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! 	
  La	
  colonisa+on	
  s’accompagne	
  d’une	
  
détériora+on	
  de	
  la	
  fonc+on	
  pulmonaire	
  =	
  
étape	
  importante	
  dans	
  l’évolu&on	
  de	
  la	
  
maladie	
  



Organismes 	
  Fréquence 	
  Popula+on	
  CF 	
  Rôle	
  dans	
  la	
  
	
   	
  isolement	
  (%) 	
   	
  maladie	
  respi.	
  

Pseudomonas	
  aeruginosa 	
   	
  59 	
  tous 	
  prouvé	
  
Staphylocccus	
  aureus 	
   	
  48 	
  surtout	
  enfants	
  et	
  adolescents 	
  prouvé 
Burkholderia	
  cepacia	
  complex 	
  3 	
  surtout	
  adolescents	
  et	
  adultes 	
  prouvé	
  
Stenotrophomonas	
  maltophilia 	
  10 	
  surtout	
  adolescents	
  et	
  adultes	
   	
  non	
  prouvé	
  
Achromobacter	
  xylosoxidans 	
  9	
  surtout	
  adolescents	
  et	
  adultes 	
  vraisemblable	
  
Burkholderia	
  gladioli 	
   	
  <1 	
  surtout	
  adolescents	
  et	
  adultes	
   	
  peu	
  probable	
  
Ralstonia	
  sp. 	
   	
  <1 	
  surtout	
  adolescents	
  et	
  adultes	
   	
  peu	
  probable	
  
Pandoraea	
  sp. 	
   	
  <1 	
  surtout	
  adolescents	
  et	
  adultes	
   	
  possible	
  
Mycobacterium	
  sp. 	
   	
  13 	
  surtout	
  adolescents	
  et	
  adultes	
   	
  prouvé	
  
Haemophilus	
  influenzae 	
   	
  15 	
  enfants 	
  vraisemblable	
  
Streptococcus	
  pneumoniae 	
   	
  5 	
  enfants 	
  inconnu	
  
Enterobacteriaceae 	
   	
  <5 	
  enfants 	
  inconnu	
  
Aspergillus	
  fumigatus 	
   	
  9 	
  tous 	
  prouvé	
  
VRS	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  ? 	
   	
  enfants 	
  prouvé	
  
Influenza	
  virus 	
   	
  ? 	
  tous 	
  prouvé	
  

Significa+on	
  des	
  micro-­‐organismes	
  

Gilligan	
  P.	
  et	
  al.	
  Cumitech	
  43,	
  ASM	
  



Colonisa+on	
  trachéo-­‐bronchique	
  par	
  P.	
  aeruginosa	
  

!  Age	
  moyen	
  d’acquisi+on	
  :	
  8	
  ans	
  (écarts	
  extrêmes)	
  

!  Plus	
  de	
  50%	
  des	
  pa+ents	
  finissent	
  par	
  être	
  colonisés	
  par	
  P.	
  aeruginosa	
  	
  

!  L’appari+on	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  bouleverse	
  la	
  prise	
  en	
  charge	
  des	
  pa+ents	
  sur	
  le	
  
plan	
  de	
  l’an&biothérapie	
  



Evolu+on	
  de	
  la	
  colonisa+on	
  à	
  P.	
  aeruginosa	
  

≥	
  1	
  souche	
  

Accumula2on	
  	
  	
  	
  
de	
  muta2ons	
  
	
  

1	
  souche	
  

-­‐  Produc2on	
  d’alginate	
  
-­‐  Hypermutateurs	
  
-­‐  Diversité	
  des	
  phénotypes	
  
-­‐  Perte	
  de	
  propriétés	
  métaboliques	
  
-­‐  perte	
  de	
  caractère	
  de	
  virulence	
  
-­‐  Small	
  colony	
  variants	
  
-­‐  Souches	
  mul2-­‐résistantes	
  

1	
  souche,	
  sub-­‐popula+ons	
  

! La	
  plupart	
  du	
  temps,	
  les	
  pa+ents	
  sont	
  colonisés	
  par	
  une	
  souche	
  unique	
  de	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
P.	
  aeruginosa	
  pouvant	
  se	
  diversifier	
  en	
  plusieurs	
  morphotypes	
  ou	
  en	
  sous-­‐
popula+ons	
  

Succès	
  d’éradica+on	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  au	
  
stade	
  de	
  primo-­‐colonisa+on	
  dans	
  les	
  12	
  

semaines	
  à	
  par+r	
  de	
  sa	
  détec+on	
  

Contamina+on	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Primo-­‐colonisa+on	
  

Implanta+on	
  
Colonisa+on	
  chronique	
  

	
  	
  	
  	
  Adapta+on	
  
Colonisa+on	
  intermigente	
  



Détec+on	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  chez	
  les	
  pa+ents	
  CF	
  	
  

