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Merci a vous tous pour cette derniére année d’internat . Christophe R, Maud, Isabelle, Antonin, Laurence, Rolf,
Yahia, William B, Rodolph P, Geneviéve, Vanessa, Marie-Paule, Khadidja, Caroline...et TOUS les techniciens de
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Introduction

L'endocardite infectieuse (El) correspond a la prolifération au niveau de I'endocarde de
microorganismes, généralement bactériens et rarement fongiques (1), suite a une dissémination
hématogene. Il s’agit d’une infection qui cause des dégats essentiellement valvulaires qui sont
responsables d’une morbidité et d’'une mortalité importantes, dominées par le risque d’insuffisance
cardiaque et d’embolies d’origine cardiaque.

L’El est une pathologie relativement rare mais toujours grave (1). En France métropolitaine, son
incidence est estimée aux alentours de 30 par million d’habitants et par an, soit environ 2 000 cas annuels
(2), et sa fréquence reste stable malgré les méthodes de prophylaxie et la raréfaction du rhumatisme
articulaire aigu.

Cette infection demeure |étale en I'absence de traitement antiinfectieux adapté associé ou non a une
chirurgie. En dépit des progrés diagnostiques, chirurgicaux et médicamenteux, le taux de mortalité des
patients atteints d’El reste élevé avec un taux moyen de 15 a 20 % (3,4-7) et il n’a pas changé depuis ces
30 derniéres années (5).

L’El requiert une hospitalisation prolongée, une antibiothérapie adaptée, a fortes doses, par voie

intraveineuse (IV), pendant plusieurs semaines, et une intervention chirurgicale cardiaque dans plus de la
moitié des cas. La prise en charge doit étre pluridisciplinaire associant des cardiologues, des chirurgiens
cardiaques, des infectiologues, des microbiologistes, mais aussi des anatomopathologistes, des
anesthésistes-réanimateurs, des internistes, des neurologues, des rhumatologues etc.... A titre d’exemple,
une réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP) hebdomadaire est organisée au sein du CHU de Lyon
depuis quatre ans, ol la majorité des dossiers d’El du CHU y est discutée. Le choix des anti-infectieux
utiliséS, ainsi que la durée du traitement, doivent étre adaptés au pathogéne impliqué.
L'identification rapide de I'agent étiologique est donc critique dans la prise en charge du patient atteint
d’El. Le plus souvent elle est apportée par des outils diagnostiques conventionnels. Les hémocultures,
positives dans plus de 90 % des cas, constituent la pierre angulaire du diagnostic microbiologique
conventionnel des El. Actuellement, Staphylococcus aureus est le principal germe responsable des El
(3,7,8). L'examen anatomohistopathologique de la valve cardiaque aprés exérése chirurgicale (dans
environ 50 % des cas d’El) constitue le « gold-standard » dans le diagnostic des El (9).

Il arrive, toutefois, que les hémocultures ne fournissent aucune information sur I'agent responsable,
nous parlons alors d’El a hémocultures négatives (EIHN). Cette situation est un véritable challenge pour le
clinicien et le microbiologiste. En effet, lorsque le diagnostic des El est retardé, la morbidité augmente de
facon significative.

D’autres outils diagnostiques alternatifs peuvent, alors, étre utilisés. Les sérologies spécifiques de
germes non cultivables peuvent étre précieuses, mais elles ne sont disponibles que pour quelques
microorganismes seulement. Lorsque le tissu valvulaire est disponible, son analyse microbiologique par des
méthodes conventionnelles (examen direct et culture) est pratiquée. Toutefois, ces derniéres peuvent étre
limitées par I'antibiothérapie préalable, la nature du germe causal, et son inoculum au sein du tissu
valvulaire. Le diagnostic des El nécessite donc de nouvelles méthodes pour identifier I'agent responsable.
De nombreuses équipes ont travaillé sur une approche moléculaire du diagnostic a partir des valves
cardiaques. La PCR universelle bactérienne (communément appelée PCR 16S), capable d’identifier tout
type de bactérie, est la technique la plus décrite dans ce domaine. Elle offre I'avantage d’une sensibilité
accrue par rapport a la culture conventionnelle et d’'une rapidité dans le diagnostic des El. Des PCR
spécifiques de certians microorganismes sont aussi disponibles.
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Malgré tout, encore 5,2 % d’El restent non documentées d’un point de vue microbiologique (1). Cela
pointe la nécessité d’utiliser des outils diagnostiques plus performants.

