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Resume

Grace aux progres des biotechnologies, de nouvelles méthodes de diagnostic rapide ont été développées
pour la détection des antigénes ou des anticorps spécifiques de microorganismes pathogenes.

Cet article donne des exemples de telles méthodes utilisant un immunoessai optique ou une
immunochromatographie, notamment pour détecter les antigénes urinaires de Legionella pneumophila
ou de Streptococcus pneumoniae, les antigénes de Streptococcus pyogenes dans les prélevements de
gorge ou de Streptococcus agalactiae dans les prélevements vaginaux, I'antigéne d'Helicobacter pylori ou la

toxine de Clostridium difficile dans les selles.

Ces méthodes doivent étre rapides, mais aussi flables et faciles a mettre en ceuvre au laboratoire,
en routine comme en urgence. Leurs performances doivent étre cependant évaluées avec rigueur,

comparativement aux méthodes conventionnelles.
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Interest of rapid tests in microbiology

SUMMARY

Through the progress of biotechnologies, new microbiological methods are being developed to detect specific

antibodies or antigens for rapid in vitro diagnosis.

Here we report the interest of assays using optical immunoassay or immunochromatography, to detect for
example antigens of Legionella pneumophila or Streptococcus pneumoniae in urines, Streptococcus pyogenes
in throat swab specimens or Streptococcus agalactiae in vaginal swabs, and Helicobacter pylori or Clostridium

difficile toxins in stools specimens.

These methods must be rapid, but also easy to perform, reliable and invaluable for both routine an emergency
analyses, but performances must be rigorously evaluated comparativly with conventional methods.
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| - Introduction

Les tests rapides occupent une place croissante
dans le marché du diagnostic in vitro, essentiel-
lement dans le domaine de la biochimie. En mi-
crobiologie, les innovations se sont cependant
multipliées au cours des derniéres années grace au
développement des biotechnologies.

Les applications concernent le diagnostic étiolo-
gique d’'un syndrome infectieux viral, bactérien
ou parasitaire (1), mais également le dépistage a
grande échelle dans un contexte d’ épidémie ou de
risque de bio-terrorisme (2).

Les techniques utilisées doivent répondre a des
exigences de rapidité, mais aussi de simplicité, de
robustesse et de qualité, dans un cadre réglemen-
taire défini.
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Par opposition aux examens d’orientation classique
nécessitant une confirmation ultérieure, le test ra-
pide doit permettre d'obtenir dans un délai bref un
diagnostic de quasi-certitude ou d’exclusion d’'une
infection aigué ou chronique, dans une situation
clinique particuliere (exemples: fievre, diarrhée,
pneumopathie, syndrome méningé etc..).

Les performances de chaque trousse doivent étre
connues du biologiste comme du clinicien, car un
résultat positif ou négatif est susceptible a lui seul de
déclencher ou non une thérapeutique spécifique.
Nous illustrerons ces réflexions par des exemples
de techniques rapides utilisant des techniques
récentes (a l'exclusion des tests de biologie molé-
culaire), réalisés directement sur des produits pa-
thologiques (urines, LCR, pharynx, selles, cervical,
vaginal ou génital).
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Il — Aspects technologiques

Les techniques reposent sur des méthodes immu-
nologiques sur support, présentées le plus souvent
sous forme de tests unitaires :

« immunoessai optique, basé sur le change-
ment de propriétés optiques d'une membrane de
silicium en présence d'un complexe antigéne/an-
ticorps (Ag/Ac), constitue une méthode nouvelle
qui ne connait que quelques applications en biolo-
gie clinique (recherche de Chlamydia trachomatis
ou du streptocoque du groupe A ou B). La majori-
té des autres trousses disponibles utilise 'immobi-
lisation d'un complexe Ag/Ac sur une membrane
de nitrocellulose, suivie d'une révélation immu-
nologique par un Ac monoclonal de type IgG ou
IgM. Ces tests se présentent sous forme de cas-
settes (« savonnettes »), ou de bandelettes. Dans
le cas des bandelettes, la migration s’effectue soit
horizontalement, soit par trempage vertical (no-
tamment pour la recherche de streptocoque du
groupe A).

« 'immunoblot sur membrane appliquée a la re-
cherche d’anticorps (Ac) est une technique ELISA
dans laquelle l'antigéne natif ou purifié est fixé sur
une membrane, 'absorption des Ac remplagant la
migration électrophorétique. La lecture permet un
résultat quantitatif, parfois difficile a interpréter
pour des taux d’Ac faibles.

+ immunochromatographie (ICT) ou immu-
nocapture, est appliquée a la recherche d’Ag ou
d’Ac. Léchantillon de sérum ou de sang total est
déposé a l'extrémité d’'une bandelette de nitrocel-
lulose, puis migre vers une zone dans laquelle se
forme un complexe avec le réactif conjugué fixé
dans la membrane. Ce mélange continue a migrer
a la rencontre de 'Ag immobilisé au niveau de la
fenétre-patient. Un contrdle négatif est visualisé
au niveau de la fenétre-témoin, objectivant la mi-
gration électrophorétique jusqu’a l'extrémité de la
membrane.

