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Résumé

Parmi les pathogénes responsables de pneumopathies atypiques,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, et Legionella
pneumophila sont trois bactéries fréquentes pour lesquelles un
diagnostic étiologique rapide est difficile & obtenir. Lamplification
génique in vitro offre une possibilité de rendu de résultats dans la
journée, mais souvent au détriment d'un temps de réalisation impor-
tant du fait du manque d'automatisation. Cet inconvénient est réduit
en cas d'utilisation de techniques d'amplification génique multiplex,
dont un exemple de réalisation est présenté dans cet article.

Diagnostic - PCR muitiplex - Chlamydia - Legionella -
Mycoplasma.

Summary

Among frequent potential respiratory pathogens, Mycoplasma pneu-
monige, Chlamydia pneumoniae, and Legionella pneumophila are diffi-
cult to isolate with usual laboratory techniques (culture, serologic
tests). Adapted molecular biology tools are able to amplify a specific
genomic target and allow the diagnosis the same day, but with a
very time consuming process. The proposed technique allows the
diagnosis of the three bacteriaes in a few hours time using a multi-
plex single-tube polymerase chain reaction.

Diagnosis - multiplex PCR - Chlamydia - Legionella -
Mycoplasma.
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1. Introduction

L e diagnostic étiologique d'une pneumopathie est peu performant :
il reste inconnu, méme en milieu hospitalier, dans 25 4 50% des
cas [26]. Les difficultés sont multiples. Pour le praticien, il s'agit de déci-
der la réalisation d'examens endoscopiques invasifs, seuls capables de
fournir au laboratoire des spécimens valides, mais pouvant mettre en
danger I'équilibre respiratoire précaire du patient. Pour ie biologiste, il
est nécessaire de différencier les agents potentiellement pathogénes
d'une contamination par la flore commensale aérodigestive, de prendre
en compte un possible portage asymptomatique rendant parfois néces-
saire le rendu d'un résultat quantitatif soumis 4 interprétation et d'ana-
lyser la présence simultanée de plusieurs germes. Si certaines bacté-
ries, comme Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae, sont
faciles & cultiver et isolées dans prés de la moitié des pneumopathies
lobaires aigués communautaires dont ['étiologie est déterminée, un
tableau radiologique moins systématisé, I'absence de polynucléose et
d’expectorations purulentes, de syndrome inflammatoire biologique, de
réponse a un traitement aux f-lactamines, peuvent orienter vers une
«pneumopathie atypique ». C'est un concept avant tout microbiologique :
les pathogénes atypiques, dont la liste s'allonge réguliérement
(tableau ) au fur et & mesure des progrés du diagnostic microbiologique,
sont en fait la cause la plus fréquente des atteintes infectieuses pul-
monaires [28]. De ce tableau émergent trois bactéries en terme de fré-
quence relative : Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae et
Legionella pneumophila, qui nécessitent des conditions de culture plus
difficiles & mettre en ceuvre, et le plus souvent peu performantes in vitro.

Lensemble de ces difficultés nous a incités a développer une ampli-
fication génique multiplex in vitro pour ces trois pathogénes pulmo-
naires, pour lesquels un résultat sensible et spécifique doit étre donné
rapidement (sous 24 heures), directement & partir du spécimen cli-
nique et indépendamment de la flore respiratoire.

2. Matériel et méthodes

2.1.PCR

La PCR multiplex mise au point permet la détection simultanée dans
un seul tube des trois pathogénes respiratoires suivants :

- C. pneumoniae (PCR nichée)

- M. pneumoniae (PCR semi-nichée)

- L. pneumophila (PCR nichée)

Lextraction de 'ADN est réalisée & partir de 500 pl de spécimen en
présence de 100 ! de tampon de lyse. Ce tampon de lyse hyper-
tonique associe du TRIS (10 mM), un détergent (Triton X-100 0,1 %),
la protéinase K (100 pg par ml) et de I'eau ultra pure. Le cycle de lyse
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Aspects épldémloloqiquas

Agents pathogénes
Bactéries
Legionella pneumophila Epidémique
Autres espéces de Legionella Rare
Mycoplasma pneumonize Fréquent
Chlamydia pneumonize Fréquent
Chlamydia psittaci Rare, zoonose

Rare, enfants
Rare, zoonose

Chlamydia trachomatis
Coxiella burnetii

Virus
Myxovirus influenzae A et B Epidémique
Adenovirus 3, 4 et 7 Fréquent
Myxovirus parainfluenza virus Fréquent
Virus respiratoire syncytial Fréquent
Rhinovirus Rare
Enterovirus Rare
Coronavirus Rare
Herpesvirus Rare
Hantavirus Exceptionnel

est réalisé dans le thermocycleur avec un programme comprenant 30
min 4 56 °C et 10 min 4 95 °C.