!  Au	
  stade	
  de	
  la	
  primo-­‐colonisa+on	
  (détec+on	
  précoce	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  et	
  
détermina+on	
  de	
  la	
  sensibilité	
  aux	
  an+bio+ques)	
  

!  Après	
  une	
  an+biothérapie,	
  évalua+on	
  d’une	
  éradica+on	
  	
  	
  

Milieu	
  
sélec+f	
  

Milieu	
  non	
  
sélec+f	
  

Culture	
   Biologie	
  moléculaire	
   Sérologie	
  



ECBC	
  (gold	
  standard)	
  

!  Harmonisa+on	
  des	
  pra+ques,	
  Consensus	
  Microbiologique	
  dans	
  la	
  
mucoviscidose	
  (REMIC	
  2015)	
  

!  Au	
  moins	
  1	
  ECBC	
  dans	
  l’année	
  chez	
  98%	
  enfants	
  et	
  79,6%	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  des	
  adultes	
  (MucoRegistre	
  2015)	
  

-­‐	
  Expectora+on	
  spontanée,	
  
-­‐	
  Aspira+on	
  pharyngée	
  après	
  Kiné	
  
et/ou	
  nébulisa+on	
  de	
  sérum	
  φ	
  
-­‐	
  Ecouvillonnage	
  pharyngé	
  	
  	
  	
  

	
  	
  

Examen	
  direct	
  

Dilu+on	
  1/2	
  agent	
  
mucoly+que	
  

Milieu	
  sélec+f,	
  
gélose	
  cétrimide	
  

10	
  uL	
  

Milieu	
  non	
  sélec+f,	
  
gélose	
  au	
  sang	
  

100	
  uL	
  

Détec+on	
  200	
  UFC/mL	
  

Milieu	
  sélec+f,	
  
gélose	
  drigalski	
  

10	
  uL	
  

Détec+on	
  20	
  UFC/mL	
  

+/-­‐	
  



Produc+on	
  d’exopolysaccharides	
  in	
  vitro	
  
Souche	
  muqueuse	
  alginate++	
  in	
  vitro	
  

Produc+on	
  d’alginate:	
  mucoïdie	
  

!  Exopolysaccharides	
  visqueux	
  d’ac.	
  mannuronique/ac.	
  guluronique	
  
!  Hyperproduc+on	
  en	
  réponse	
  à	
  un	
  stress	
  (déshydrata+on	
  des	
  secré+ons,	
  

présence	
  de	
  péroxydes,	
  molécules	
  inflammatoires…)	
  
!  Produit	
  par	
  un	
  plus	
  grand	
  nombre	
  de	
  souches	
  au	
  stade	
  de	
  colonisa+on	
  

chronique	
  (phénomène	
  complexe)	
  



Sérologie	
  P.	
  aeruginosa	
  

!  Problème	
  de	
  la	
  culture	
  chez	
  les	
  jeunes	
  enfants	
  (prélèvements	
  
oro-­‐pharyngés)	
  et	
  les	
  pa+ents	
  non-­‐expectorants	
  

	
  

!  Place	
  de	
  la	
  sérologie	
  chez	
  ces	
  pa+ents	
  pour	
  la	
  détec&on	
  
précoce	
  d’une	
  primo-­‐colonisa+on	
  à	
  P.	
  aeruginosa	
  

	
  
!  Place	
  de	
  la	
  sérologie	
  pour	
  évaluer	
  l’éradica&on	
  et	
  la	
  survenue	
  

d’une	
  nouvelle	
  colonisa&on	
  
	
  

	
  



An+gènes	
  cibles	
  

Pili	
  
Type	
  	
  IV	
  a	
  et	
  b	
  

Pili	
  voie	
  chaperonne-­‐usher	
   Exopolysaccharides	
  

Flagelle	
  

LPS	
  Endotoxine	
  

Facteurs	
  
sécrétés	
  

Type	
  I	
  
AprA	
  
AprX	
  	
  
HasAp	
  

Type	
  II	
  
ExotoxineA	
  

LipA	
  
LipC	
  
LasB	
  
LasA	
  
PrpL	
  
PmpA	
  
PlcB	
  
PlcN	
  
PlcH	
  
PhoA	
  
PaAP	
  
CbpD	
  
LapA	
  
	
  

Type	
  V	
  
CdrA	
  
LepA	
  
EstA	
  
PlpD	
  

Type	
  III	
  
ExoS	
  
ExoT	
  
ExoU	
  
ExoY	
  

Type	
  VI	
  Autres	
  
Siderophores	
  
Rhamnolipids	
  

Molecules	
  HSL,	
  PQS	
  

Appendices	
  
superficiels	
  

Modifiée	
  d’après	
  De	
  Benztmann	
  S.	
  and	
  Plésiat	
  P.	
  Rev.	
  Franc.	
  Lab.	
  2011	
  	
  