Ill - Applications

1. Détection de I'antigene de Legionella pneu-
mophila dans les urines :

Excrété précocement (dés le 3° jour apres les
symptomes), cet antigéne atteint son taux maxi-
mum dans les 5 a 10 premiers jours de l'infection,
puis décroit de maniére variable. Il peut étre mis
en évidence pendant plusieurs mois selon certai-
nes études. Son excrétion n'est pas influencée par
I'antibiothérapie.

Deux tests en ICT sont disponibles (Binax
Now*, voir Note 1, Legiotop Ag®, voir Note 2). La
lecture s’effectue en moins de 30 minutes. Sa sensi-
bilité (SS), de 70 & 86%, et sa spécificité (SP) de 98%
sont proches des performances de la culture bac-
tériologique. La concentration des urines améliore
la sensibilité de ces tests (83% versus 66%) (3).
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Une positivité de ce test est hautement significative
d’une infection a Legionella pneumophila de séro-
type 1. Cependant, 20% des légionelloses sont dues
a d’autres sérotypes, qui peuvent donner lieu a des
réactions croisées d’intensité variable. Lépitope-
cible de ces tests serait cependant sous-représenté
chez les souches responsables d’infections nosoco-
miales : le pourcentage de souches détectées varie,
selon le test utilisé, de 76 a 86% dans le cas d'infec-
tions communautaires alors qu'il n'est que de 45%
dans les infections nosocomiales (4).

Un test négatif ou positif doit étre interprété en
fonction de la nature de signes cliniques, et ses li-
mites doivent étre connues, d’autant que la tech-
nique de référence est aujourd’hui la PCR, dont la
sensibilité est supérieure a celle de toutes les autres
techniques.

2. Détection de la pneumolysine
de Streptococcus pneumoniae (SP)

La protéine recherchée est la pneumolysine, cons-
tamment associée aux souches virulentes de pneu-
mocoque.

Une méthode de coagglutination utilisant comme
support inerte des Staphylocoques sensibilisés par
la pneumolysine a été proposée, mais c'est la re-
cherche par ICT qui est la plus utilisée actuelle-
ment (Binax Now?®, voir Note I).

Une étude récente a évalué l'intérét de ce test sur
519 patients suspects de méningites, dont 22 mé-
ningites & pneumocoques confirmées: dans le
LCR, la sensibilité (95%) et la spécificité (100%)
de ce test sont excellentes, bien que la coloration
de Gram demeure indispensable. En revanche, la
détection urinaire est beaucoup moins sensible et
s'accompagne d’un taux important de faux-positifs
(5).

Dans une étude portant sur 107 adultes atteints de
bactériémies a pneumocoque, la recherche urinai-
re a été positive 88 fois (SS 82%, SP 97%, VPP 96%),
et en particulier chez 87% des patients présentant
également une pneumonie & pneumocoques (6).
Il peut éventuellement étre utilisé sur des flacons
d’hémocultures positifs si le pneumocoque ne cul-
tive pas en raison d'une autolyse dans le flacon (7)
Dans le cas des pneumopathies non bactérié-
miques, l'intérét de ce test est tres discuté, et les
données de la littérature sont contradictoires : si la
sensibilité est satisfaisante (80 & 90% selon les étu-
des), la spécificité (54 a 77%) et la valeur prédictive
positive (50 a 62%) sont faibles.

Ce test semble souvent pris en défaut pour diffé-
rencier les infections et les colonisations & pneu-
mocoque, et peut étre présent dans des pneumopa-
thies attribuées & d'autres germes, et en particulier
a Mycoplasma pneumoniae.

Cependant, la sensibilité augmente fortement ( de
79% a 94%) lorsque le patient est a haut risque d'in-
fection, qu’il s’agisse d'une bactériémie ou d’une
pneumonie & pneumocoque, et en particulier chez
les patients VIH+ ou immunodéprimé. (8)
Linterprétation de ces études est difficile, car la
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culture du pneumocoque, prise comme méthode
de référence, est souvent faussement négative en
raison de la fragilité du germe. Plusieurs agents
pathogenes peuvent également étre en cause dans
la méme pneumopathie, associés ou non au pneu-
mocoque.

Ce test doit donc étre considéré comme l'un des
éléments du bilan d'une pneumopathie, a rappro-
cher des autres signes cliniques et radiologiques.
Il doit étre réservé par ailleurs aux patients a haut
risque infectieux dont la coloration de Gram est
ininterprétable.

3. Recherche du Streptocoque du groupe A

dans les prélevements pharyngés

La disponibilité d'un test de recherche rapide de
Streptococcus pyogenes est justifiée par le nombre
tres élevé de prescriptions inadaptées d’antibiotiques
au cours des angines (8 a 9 millions de traitements
inutiles par an pour 11 millions de consultations).
En 2001, 'AFSSAPS a testé in vitro 16 trousses
commercialisées en fonction de leur cott, de leurs
performances et de leur facilité demploi.