Dans notre étude, nous nous proposons d’évaluer I'apport d’un kit de biologie moléculaire (UMD ;
Molzym, Bremen, Allemagne) permettant la détection de microorganismes bactériens et fongiques, par
une approche de PCR universelle a partir des prélevements humains. Ce kit permet a la fois I'extraction des
ADN microbiens aprés leurs enrichissements dans le prélevement suite a I'élimination de ’ADN humain,
I’'amplification par PCR et le séquencage universel (bactérien et fongique) a partir des prélevements
cardiaques (valves, végétations...) de patient opérés au CHU de Lyon dans un contexte d’El. Etaient inclus
uniquement les patients atteints d’El formellement diagnostiquée par examen anatomohistopathologique
mais présentant des hémocultures négatives, des sérologies bactériennes négatives et dont les analyses
microbiologiques (culture et/ou PCR universelle et/ou spécifique(s)) réalisées en routine sur ces
prélevements étaient restées négatives.

L’objectif principal de notre étude est de documenter les EIHN sans germe identifié et dont le
diagnostic de I'El a été posé par I'anatomohistopathologique (le gold standard dans ce domaine (9). Ce
document présente les résultats de nos travaux. Une premiére partie présentera une revue
bibliographique sur I'endocardite infectieuse ainsi que son diagnostic microbiologique. La deuxieme partie
de ce document présentera les résultats de nos travaux sous forme d’un article scientifique. Nous finirons
par une discussion.
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PARTIE I. Endocardites infectieuses :
Données générales
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1. Définition
L’'endocardite infectieuse (EI) ou maladie d’Osler est définie comme une infection secondaire a la
greffe et a la multiplication d’un agent infectieux, le plus souvent bactérien, sur I'endocarde sain ou
préalablement lésé, le plus souvent au niveau d’une valve cardiaque, ou sur une prothése valvulaire (10)
suite a une dissémination hématogene. Les valves les plus fréquemment atteintes sont les valves mitrale et

aortique. Cette définition englobe les infections développées sur les malformations cardiaques et sur les
sondes de Infective endocarditis: review of 135 cases over 9 years (11,12).

L'atteinte infectieuse de I'endocarde va entrainer des lésions ulcérovégétantes, essentiellement
valvulaires, responsables d’un risque important d’insuffisance cardiaque (IC) et d’embolies septiques a
I'origine d’'une morbidité et d’une mortalité importantes.

L'El est une pathologie complexe, associant un processus septicémique et des perturbations
hémodynamiques consécutives aux dégats anatomiques. C’'est une maladie relativement rare et toujours
grave nécessitant un traitement ainsi qu’une hospitalisation prolongée. En I'absence d’antibiothérapie,
combinée ou non a la chirurgie, I'El reste une maladie Iétale dont le taux de mortalité reste élevé de 10 a
25 % en milieu hospitalier (5)(8). Nous pouvons distinguer, selon :

- La localisation et la présence ou non de matériel intracardiaque (10) :
Les El sur valve native du coeur gauche,
Les El sur prothése valvulaire du coeur gauche,
Les El du cceur droit : avec soit une localisation gauche initiale soit a localisation droite exclusive,
Les El liées a un dispositif intracardiaque (stimulateur ou défibrillateur cardiaque).

©)
©)
©)
®)

- Le mode d’infection :
o Les El communautaires,
o Les El associées aux soins,
o Les El associées a une toxicomanie par voie IV.

Le diagnostic d’El doit systématiquement étre évoqué devant tout patient fébrile avec un souffle
cardiaque nouveau ou modifié, un patient fébrile avec notion de valvulopathie préexistante (rhumatisme
articulaire aigu) ou porteur d’une prothése valvulaire, une IC aigué fébrile, et devant tout accident
vasculaire cérébral aigu fébrile.