Les deux amplifications successives sont réalisées en présence de
Taq polymérase® (1,25 Ul par tube), de 200 ym de dNTP, de 2 mM
de MgCl, et d'un mélange de 6 amorces. La premiére amplification
consiste en 45 cycles (95 °C, 55 °C, et 72 °C; 30 secondes & chaque
température). La PCR nichée est faite a partir de 1 pl du produit de
premigre amplification avec 30 cycles (95 °C, 65 °C, et 72 °C; 30
secondes A chague température).

Pour C. pneumoniae, la premiére amplification est effectuée sur une
partie du géne Omp A codant pour une protéine de la membrane
externe de C. pneumoniae et C. psittaci (segment amplifié de 303
paires de bases (pb) avec les amorces CP1 et CP2). La deuxiéme
amplification est réalisée avec des amorces internes (CPC et CPD)
sur un domaine de 207 pb du gene Omp A spécifique de C. pneu-
moniae [29].

Pour M. pneumoniae, les amorces utilisées (MPP11 et MPP12) ampli-
fient un premier fragment de 466 pb du géne codant pour une pro-
téine de 165 a 190 000 daltons, I'adhésine P1 [2]. La deuxiéme ampli-
fication d'un fragment de 193 pb est réalisée avec les amorces
MPP12 et MP-1.

L. pneumophila est mise en évidence, dans un premier temps, par ampli-
fication d'un fragment de 649 pb du géne mip (LmipL920 et LmipR
1548), puis dans un deuxiéme temps, par amplification d'un fragment
interne de 489 pb (LmipL997 et LmipR 1466) [21].

Il est réalisé pour chaque spécimen clinique un témoin d'inhibition en ajou-
tant 4 5 pl de I'échantillon préalablement préparé, 5 pl du témoin posi-
tif contenant les trois bactéries cibles & une concentration 10 fois supé-
rieure au seuil de sensibilité d'un extrait JADN de chaque pathogéne
(M. pneumoniae FH, L. pneumophila LP3, C. pneumoniae TWAR).

La révélation est faite par simple migration en gel d'agarose a 2 %
en présence de bromure d'éthydium sous éclairage ultraviolet.

2.2, Nature dos oo ks

Les prélévements cliniques ont été adressés au laboratoire par les
services hospitaliers pour les liquides pleuraux, bronchio-alvéolaires
et d'aspirations bronchiques. lis ont fait systématiquement I'objet d'une
culture bactériologique incluant I'utilisation de milieux BCYE pour la
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recherche de Legionella pour tous les prélévements d'origine respi-
ratoire. Les frottis pharyngés étaient adressés par les médecins géné-
ralistes participant au groupe régional d'observation de la grippe. lls
ne faisaient pas I'objet de culture bactériologique, mais d'une
recherche par technique immuno-enzymologique des virus de la grippe
et des virus respiratoires syncytial et parainfluenzae.

Lenquéte sur la spécificité et les taux d'inhibition a porté sur tous les
prélévements regus a I'Hopital d'Instruction des Armées Legouest
entre le 30 octobre 1997 et le 18 novembre 1998. A l'issue de cette
période et dans le but d'augmenter le nombre de prélévements posi-
tifs, une enquéte prospective a été réalisée uniquement a partir de
prélévements pulmonaires dans les hopitaux militaires parisiens, a
Lyon, Nancy, Strasbourg et Colmar. Ces hépitaux ont utilisé la PCR
multiplex en complément de leurs techniques habituelles de détec-
tion de ces trois pathogénes.