Protéase	
  alcaline	
  

Elastase	
  



Impact	
  de	
  la	
  sérologie	
  Pseudomonas	
  	
  

!  Une	
  sérologie	
  posi&ve	
  chez	
  un	
  pa+ent	
  naïf	
  ne	
  prédit	
  pas	
  une	
  
primo-­‐colonisa+on	
  à	
  P.	
  aeruginosa	
  dans	
  les	
  6-­‐12	
  mois	
  	
  (West	
  SE	
  

et	
  al.	
  JAMA.	
  2002;	
  Daines	
  C	
  et	
  al.	
  J	
  of	
  Cyst	
  Fibros,	
  2014;	
  Douglas	
  TA	
  et	
  al.	
  Thorax,	
  2010)	
  
-­‐  Taux	
  Ac	
  également	
  élevé	
  chez	
  des	
  individus	
  non	
  CF	
  
-­‐  Difficulté	
  pour	
  déterminer	
  un	
  seuil	
  de	
  posi+vité	
  significa+f	
  en	
  fonc+on	
  

de	
  l’âge	
  
	
  

!  Facteur	
  pronos+c	
  de	
  l’efficacité	
  de	
  l’an+biothérapie	
  an+-­‐
Pseudomonas	
  (Ratjen	
  et	
  al.	
  Pediatr	
  Pulmonol	
  2007;	
  	
  Anstead	
  M	
  et	
  al.	
  J	
  Cyst	
  Fibros	
  
2013;	
  Dolce	
  D	
  et	
  al	
  .J	
  of	
  Cyst	
  Fibros,	
  2014,	
  Kappler	
  et	
  al.	
  	
  J	
  Cyst	
  Fibros	
  2014)	
  	
  

-­‐	
  Une	
  augmenta+on	
  du	
  taux	
  des	
  Ac	
  après	
  6	
  mois	
  de	
  traitement	
  est	
  
associé	
  avec	
  une	
  forte	
  probabilité	
  d’isoler	
  P.	
  aeruginosa	
  par	
  culture	
  et	
  
par	
  conséquent	
  d’échec	
  thérapeu+que	
  

	
  
	
  



	
  
!  Titres	
  élevés	
  d’Ac	
  an+-­‐Exotoxine	
  A	
  et	
  an+-­‐protéase	
  alcaline	
  

après	
  an+biothérapie	
  sont	
  associés	
  avec	
  un	
  plus	
  grand	
  risque	
  
de	
  récurrence	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  	
  	
  (Anstead	
  M	
  et	
  al.	
  J	
  Cyst	
  Fibros	
  2013)	
  

	
  

!  Sérologie	
  pourrait	
  être	
  un	
  complément	
  de	
  la	
  culture	
  pour	
  le	
  
suivi	
  des	
  récurrences	
  à	
  P.	
  aeruginosa	
  	
  

!  La	
  sérologie	
  ne	
  permet	
  pas	
  de	
  prédire	
  une	
  primo-­‐
colonisa&on	
  	
  

	
  
	
  

Rôle	
  de	
  la	
  sérologie	
  Pseudomonas	
  	
  



Biologie	
  Moléculaire	
  

!  Amplifica+on	
  génique	
  classique	
  (PCR)	
  

!  PCR	
  en	
  temps	
  réel	
  	
  
-­‐	
  Qualita+ve	
  et/ou	
  quan+ta+ve	
  
-­‐	
  Sondes	
  d’hydrolyse	
  
-­‐	
  Agent	
  intercalant,	
  SybrGreen	
  

Gènes	
  cibles	
  

Flagelle	
  

toxA	
   oprI	
  
	
  

oprL	
  

ecfX	
   ETA	
  algD	
  GDP	
  gyrB	
  

fliC	
  

ADNr	
  16S-­‐23S	
  
rDNA	
  ITS	
  

De	
  Vos	
  D	
  et	
  al.1997;	
  da	
  Silva	
  Fihlo	
  et	
  al.	
  1999	
  et	
  2004;	
  Jaffe	
  RI	
  et	
  al.	
  2001;	
  Quin	
  X	
  et	
  al.	
  2003;	
  Lavenir	
  R	
  et	
  al.	
  2007;	
  
Motoshima	
  M	
  et	
  al.	
  2007;	
  Anuj	
  	
  SN	
  et	
  al.	
  2009.	
  