Les manifestations cliniues de I'El sont multiples et different selon I’agent étiologique et les facteurs
de risque sousjacents, mais aucune n’est suffisamment spécifique et sensible pour permettre de poser le
diagnostic (13).

Staphylococcus aureus est, actuellement, le principal microorganisme responsable de I'El (7,8,14).
D’autres microorganismes tels que les streptocoques, entérocoques ou les agents fongiques peuvent
causer une El avec des différences en fonction du terrain du patient (voir infra).

Dans environ 70 a 90 % des cas, un agent étiologique est facilement isolé dans les hémocultures.
Dans les 10 a 30 % des cas restants, les agents sont rarement isolés, soit qu’il s’agisse de bactéries
intracellulaires ou associées aux cellules, soit qu’il s’agisse de bactéries ou d’espéce fongique a croissance
lente ou nécessitant des milieux de culture spéciaux, ou de bactéries dont l'identification est difficile
(11,15).
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2. Historique

C’est en 1646 que fut effectuée la premiere observation d’un cas d’El par Lazare Riviére. En 1869,
Virchow et al. mirent en évidence la présence de bactéries dans les végétations.

La séquence précise des évenements conduisant au développement d’une El sera exposée de
maniere prémonitoire en 1885 par Sir William Osler, a I'occasion de la présentation de ses trois
« Gulstonian lectures » (16—18) devant le college royal des médecins de Londres : « Whether or not, in a
given case, endocarditis will arise, depends greatly on the condition of the valve tissue. In a case of
pneumonia or other disease, such as pyaemia, in which we may suppose microbes circulating in the blood,
the endothelium of normal valves may be able to resist their invasion, or even if they do lodge and
penetrate, the tissue tone lowered, or if as so often seems the case, the valves are diseased, then the
micrococci find a suitable nidus, and excite, by their growth, an endocarditis which might be of a the
malignant type ».

A partir de 1890, Louis Pasteur fut un des premiers a proposer de « cultiver » le sang des patients afin
de découvrir une bactérie pathogene. En 1900, les hémocultures deviennent le premier test dans le
diagnostic des El. En 1910 Libman et Celler rapportaient leur expérience sur plus de 3 000 hémocultures
(19) et affirmaient que « le diagnostic absolu d’El devait reposer, pour le moment, sur I'étude de la culture
du sang ». Un siécle plus tard, les hémocultures conservent toujours un réle majeur dans le diagnostic des
El.

3. Epidémiologie et facteurs de risque

Le profil épidémiologique de I'El s’est considérablement modifié au cours des derniéres années (15).
Dans les années 1940, la maladie touchait principalement le jeune adulte (< 35 ans) porteur d’'une
valvulopathie préexistante le plus souvent post-rhumatismale, avec seulement 10 % de patients agés de
plus de 60 ans. Les séries récentes montrent que I'El touche désormais des patients avec une moyenne
d’age de 55 ans, avec prés d’un cas sur deux survenant a plus de 60 ans (20-22). Ce changement vient
d’une part du vieillissement de la population générale avec par conséquent une augmentation de
I'incidence de patients porteurs de prothése valvulaire cardiaque, et d’autre part d’'une diminution de
I'incidence des maladies rhumatismales (éradication du rhumatisme articulaire aigu) dans les pays
industrialisésS (14).

En dépit de 'amélioration de sa prise en charge, I'incidence annuelle de I'El n’a pas diminué ces 30
derniéres années et elle est d’environ 3-10 pour 100 000 personnes (6,8,23,24).

Les principaux facteurs de risque de survenue de I'El sont :

- ’age (25) et le sexe : L'El est trés rare chez I’enfant, elle touche préférentiellement I’homme adulte
(sexe-ratio a 2:1) et les patients plus dgés (dge moyen de survenue de 62 ans) : 194 cas/million chez les
hommes entre 75 et 79 ans (7,8,10). Cela est lié a 'augmentation des valvulopathies dégénératives liées au
vieillissement de la population (7). En dehors des terrains immunodéprimés (cancers, traitements
immunosuppresseurs), I’age des patients est un facteur de risque important et qui a profondément évolué
dans le domaine des El (figure 1).