3. Résultats

Un exemnple de gel de la multiplex, ainsi que quelques exempies d'in-
terprétation, sont montrés dans la figure 1. Lamplification est possible
simultanément sur les trois bactéries recherchées, et leur identifica-
tion est possible & la lecture directe du gel. Nous avons comparé les
sensibilités de I'amplification multiplex par rapport a une amplification
réalisée & l'aide de paires.d’amorces d'un seul pathogéne par les tech-
niques décrites dans la littérature. Les pertes de sensibilité sont trés
faibles : de l'ordre de 1 log10 pour Mycoplasma (sensibilité résultante
de 10 cfu dans 500 yi), inférieur & 1 log10 pour Legionelia (sensi-
bilité inférieure & dix bactéries présentes dans 500 pl). La sensibilité
est équivalente pour Chlamydja (entre 5 et 10 corps élémentaires
contenus dans 500 pl}.

En terme de spécificité, la liste des pathogénes rencontrés dans des
prélévements respiratoires qui n'ont pas entrainé de faux positifs avec

Résultats de Famplificati

énique multiplex.

¢ ' el, en négatit, donne
de exemptes dinterpretation.

De gauche & droite :
* Marqueurs de poids moléculaire
(par bande de 100 pb)

« Mycoplasma pneumoniae : 783 pb
« Chlamydia pneumoniae : 207 pb

« Legionella pneumophila : 489 pb

» Témoin positif avec trois patho-
i —— geénes

A A B B C G D D E E

z
— o
—
| Tl

Exemple : interprétation du gel ci-dessus : (les «Ai, Bi... » correspondent aux témoins

d'inhibition)

« Prélévement A : contrble d'inhibition correct {observation des 3 bandes), positif pour
Mycoplasma

* Prélévement B : absence de /a bande & 489 pbs, inhibition sélective Legionella (inin-
terprétable). Négatif pour Mycopiasma et Chlamydia.

« Prélévement C : contréle d'inhibition correct (observation des 3 bandes), bande &
489 pbs, positif pour Legionella pneumophila

* Prélévement D : contrble d'inhibition correct (observation des 3 bandes), une bande
4 207 pbs, positif Chlamydia pneumoniae

* Prélévement E : contréle d'inhibition correct (observation des 8 bandes), négatif pour
les 3 pathogénes testés.
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la PCR multiplex est fournie dans le tableau /I. Les taux d'inhibition
de la PCR multiplex sont présentés dans le tableau /1.

Dans notre expérience sur un total de 880 prélévements, tous les
malades détectés par les techniques conventionnelles des laboratoires
ont été positifs avec la multipiex (Nombre de prélévements positifs :
Legionella 17 ; Mycoplasma 20 ; Chlamydia 2).

4. Discussion

La découverte de Chlamydia pneumoniae ne date que d’une quinzaine
d'années, date & laquelle cette espéce fut distinguée de Chlamydia
psittaci sous le nom de souche « TWAR » [10]. Les infections ne sont
pas toujours symptomatiques et la totalité de la population est en
contact au cours de sa vie avec cette bactérie. Mais elle peut entrai-
ner rhinites, sinusites, pharyngites, otites, bronchites, et surtout pneu-
mopathies & tout 4ge de la vie : enfants [12], jeunes adultes [20] et
personnes Agées [30]. Elle peut se comporter en pathogéne oppor-
tuniste chez des patients porteurs du virus VIH [32] et étre respon-
sable d'infections nosocomiales [11]. Sa responsabilité a été mise en
cause dans la formation des plaques d'athérome [8]. Les méthodes
de diagnostic sont nombreuses (micro-immunofluorescence, culture
cellulaire, sérologie IgM, IgG, IgA...) mais il n'existe pas de consen-
sus sur une méthode de référence [31] car aucune n'est réellement
satisfaisante pour des prélévements cliniques. Lamplification génique
in vitro reste une alternative récente trés utilisée. |l existe plusieurs
cibles potentielles dans le génome de C. pneumoniae pour la défini-
tion des amorces d'amplification. Les principales sont le géne Omp
A codant la protéine de la membrane externe [4] que nous avons uti-
lisé et le géne 16S ADNr codant 'ARN ribosomal [9]. Certaines tech-
niques permettent de distinguer les différentes espéces de Chlamydia
[29, 33]. Labsence de méthode de référence rend difficile 'évalua-
tion de la spécificité et de la sensibilité de ces différentes techniques
d'amplification. Un portage asymptomatique nasopharyngé de C. pneu-
moniae détecté par amplification génique a été clairement démontré
[15], mais la spécificité d'un prélévement positif réalisé chez un patient
souffrant d'une pneumopathie reste bonne. La détection de C. pneu-
moniae par amplification génique in vitro est parfois décrite comme
plus sensibie dans des prélévements d'origine pharyngée [31].