Spécificité	
  élevée	
  à	
  
l’excep+on	
  du	
  gène	
  fliC	
  	
  



Sensibilité	
  de	
  détec+on	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  

Deschaght	
  P	
  et	
  al.	
  2011,	
  Journal	
  of	
  Cys+c	
  Fibrosis	
  
Le	
  Gall	
  F	
  et	
  al.2013,	
  BMC	
  Microbiology	
  

"  Bonne	
  sensibilité	
  de	
  détec+on	
  de	
  P.	
  aeruginosa,	
  équivalente	
  ou	
  supérieure	
  à	
  la	
  culture	
  
"  Sensibilité	
  100%,	
  oprL	
  (10	
  UFC/mL)	
  	
  



Détec+on	
  précoce	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  

	
  
!  Etude	
  Xu,	
  J	
  et	
  al.	
  2004	
  (Irelande,	
  monocentrique)	
  

-­‐  Adultes	
  non	
  colonisés	
  n=57	
  (expectora+ons	
  1	
  mL)	
  	
  
-­‐  Cibles	
  oprL	
  et	
  exotoxine	
  A,	
  PCR	
  classique	
  
-­‐  Culture	
  CBA,	
  MacConkey,	
  PAI	
  (seuil	
  de	
  détec+on	
  200	
  UFC/mL)	
  
-­‐  PCR	
  posi+ve,	
  culture-­‐	
  chez	
  10	
  pa+ents	
  	
  
-­‐  Culture	
  posi+ve	
  pour	
  5	
  pa&ents	
  entre	
  4	
  et	
  17	
  mois.	
  

	
  
	
  



Biologie	
  Moléculaire	
  

Etude	
   Cible	
   C	
  +/
PCR	
  -­‐	
  

C+/
PCR+	
  

C-­‐/
PCR-­‐	
  

C-­‐/
PCR+	
  

Xu	
  J	
  et	
  al.	
  ,	
  2004	
   n=57,	
  
Adultes	
  	
  

Expectora+ons	
  	
   oprL	
   5	
   25	
   17	
   10	
  (5)	
  

exoA	
   5	
   22	
   17	
   3	
  (0)	
  



Détec+on	
  précoce	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  

	
  
!  Etude	
  Xu,	
  J	
  et	
  al.	
  2004	
  (Irelande,	
  monocentrique)	
  

-­‐  Adultes	
  non	
  colonisés	
  n=57	
  (expectora+ons	
  1	
  mL)	
  	
  
-­‐  Cibles	
  oprL	
  et	
  exotoxine	
  A,	
  PCR	
  classique	
  
-­‐  Culture	
  CBA,	
  MacConkey,	
  PAI	
  (seuil	
  de	
  détec+on	
  200	
  UFC/mL)	
  
-­‐  PCR	
  posi+ve,	
  culture-­‐	
  chez	
  10	
  pa+ents	
  	
  
-­‐  Culture	
  posi+ve	
  pour	
  5	
  pa&ents	
  entre	
  4	
  et	
  17	
  mois.	
  

!  Etude	
  Deschaght	
  P	
  et	
  al.	
  2010	
  (Belgique,	
  mul+centrique)	
  
-­‐  Adultes	
  et	
  enfants	
  de	
  1	
  -­‐53	
  ans,	
  n=397	
  (expectora+ons,	
  aspira+on	
  naso-­‐

pharyngée,	
  écouvillonage)	
  
-­‐  Free	
  P.	
  aeruginosa	
  
-­‐  Cible	
  oprL,	
  quan+ta+ve	
  PCR	
  sondes	
  d’hydrolyse	
  	
  	
  
-­‐  Culture	
  MacConkey,	
  cétrimide	
  	
  (seuil	
  de	
  détec+on	
  200	
  UFC/mL)	
  
-­‐  PCR	
  posi+ve,	
  culture-­‐	
  chez	
  26	
  pa+ents	
  	
  
-­‐  Culture	
  posi+ve	
  pour	
  5	
  	
  pa&ents	
  entre	
  2	
  et	
  5	
  mois.	
  

	
  
	
  



Biologie	
  Moléculaire	
  

Etude	
   Cible	
   C	
  +/
PCR	
  -­‐	
  

C+/
PCR+	
  

C-­‐/
PCR-­‐	
  

C-­‐/
PCR+	
  

Xu	
  J	
  et	
  al.	
  ,	
  2004	
   n=57,	
  
Adultes	
  	
  

Expectora+ons	
  	
   oprL	
   5	
   25	
   17	
   10	
  (5)	
  

exoA	
   5	
   22	
   17	
   3	
  (0)	
  

Deschaght	
  et	
  al.,	
  
2010	
  

n=	
  397	
  (852)	
  
Adultes	
  /
Enfants	
  

Expectora+on,	
  
NA,	
  
écouvillons	
  

oprL	
   10	
   89	
   729	
   26	
  (5)	
  



Détec+on	
  précoce	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  

	
  
!  Etude	
  Logan	
  C	
  et	
  al.	
  2010	
  (Irelande,	
  monocentrique)	
  

-­‐  Enfants	
  n=	
  1363	
  expectora+ons	
  et	
  1337	
  écouvillons	
  	
  
-­‐  Cibles	
  algD	
  et	
  gyrB,	
  Real	
  +me	
  PCR	
  
-­‐  Culture	
  CBA,	
  MacConkey,	
  	
  (seuil	
  de	
  détec+on	
  200	
  UFC/mL)	
  
-­‐  PCR	
  posi+ve,	
  culture	
  néga+ve	
  pour	
  80	
  échan+llons	
  	
  
-­‐  Culture	
  posi+ve	
  pour	
  26	
  échan+llons.	
  