- Les antécédents de pathologie cardiaque (antécédent d’El, port de pacemaker ou de valve
prothétique...) : 53 % des patients sont toujours concernés.

- La cardiopathie sous-jacente. Dans I'enquéte francaise de 1999, I'El survenait sur coeur sain dans
47 % des cas, sur valvulopathie native dans 31 % des cas et sur prothéese valvulaire dans 16 % des cas. Les 6
% restants incluaient des El sur sondes de pacemaker (figure 2), sur cardiomyopathies ou sur cardiopathies
congénitales. Les El sur prothéses trouvent leur origine, soit dans une contamination per opératoire pour
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les formes précoces (une incidence de 0,4 a 3 % et une mortalité de 40 a 60 %), soit dans une bactériémie
pour les formes secondaires (une incidence de 1 % par an et une mortalité de 20 a 40 %).
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Figure 1. Epidémiologie. Incidence de I’El selon (A) I'age et le sexe, et (B) I'antécédent cardiaque antérieur,
dans une étude de population francaise de 497 adultes. L'incidence atteint un sommet de 194
cas par million chez les hommes agés de 75 a 79 ans, d’apres (1).

Figure 2. Végétations sur sondes de pacemaker, d’aprés (26).

- Les actes a risque de bactériémie : médicaux (soins dentaires, digestifs, ORL...) et/ou invasifs (les
cathéters, les procédures médicochirurgicales) responsables d’El liées aux soins (27),

Une certaine évolution dans le profil de la patholgoie est reportée dans une métaanalyse
internationale, de 26 articles publiés entre 1993 et 2003, portant sur 3784 épisodes d’El (28); avec
notamment une augmentation des risques parmi :

- La toxicomanie et la consommation de drogues injectables, notamment observées chez les sujets
jeunes (7).

- Les patients porteurs de prothéses cardiovasculaires et/ou intravasculaires et/ou de dispositifs
intracardiaques : ces patients ont une incidence d’El de 3 000/million de patients, soit 6 fois plus de risque
gu’en cas de valvulopathie native et 100 fois plus qu’en population générale (4,25),

- Les personnes exposées aux infections nosocomiales. L'El est principalement d’acquisition
communautaire (73 % des cas) et touche préférentiellement les valves natives du coeur. Mais, les El
associées aux soins (nosocomiales ou non) occupent dorénavant une place importante : elles représentent
plus d’un quart des cas et cela risque de continuer a augmenter, principalement en raison du vieillissement
de la population qui nécessite des soins médicaux de plus en plus invasifs (3,24).

- Les hémodialysés (25,29,30),

- Les diabétiques : constituent jusqu’a 30 % de tous les patients atteints d’El (31). Le diabéte est par
conséquent la maladie sous-jacente la plus rencontrée et constitue le facteur de risque le plus fréquent
dans la population (3,32).
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- Le microorganisme causal : actuellement Staphylococcus aureus a supplanté les streptocoques
oraux et est devenu le principal germe responsable des El (7,28). Cet agent pathogéne représente un
facteur de pronostic péjoratif, aussi bien dans les El d’origine communautaire que dans les El associées aux
soins, notamment a la fréquence des bactériemies qui évoluent vers une El (3,7).

4. Physiopathologie

4.1. Anatomie cardiaque

D’un point de vue anatomique (figure 3), le coeur est constitué de I'extérieur vers la lumiére de trois
tuniques tissulaires : le péricarde, le myocarde et I'endocarde. L’endocarde est situé sur la face interne du
ceeur, directement au contact du sang. La zone la plus atteinte de I'endocarde au cours d’une El est en
régle générale celle des valves cardiaques, surtout si elles sont initialement lésées.

Pericarde fibreux
Péricarde pariétal

Espace péricardique

Perncarde viscéral (Epicarde)

Endocarde

Péricarde

Myocarde

Figure 3. Anatomie des tuniques cardiaques, d’aprées (33).