M. pneumoniae est responsable de pharyngites, de bronchites et de
pneumopathies [5]. Son diagnostic est actuellement sérologique [16],
sa culture sur milieux spéciaux (par exemple milieu de Hayflick) est lente
et difficile. Lamplification génique in vitro est considérée comme une
technique diagnostique alternative efficace [1]. Plusieurs cibles sont
utilisées : le géne de la protéine d’adhésion P1, adhésine permettant
& M. pneumoniae d'adhérer & de nombreux supports tels que le verre,
les globules rouges et les cellules d'épithélium trachéal. [2, 3], et le
géne 16S ADNr codant I'ARN ribosomal [19]. La combinaison d'une
technique d’amplification génique et d'une détection sérologique per-
met un diagnostic exhaustif [7].

Mille trois cent soixante cas de maladie des légionnaires ont été noti-
fiés a'OMS en Europe en 1997. Le taux de létalité varie de moins de
10% a 30%, 299% des cas sont d’origine communautaire, la pro-
portion des cas d'origine nosocomiale et de ceux dus aux voyages était
respectivement de 16 % et 22 % [24]. La description de certains
genes de Legionella, comme le géne mip pour « macrophage infec-
tivity potentiator » [8] ou le géne codant pour le 5S ADNr [23] a rapi-
dement permis la mise au point de techniques d'amplification génique
en réponse & une culture lente et a un sérodiagnostic délicat du patho-
géne, que ce soit dans 'environnement hydrique [21] ou dans les spé-
cimens cliniques [17, 22]. Les amorces mip ne permettent que I'am-
plification des différents sérotypes de L. pneumophila, a I'exclusion
des autres especes, les amorces définies sur le géne 5S ADNr auto-
risent un diagnostic plus large.
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Les techniques d'extraction peuvent influencer les performances des
tests [18]. La procédure d'extraction proposée a été comparée a la
technique traditionnelle par phénol-chloroforme et s'est révélée plus
sensible pour I'ensemble des pathogénes. Lutilisation de la protéi-
nase K réduit les risques d'inhibition. Mais la pratique a montré que
les différents laboratoires qui ont testé la multiplex ont souvent adopté
la technique qu'ils maitrisaient.

_ Tableau Il / Liste des micro-organismes présents dans 708
prélévements d'origine respiratoire n‘ayant pas entrainé

de difficulies d'inlerprétation de la multiplex
{faux positils et bandes non spécifigues).

Aspergillus spp.

Candida albicans
Candida tropicalis
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Escherichia coli

Gemella haemolysans
Gemella morbilorum
Haemophilus aprophilus
Haemophilus influenzae
Haemophilus parainfluenzae
Neisseria spp.
Pneumocystis carinii
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus

Staphylococcus capitis
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus acidomininus
Streptococcus anginosus
Streptococcus constellatus
Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus salivarius
Streptococcus sanguinis
Streptococcus pneumonize
Virus Herpes simplex
Mysxovirus influenzae (A et B)
Myxovirus parainfluenzae
Virus respiratoire syncytial