	
  
	
  



Biologie	
  Moléculaire	
  

Etude	
   Cible	
   C	
  +/
PCR	
  -­‐	
  

C+/
PCR+	
  

C-­‐/
PCR-­‐	
  

C-­‐/
PCR+	
  

Xu	
  J	
  et	
  al.	
  ,	
  2004	
   n=57,	
  
Adultes	
  	
  

Expectora+ons	
  	
   oprL	
   5	
   25	
   17	
   10	
  (5)	
  

exoA	
   5	
   22	
   17	
   3	
  (0)	
  

Deschaght	
  et	
  al.,	
  
2010	
  

n=	
  397	
  (852)	
  
Adultes	
  /
Enfants	
  

Expectora+on,	
  
NA,	
  
écouvillons	
  

oprL	
   10	
   89	
   729	
   26	
  (5)	
  

Logan	
  et	
  al.,	
  
2010	
  

n=183	
  (1363)	
  
Enfants	
  

Expectora+ons	
   gyrB,	
  algD	
   6	
   260	
   452	
   52	
  (20)	
  

n=183	
  (1367)	
  
Enfants	
  

Ecouvillons	
   gyrB,	
  algD	
   14	
   80	
   945	
   28	
  (6)	
  



Détec+on	
  précoce	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  

	
  
!  Etude	
  Logan	
  C	
  et	
  al.	
  2010	
  (Irelande,	
  monocentrique)	
  

-­‐  Enfants	
  n=	
  1363	
  expectora+ons	
  et	
  1337	
  écouvillons	
  	
  
-­‐  Cibles	
  algD	
  et	
  gyrB,	
  Real	
  +me	
  PCR	
  
-­‐  Culture	
  CBA,	
  MacConkey,	
  	
  (seuil	
  de	
  détec+on	
  200	
  UFC/mL)	
  
-­‐  PCR	
  posi+ve,	
  culture	
  néga+ve	
  pour	
  80	
  échan+llons	
  	
  
-­‐  Culture	
  posi+ve	
  pour	
  26	
  échan+llons.	
  

!  Etude	
  Billard-­‐Pomares	
  et	
  al.	
  2011	
  (France,	
  monocentrique)	
  
-­‐  Enfants	
  n=33(5-­‐18	
  ans,	
  moyenne	
  12	
  ans),	
  72	
  expectora+ons	
  
-­‐  n=23	
  never	
  P.	
  aeruginosa,	
  n=	
  10	
  intermiZent,	
  31	
  expectora+ons	
  
-­‐  Culture	
  CBA,	
  cétrimide,	
  	
  (seuil	
  de	
  détec+on	
  20	
  UFC/mL)	
  
-­‐  Cible	
  oprL,	
  quan+ta+ve	
  real	
  +me	
  PCR	
  	
  

	
  
	
  



Biologie	
  Moléculaire	
  

Etude	
   Cible	
   C	
  +/
PCR	
  -­‐	
  

C+/
PCR+	
  

C-­‐/
PCR-­‐	
  

C-­‐/
PCR+	
  

Xu	
  J	
  et	
  al.	
  ,	
  2004	
   n=57,	
  
Adultes	
  	
  

Expectora+ons	
  	
   oprL	
   5	
   25	
   17	
   10	
  (5)	
  

exoA	
   5	
   22	
   17	
   3	
  (0)	
  

Deschaght	
  et	
  al.,	
  
2010	
  

n=	
  397	
  (852)	
  
Adultes	
  /
Enfants	
  

Expectora+on,	
  
NA,	
  
écouvillons	
  

oprL	
   10	
   89	
   729	
   26	
  (5)	
  

Logan	
  et	
  al.,	
  
2010	
  

n=183	
  (1363)	
  
Enfants	
  

Expectora+ons	
   gyrB,	
  algD	
   6	
   260	
   452	
   52	
  (20)	
  

n=183	
  (1367)	
  
Enfants	
  

Ecouvillons	
   gyrB,	
  algD	
   14	
   80	
   945	
   28	
  (6)	
  

Billard-­‐Pomares	
  
et	
  al.	
  ,	
  2011	
  

n=23	
  (72)	
  
Enfants	
  

Expectora+ons	
   oprL	
   0	
   0	
   17	
   6	
  



Détec+on	
  précoce	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  

!  Etude	
  Mc	
  Culloch	
  et	
  al.	
  2011	
  (Ecosse,	
  monocentrique)	
  
-­‐  Enfants	
  (0	
  à	
  15	
  ans)	
  	