Une étude expérimentale conduite aupres de 100
généralistes formés a 'usage de la trousse retenue
(IM Strepto A°®, voir Note 3) a montré que son uti-
lisation en cabinet médical avait permis de réduire
de 49% la prescription d’antibiotiques (9).

En 2004, une étude comparative de 7 trousses con-
duite sur une population de 75 enfants suspects
d’angine a Streptocoque A n’a pas mis en évidence
de différence significative entre les tests, a 'excep-
tion d’'un test de faible sensibilité basé sur une ag-
glutination au latex (10).

On note cependant 2 & 10% de faux négatifs, pou-
vant justifier un contréle microbiologique ou la
mise en ceuvre d'une antibiothérapie lorsque les
signes cliniques sont évocateurs d'une angine
streptococcique.

4. Recherche du Streptocoque du groupe B
dans les prélevements génitaux :

Streptococcus agalactiae est un agent pathogéne
majeur en néonatologie (33% des septicémies, 48%
des méningites, avec une mortalité de 5 a 20%). Au
cours de la grossesse, 10 a 30 % des meéres sont
colonisées, et 50% des enfants nées de ces meres
seront porteurs de ce germe a la naissance.

Le Center for Disease Control (CDC, Atlanta, Etats-
Unis) recommandait en 2002 un dépistage par cul-
ture en 18h sur milieu spécifique (milieu de Gra-
nada) & la 37° semaine. Cependant, 5% de femmes
négatives a cette date sont positives au moment de
l'accouchement, ce qui peut justifier la mise en ceu-
vre d’'un test rapide, bien qu'il soit plus onéreux. Un
test en immunoessai optique (Strepto OIA °, voir
Note 4) en 30 minutes a été évalué en Belgique (11).
La valeur prédictive de colonisation par le strepto-
coque du groupe B au moment de la délivrance est
de 92% par ce test contre 56% par culture.

5. Recherche de I'antigene d'Helicobacter
pylori dans les selles

Agent de la gastrite superficielle chronique, mais
surtout cofacteur de cancérogenése gastrique, la
recherche d’Helicobacter pylori est recommandée
dans le diagnostic mais surtout dans la vérification
de ’éradication du germe apres antibiothérapie.

Un antigéne spécifique est présent dans les selles,
et disparait apreés quelques jours de traitement. Sa
recherche est une intéressante alternative au test a
I'urée et/ou au test respiratoire. En technique ra-
pide, il peut étre mis en évidence par agglutination
au latex (Pyloriset dry®, voir Note 5) et par immu-
nocapture (Premier HpSA®, voir Note 6). Une étude
européenne a comparé en 2000 sur 501 patients les
performances de ce test vis-a-vis des autres métho-
des disponibles (gastroscopie, biopsie, test a 'urée).
Celles-ci sont satisfaisantes (SS 94%, SP 92%, VPP
93%), en particulier dans le diagnostic de l'infection
persistante (13). De commercialisation récente en
France, ce test est actuellement peu utilisé.

6. Recherche de I'antigene de Chlamydia
trachomatis

La sérologie dans ce diagnostic des Chlamydiae a de-
puis longtemps montré ses grandes limites, rendant
cet examen médiocre. Le « gold standard » nest plus
actuellement la culture, réservée a quelques laboratoi-
res en France, mais la PCR. La technique Cobas Am-
plicor® (Roche) a fait ses preuves avec des sensibilités
supérieures aux autres techniques, méme si elle est
plus faible sur les prélévements urinaires. Plus répan-
due et de réalisation facile, la recherche d’antigene par
ICT sur les exsudats génitaux urinaires (Clearview®,
voir Note 7 ou Quickview® voir Note 8) est trés utili-
sée en laboratoire de routine. Les trousses autorisées
ont été validées sur des prélevements endo-cervicaux,
parfois urétraux, mais pas sur les urines, comme la
montré une méta-analyse en 2002 (12). Un résultat
négatif nexclut pas le diagnostic, surtout si lexamen
a été pratiqué sur une personne symptomatique ou a
haut risque de MST. Dans ce cas, il conviendra de réi-
térer lexamen sur un nouveau prélévement, dont on
sassurera de la qualité préanalytique.

7. Recherche de toxine de Clostridium difficile

Agent fréquent d’infections nosocomiales a carac-
tere parfois épidémique, ce germe est porté par 20
a 70% des enfants et 3% des adultes. La mise en
évidence des souches toxinogenes est donc im-
portante pour mettre en ceuvre une thérapeutique
spécifique. Les tests sont basés sur la recherche
soit de l'entérotoxine A (Clearview® voir Note 8,
Tox A Sign®, Note 9), soit de la glutamate déshy-
drogénase, enzyme commune mais non spécifique
des souches de Clostridium difficile (Immuno-
card®, voir Note 6), soit enfin des deux marqueurs
a la fois (Triage®, Note 10). A l'exception des réac-
tions d’agglutination, qui présentent une sensibilité et
une spécificité médiocre, les autres tests de caracté-
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