au lil / Pourcentage d'inhibition observé
6ans§ 769 dchantillons cliniques

Type de e
préiévemnents Commentaire
{riombre)
Liquides 27 % 0% 0% Les inhibitions
pleuraux observées sont
(44) indépendantes
de la présence
de sang dans
le prélévement.
Liquides 14 % 14 % 13% {Présence de
bronchio- sang dans 80%
alvéolaires des prélévements
(170) inhibés.
Aspirations 7% 6% 5% Présence de
bronchiques sang dans 80 %
(165) des prélévements
inhibés.
Frottis <1 % 0% <1% [(lLesrares
pharyngés inhibitions sont
(329) cbservées sur les
prélévements
contenant du
sang sur les
écouvillons.
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Les techniques d’amplification génique sont rarement automatisées
et donc trés consommatrices en temps de travail, particulierement
pour les prélévements pulmonaires dont les résultats sont attendus
dans un délai le plus court possible pour permettre la prescription
d'une antibiothérapie adaptée, ce qui nécessite de travailler rapi-
dement sur un faible nombre d'échantillons. Les amplifications
géniques dites « muitiplex» permettent d'économiser une partie de
ce temps de travail en réalisant la recherche de plusieurs pathogénes
dans un méme temps technique. Elles permettent aussi de réduire
la quantité du volume de prélévement nécessaire (intérét en pédia-
trie par exemple), voire de travailler & partir d'un seul écouvillon péri-
phérique (pharyngé ou nasal) [27]. Ce type de technique est utili-
sable aussi bien pour des bactéries [14] que pour des virus [25],
permettant parfois jusqu'a la détection de neuf micro-organismes
[13]. Mais dans ce dernier cas, il devient difficile de mettre en ceuvre
I'ensemble des témoins positifs, et I'auteur ne propose pas de témoin
d'inhibition. En effet, les prélévements cliniques peuvent contenir des
inhibiteurs de la Taq polymérase (au premier rang desquels figure
I'hémoglobine), & 'origine de faux négatifs. Ces inhibiteurs peuvent
étre détectés par les témoins spécifiques, qui consistent & vérifier
la présence d'une amplification dans un spécimen artificiellement
contaminé avec I'ADN du pathogeéne cible. Si les résultats d'inhibi-
tion présentés n'ont pas tous un intérét clinique (recherche de
L. pneumophila dans les prélévements pharyngés par exemple), ils
mettent en évidence des inhibitions dépendant essentiellement du
type de prélévement, de chague PCR et de la présence de sang dans
le prélévement. Cette observation justifie la présence d'un témoin
d'inhibition propre a chaque pathogéne et pour tout prélévement.
Lamplification concomitante d'une autre cible (B globine par
exemple), n'est donc pas suffisante pour dénoncer une inhibition de
I'amplification spécifique du pathogéne recherché.

Les trois pathogénes ciblés sont responsables d'un tableau clinique
univoque. |l est vrai que le contexte épidémiologique est parfois dif-
férent et permet une meilleure orientation du clinicien. Mais ce
contexte n'est pas toujours connu en urgence, et la multiplex per-
met une simplification de la demande d'examen biologique du méde-
cin & un colt de réalisation équivalant a celle d'une simple PCR :

le colit des amorces représente moins de 1 % du codt total d'une
amplification génique.

5. Conclusion

L es techniques multiplex sont des alteratives diagnostiques efficaces
vis-a-vis des pathogénes respiratoires, Les techniques d'extraction
d’ADN récentes (type gel de silice) pourraient permettre de réduire le
nombre de résultats ininterprétables du fait de la présence d'inhibiteurs
de la Taq polymérase. Cette PCR multiplex devrait naturellement évoluer
vers une deuxiéme génération utilisant une méthode d'amplification en
une seule étape suivie d'une révélation par hybridation avec des sondes
spécifiques (automatisable en microplaque), au lieu d'une PCR nichée.
Une étude multicentrique est en cours pour préciser les qualités et poten-
tiels de cette méthode. Des kits sont commercialisés depuis piusieurs
années pour le diagnostic des mycobactéries et plus particuliérement
du complexe Mycobacterium tuberculosis. Lintérét que représente le
diagnostic des « pneumopathies atypiques » d'origine bactérienne devrait
entrainer rapidement la commercialisation de kits spécifiques.
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Notes

La PCR multiplex décrite ci-dessus est protégée par le brevet 98 01998
dépose le 19 février 1998 par Daniel Garin, Nathalie Dorchain et Philippe Leroy
au nom de I'Etat frangais représenté par le délégué général pour 'Armement.
Le nom de Chlamylege multiplex® a été enregistré comme marque de fabrique
a I'INPI de Grenoble le 20 janvier 1999 par Daniel Garin, Nathalie Dorchain
et Philippe Leroy sous le N° 99/771157.

Le distributeur de Chlamylege muitiplex® est la société Argene-Biosoft (site
Web argenbiosoft.com).
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