initial. A cette fin, les selles sont culti-
vées sur une gélose lactosée au pourpre de bromocré-
sol (BCP) et une gélose de Miller-Hinton et, apres
incubation des milieux en aérobiose et a 37° C, un
dépistage de colonies bactériennes donnant une
réaction positive pour ’oxydase est réalisé. De tres
rares colonies présentant cette caractéristique sont
décelées et sont identifiées comme Vibrio cholerae par
la galerie ID GN Vitek 2. Ce diagnostic est validé par
le Centre National de Référence des vibrions et du
choléra (responsable : Docteur Marie-Laure Quilici,
Institut Pasteur) et la souche isolée des selles de Mr
A., n’appartenant ni au sérogroupe O1 ni au séro-
groupe 0139, est donc un vibrion « non cholé-
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rique ». Suite a cette donnée microbiologique, I'in-
terrogatoire ultérieur du patient révélera qu’il avait
mangé des palourdes, péchées par son beau-frere, 72
heures avant son hospitalisation.

II. - COMMENTAIRE

Bacilles a Gram négatif de la famille des Vibriona-
ceae, les vibrions sont des hotes naturels des eaux
cotieres et estuariennes, et leur nature ainsi que leur
densité dans ces environnements varient en fonction
de la salinité (halotolérance), de la température et de
la concentration en matiére organique de ces milieux
hydriques. Cent-dix espéces ont été répertoriées, en
2016, dans le genre Vibrio (1), mais seulement une
douzaine peut étre a I’origine d’infections humaines.
La plus virulente est Vibrio cholerae. Cette espece, qui
s’est adaptée a ’'Homme, comprend environ deux
cents sérogroupes définis par la nature de la fraction
oligosaccharidique (antigene O) du lipopolysaccha-
ride (LPS) de I’enveloppe bactérienne : les séro-
groupes Ol et O139, responsables du choléra et les
autres sérogroupes, dits non Ol et non O139 et qua-
lifiés de « non cholériques ». Ces derniers vibrions
sont susceptibles d’occasionner chez ’'Homme prin-
cipalement une gastro-entérite, mais également des
infections cutanées (plaies) et des tissus mous voire
une bactériémie, les sujets immunodéprimés et ceux
atteints d’'une hépatopathie constituant les popula-
tions les plus sensibles. Ces vibrioses « non cholé-
riques » surviennent surtout durant les mois chauds
de I’'année, mais leur incidence humaine en France
reste relativement imprécise car ces infections sont
sous-diagnostiquées. L’Homme se contamine avant
tout lors de la consommation de divers produits de la
mer souillés par ces microorganismes, notamment
des mollusques bivalves (palourdes, huitres, péton-
cles, moules...) qui ont physiologiquement des capa-
cités élevées de filtration de I’eau de mer. Ces vibrions
ne produisent pas, habituellement, les deux attributs
essentiels au pouvoir pathogeéne des vibrions cholé-
riques : le fimbriae TCP (Toxin-coregulated pilus) impli-
qué dans la colonisation bactérienne de I'intestin
gréle et I’exotoxine cholérique CT (cholera toxin) res-
ponsable de la fuite intestinale d’eau et d’électrolytes.
En revanche, ils synthétisent d’autres facteurs de viru-
lence, et sécrétent notamment d’autres exotoxines
(toxine thermostable NAG-ST, hémolysine, toxine
Chx...) (2).

Le diagnostic de vibriose non cholérique est aisé
lorsque I'infection se manifeste par une bactériémie
ou une infection de plaie car I'hémoculture est com-
munément mono-microbienne, a I'instar, le plus sou-
vent, de la 1ésion cutanée ; de plus, V. cholerae pousse
facilement sur des milieux de culture usuels. En
revanche, il est difficile en cas de gastro-entérite car
V. cholerae n’est pas recherchée systématiquement
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dans les selles par culture de celles-ci sur un milieu
ad hoc (thiosulfate citrate bile saccharose (TCBS),
CHROMagar Vibrio ou, plus simplement, une gélose
nutritive alcaline, moins onéreuse), hormis lors
d’une prescription médicale justifiée par des argu-
ments cliniques et épidémiologiques (3). Dans le cas
présent, I’étiologie de I'infection intestinale survenue
chez Mr A. a été précisée en recourant a un panel de
PCR multiplexe (Allplex™ Gastro-intestinal) com-
mercialisé par Seegene-Eurobio. Ce fournisseur pro-
pose quatre panels permettant la détection d’agents
entéropathogenes viraux (Norovirus, Rotavirus, Adeno-
virus, Astrovirus, Sapovirus), parasitaires (Giardia lam-
blia, Entamoeba hystolytica, Cryptosporidium spp., Blasto-
cystis  hominis, Dientamoeba  fragilis,  Cyclospora
cayelanensis) et bactériens (panel Bacteria 1 et 2,
pathovars STEC, EPEC, ETEC, EAEC, EIEC de E. coli,
Salmonella spp., Campylobacter spp., Shigella spp., Clos-
tridium difficile, Vibrio spp., Yersinia enterocolitica et Aero-
monas spp.) Une telle approche diagnostique a I’aide
de panels, modulaires ou non, est en pleine expan-
sion (4-11) et elle peut permettre d’établir en
quelques heures (5 heures, au plus) la nature de
I’agent responsable d’une gastro-entérite, guidant
ainsi rapidement le clinicien dans sa prise en charge
d’un patient. Automatisée (totalement ou partielle-
ment), tres sensible comparée aux méthodes micro-
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