  (n=25;	
  42	
  expectora+ons)	
  	
  et	
  n=	
  161,	
  500	
  écouvillonages	
  

pharyngés)	
  
-­‐  Cible	
  ADNr	
  16S,	
  real	
  +me	
  PCR,	
  sondes	
  d’hydrolyse	
  Taqman	
  	
  (se.	
  85	
  CFU/mL)	
  
-­‐  Culture	
  MacConkey,	
  blood	
  
-­‐  4	
  pa&ents	
  ont	
  présenté	
  une	
  PCR	
  posi&ve	
  avant	
  la	
  culture	
  (médiane	
  de	
  8	
  

mois)	
  

	
  
	
  



Biologie	
  Moléculaire	
  

Etude	
   Cible	
   C	
  +/
PCR	
  -­‐	
  

C+/
PCR+	
  

C-­‐/
PCR-­‐	
  

C-­‐/
PCR+	
  

Xu	
  J	
  et	
  al.	
  ,	
  2004	
   n=57,	
  
Adultes	
  	
  

Expectora+ons	
  	
   oprL	
   5	
   25	
   17	
   10	
  (5)	
  

exoA	
   5	
   22	
   17	
   3	
  (0)	
  

Deschaght	
  et	
  al.,	
  
2010	
  

n=	
  397	
  (852)	
  
Adultes	
  /
Enfants	
  

Expectora+on,	
  
NA,	
  
écouvillons	
  

oprL	
   10	
   89	
   729	
   26	
  (5)	
  

Logan	
  et	
  al.,	
  
2010	
  

n=183	
  (1363)	
  
Enfants	
  

Expectora+ons	
   gyrB,	
  algD	
   6	
   260	
   452	
   52	
  (20)	
  

n=183	
  (1367)	
  
Enfants	
  

Ecouvillons	
   gyrB,	
  algD	
   14	
   80	
   945	
   28	
  (6)	
  

Billard-­‐Pomares	
  
et	
  al.	
  ,	
  2011	
  

n=23	
  (72)	
  
Enfants	
  

Expectora+ons	
   oprL	
   0	
   0	
   17	
   6	
  

McCulloch	
  et	
  al.,	
  
2011	
  

N=25	
  (42)	
  
Enfants	
  

Expectora+ons	
  	
   ADNr	
  16S	
  
(rrl)	
  

0	
   22	
   10	
   10	
  (1)	
  

N=161	
  (500)	
  
Enfants	
  

Écouvillons	
  	
   ADNr	
  16S	
  
(rrl)	
  

0	
   26	
   446	
   28	
  (3)	
  



Détec+on	
  précoce	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  

!  Etude	
  Mc	
  Culloch	
  et	
  al.	
  2011	
  (Ecosse,	
  monocentrique)	
  
-­‐  Enfants	
  (0	
  à	
  15	
  ans)	
  	
  (n=25;	
  42	
  expectora+ons)	
  	
  et	
  n=	
  161,	
  500	
  écouvillonages	
  

pharyngés)	
  
-­‐  Cible	
  ADNr	
  16S,	
  real	
  +me	
  PCR,	
  sondes	
  d’hydrolyse	
  Taqman	
  	
  (se.	
  85	
  CFU/mL)	
  
-­‐  Culture	
  MacConkey,	
  blood	
  
-­‐  4	
  pa&ents	
  ont	
  présenté	
  une	
  PCR	
  posi&ve	
  avant	
  la	
  culture	
  (médiane	
  de	
  8	
  

mois)	
  

!  Etude	
  Héry-­‐Arnaud	
  et	
  al.	
  2017	
  (France,	
  mul+centrique)	
  
-­‐  Adultes	
  et	
  enfants	
  (médiane	
  11	
  ans)	
  n=	
  96	
  	
  dont	
  never	
  (n=45)	
  ou	
  free	
  (n=51)	
  	
  

(707	
  expectora+ons)	
  
-­‐  Cibles	
  oprL,	
  ecfX	
  et	
  gyrB	
  real	
  +me	
  PCR	
  	
  
-­‐  Culture	
  CBA,	
  cétrimide	
  	
  (seuil	
  de	
  détec+on	
  20	
  UFC/mL)	
  
-­‐  20	
  pa&ents	
  ont	
  présents	
  une	
  PCR	
  posi&ve	
  avant	
  la	
  culture	
  (médiane	
  de	
  8	
  

mois)	
  
-­‐  Sensibilité	
  	
  94.3%,	
  spécificité	
  86.3%	
  

	
  
	
  



Biologie	
  Moléculaire	
  

Etude	
   Cible	
   C	
  +/
PCR	
  -­‐	
  

C+/
PCR+	
  

C-­‐/
PCR-­‐	
  

C-­‐/
PCR+	
  

Xu	
  J	
  et	
  al.	
  ,	
  2004	
   n=57,	
  
Adultes	
  	
  

Expectora+ons	
  	
   oprL	
   5	
   25	
   17	
   10	
  (5)	
  

exoA	
   5	
   22	
   17	
   3	
  (0)	
  

Deschaght	
  et	
  al.,	
  
2010	
  

n=	
  397	
  (852)	
  
Adultes	
  /
Enfants	
  

Expectora+on,	
  
NA,	
  
écouvillons	
  

oprL	
   10	
   89	
   729	
   26	
  (5)	
  

Logan	
  et	
  al.,	
  
2010	
  

n=183	
  (1363)	
  
Enfants	
  

Expectora+ons	
   gyrB,	
  algD	
   6	
   260	
   452	
   52	
  (20)	
  

n=183	
  (1367)	
  
Enfants	
  

Ecouvillons	
   gyrB,	
  algD	
   14	
   80	
   945	
   28	
  (6)	
  

Billard-­‐Pomares	
  
et	
  al.	
  ,	
  2011	
  

n=23	
  (72)	
  
Enfants	
  

Expectora+ons	
   oprL	
   0	
   0	
   17	
   6	
  

McCulloch	
  et	
  al.,	
  
2011	
  

N=25	
  (42)	
  
Enfants	
  

Expectora+ons	
  	
   ADNr	
  16S	
  
(rrl)	
  

0	
   22	
   10	
   10	
  (1)	
  

N=161	
  (500)	
  
Enfants	
  

Écouvillons	
  	
   ADNr	
  16S	
  
(rrl)	
  

0	
   26	
   446	
   28	
  (3)	
  

Héry-­‐Arnaud	
  et	
  
al.	
  2017	
  

N=96	
  (707)	
  
Adultes	
  et	
  
enfants	
  

Expectora+ons	
   oprL,	
  ecfX,	
  
gyrB	
  

0	
   16	
   28	
   52(20)	
  



Biologie	
  moléculaire	
  (PCR	
  en	
  temps	
  réel)	
  

	
  

	
  

!  Absence	
  de	
  consensus	
  pour	
  un	
  protocole	
  standard	
  de	
  qPCR	
  
!  Nécessité	
  d’u+liser	
  plusieurs	
  cibles	
  (augmenta+on	
  de	
  la	
  sensibilité	
  oprL	
  et	
  de	
  la	
  

spécificité	
  ecfX,	
  gyrB	
  

!  Statut	
  des	
  pa+ents	
  étudiés	
  Free,	
  Never	
  
!  Les	
  résultats	
  discordants	
  entre	
  la	
  qPCR	
  (+)	
  et	
  la	
  culture	
  (-­‐)	
  peuvent	
  

être	
  agribués	
  à	
  la	
  présence	
  de	
  très	
  faibles	
  inocula,	
  de	
  bactéries	
  
quiescentes	
  ou	
  non	
  viables	
  

!  Les	
  résultats	
  posi+fs	
  de	
  qPCR	
  sont	
  à	
  confronter	
  avec	
  ceux	
  de	
  la	
  
culture	
  	
  

!  La	
  qPCR	
  est	
  complémentaire	
  à	
  la	
  culture	
  pour	
  la	
  détec&on	
  
précoce	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  chez	
  les	
  pa+ents	
  naïfs	
  ou	
  free	
  	
  	
  

!  Impact	
  du	
  diagnos+c	
  précoce	
  par	
  qPCR	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  et	
  de	
  son	
  
an+biothérapie	
  sur	
  l’évolu+on	
  de	
  la	
  colonisa+on	
  ?	
  



Etude	
  du	
  microbiote	
  pulmonaire	
  

!  Méthode	
  d’amplifica+on	
  génique	
  (PCR)	
  permegant	
  d’évaluer	
  la	
  diversité	
  
microbienne	
  des	
  expectora+ons	
  

!  Ribosomal	
  Intergenic	
  Spacer	
  Analysis	
  (RISA)	
  détec+on	
  de	
  la	
  varia+on	
  de	
  taille	
  
de	
  l’espace	
  intergénique	
  (ITS)	
  entre	
  les	
  gènes	
  codant	
  l’ARN	
  ribosomal	
  
16S	
  et	
  23S	
  

!  Etude	
  WG.	
  Flight	
  2015	
  J.	
  Clinical	
  Microbiology	
  (United	
  Kingdom)	
  
!  U+lisa+on	
  en	
  rou+ne	
  de	
  RISA	
  pour	
  évaluer	
  la	
  diversité	
  microbienne	
  dans	
  les	
  expectora+ons	
  

CF	
  par	
  comparaison	
  avec	
  la	
  culture	
  et	
  l’étude	
  du	
  microbiote	
  (16S	
  rRNA	
  pyroséquençage)	
  

!  Adultes	
  CF	
  (n=93;	
  200	
  expectora+ons)	
  
!  RISA	
  (1406F-­‐23SR)	
  
!  P.	
  aeruginosa	
  est	
  fréquemment	
  associé	
  à	
  une	
  diminu+on	
  de	
  la	
  diversité	
  microbienne	
  	
  

!  Métagénomique,	
  Méthode	
  de	
  séquençage	
  des	
  amplicons	
  (SHD)	
  	
  



Biomarqueurs	
  
!  Détec+on	
  de	
  le	
  produc+on	
  de	
  pyocyanine	
  dans	
  les	
  expectora+ons	
  

-­‐  Senseurs	
  électrochimiques	
  (ampérométrie,	
  AlZahra’a	
  F.	
  et	
  al.	
  Nanomedecine	
  
2016;	
  Webster	
  TA,	
  Biosensors	
  Bioelectronics,	
  2014;	
  Alatraktchi	
  FA	
  et	
  al.	
  Sensors	
  
2016)	
  .	
  Méthode	
  rapide	
  et	
  très	
  sensible	
  (détec+on	
  de	
  125	
  nM	
  à	
  100	
  μM),	
  validée	
  dans	
  un	
  milieu	
  
ar+ficiel	
  CF	
  

-­‐  Spectroscopie	
  d’impédance	
  électrochimique	
  (Ward	
  AC.	
  et	
  al.	
  Plos	
  One	
  2014)	
  	
  

!  Détec+on	
  d’hydrogène	
  cyanide	
  (composé	
  organique	
  vola+le)	
  dans	
  l’air	
  
expiré	
  (Analyse	
  par	
  spectrométrie	
  de	
  masse	
  des	
  composés	
  organiques	
  présents	
  dans	
  l’air	
  (SIFT-­‐MS)	
  
-­‐  Etude	
  Enderby	
  B	
  et	
  al.	
  Pediatric	
  Pulmonology,	
  2009	
  

-­‐  La	
  concentra+on	
  HCN	
  est	
  significa+vement	
  plus	
  élevé	
  chez	
  les	
  enfants	
  CF	
  colonisés	
  à	
  
P.	
  aeruginosa	
  /	
  enfants	
  asthma+ques	
  

-­‐  Etude	
  Smith	
  D	
  et	
  al.	
  	
  J	
  of	
  Breath	
  Research,	
  2013	
  
-­‐  Les	
  souches	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  testées	
  produisent	
  de	
  HCN	
  (n=150)	
  	
  
-­‐  La	
  concentra+on	
  HCN	
  est	
  à	
  la	
  limite	
  de	
  détec+on	
  chez	
  les	
  individus	
  sains	
  
-­‐  La	
  concentra+on	
  HCN	
  est	
  significa+vement	
  augmenté	
  chez	
  les	
  pa+ents	
  infectés	
  par	
  

P.	
  aeruginosa	
  

-­‐  Etude	
  de	
  Gilchrist	
  Fj	
  et	
  al.	
  J	
  of	
  Breath	
  Research,	
  2013	
  
-­‐  La	
  concentra+on	
  HCN	
  expirée	
  par	
  le	
  nez	
  était	
  significa+vement	
  supérieure	
  chez	
  les	
  pa+ents	
  

colonisés	
  chroniquement	
  par	
  P.	
  aeruginosa	
  /	
  pa+ents	
  free	
  

	
  

	
  



Conclusions	
  

!  La	
  culture	
  reste	
  la	
  méthode	
  de	
  référence	
  	
  

!  Harmonisa&on	
  des	
  méthodes	
  d'analyse	
  microbiologique	
  permegant	
  de	
  
fournir	
  des	
  presta+ons	
  équivalentes	
  dans	
  tous	
  les	
  centres	
  prenant	
  en	
  
charge	
  les	
  pa+ents	
  ageints	
  de	
  mucoviscidose	
  	
  

!  La	
  sérologie	
  peut-­‐être	
  un	
  complément	
  de	
  la	
  culture	
  pour	
  le	
  suivi	
  des	
  
récurrences	
  à	
  P.	
  aeruginosa	
  	
  

!  Les	
  ou+ls	
  de	
  biologie	
  moléculaire	
  sont	
  actuellement	
  complémentaires	
  à	
  
la	
  culture	
  pour	
  la	
  détec&on	
  précoce	
  de	
  P.	
  aeruginosa	
  chez	
  les	
  pa+ents	
  

naïfs	
  ou	
  free	
  	
  



Remerciements	
  

CNR	
  &	
  Research	
  group	
  
	
  
-­‐  Patrick	
  Plésiat	
  
-­‐  Charloge	
  Richardot	
  
-­‐  Damien	
  Fournier	
  
-­‐  Aurélie	
  Noguès	
  
-­‐  Catherine	
  Llanes	
  
-­‐  Caroline	
  Bréchet	
  
-­‐  Emeline	
  Müller	
  
-­‐  Pauline	
  Garnier	
  
-­‐  Amélie	
  Mille	
  
-­‐  Paulo	
  Juarez	
  