Ces valves sont au nombre de quatre (figure 4). Du c6té droit du coeur se trouvent: la valve
tricuspide entre 'oreillette et le ventricule droit et la valve pulmonaire entre le ventricule droit et 'artere
pulmonaire. Du c6té gauche du coeur se trouvent : la valve mitrale entre I'oreillette et le ventricule gauche,
suivie de la valve aortique entre le ventricule gauche et 'aorte.
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Figure 4. Anatomie cardiaque, d’apres (34).
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La valve la plus fréquemment concernée est la valve mitrale dans 41 %, suivie de la valve aortique
dans 38 % (3) (figue 5).
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Figure 5. Valve mitrale infectée (Staphylococcus aureus).

4.2. Mécanismes physiopathologiques
La pénétration du microorganisme dans le corps humain est possible via une porte d’entrée. Elle
n’est véritablement retrouvée que dans 67 % des cas (10)), et peut étre de diverses origines :

- Buccodentaire : la plus fréquente (20 a 30 % des El), a streptocoque le plus souvent (Streptococcus
mitis, sanguis, salivarius...), transmis lors de soins dentaires avec saignement,

- Digestive : chez le sujet dgé (cancer cOlon, cholécystite chronique, etc.), a Streptococcus bovis,
Streptococcus gallolyticus ou entérocoque le plus souvent,

- Cutanée : plus rare (plaie, furoncle...), en général a S. aureus ou S. epidermidis,

- Urinaire (chirurgie urétérale, prostatectomie) : a entérocoques ou bacilles a Gram négatif le plus
souvent,

- latrogeéne : de plus en plus fréquente (cathéters, pacemakers, chirurgie intracardiaque),

L’histoire naturelle de I'El peut étre décomposée en 4 étapes successives (figure 6) (35).

Dépot de fibrine et de
plaquettes - activité
procoagulante

Colonisation
bactérienne et chimio-
attraction des PNN

- A taille valve

Remodelage tissulaire

Destruction
et néoangiogénese

fonctionnelle de la valve
-> chirurgie cardiaque

Risque embolique

Figure 6. Histoire naturelle de I'El, d’apres (35). A. Activité procoagulante qui se traduit par dépét de fibrine et
de plaquettes. B. Colonisation bactérienne et chimioattraction de neutrophiles conduisant a
I"augmentation de la taille de la végétation. C. Remodelage tissulaire et néoangiogénése conduisant a la

destruction fonctionnelle de la valve. D. A ce stade, la situation est irréversible et la chirurgie cardiaque
est nécessaire.
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- La premiere étape consiste en I'adhérence des bactéries au cours d’une bactériémie, sur les valves
préalablement lésées (28), grace a tout un arsenal de déterminants de surface. Une fois que les
microorganismes sont présents dans le sang circulant, ils ont la capacité d’adhérer a I’endocarde valvulaire
ou a du matériel intracardiaque grace a de nombreux déterminants présents a leur surface. En termes de
physiopathologie, soit I'’endothélium de I'endocarde est préalablement |ésé et favorise I'adhésion des
microorganismes, soit I'endothélium est non endommagé favorisant les El dues a S. aureus et a d’autres
microorganismes intracellulaires (10).

- La deuxieme étape consiste en la persistance des bactéries au niveau valvulaire au sein de la
végétation qui se développe et protege les bactéries des mécanismes de défense immunitaire de I’hote.
L’agrégation plaquettaire contribue au développement de la végétation.

- La troisieme étape aboutit au remodlage tissulaire et la néogénese. Les conséquences de |I'adhérence
et de la multiplication des microorganismes sont le développement de lésions infectieuses associant
(10,25) :

e Des végétations (amas de fibrine, leucocytes et plaguettes ol les microorganismes peuvent
survivre) susceptibles de se détacher de la valve et de migrer dans la circulation sanguine (13 a 49 % des
cas) entrainant des foyers infectieux secondaires ou des accidents ischémiques. Ces embolies graves,
potentiellement infectantes, peuvent survenir a tous les niveaux (systéme nerveux central, extrémités,
visceres abdominaux, squelette ...) et étre révélatrices de I'El (accident vasculaire cérébral, ischémie aigue
d’un membre) ou au contraire étre totalement silencieuses dans 20 % des cas (découvertes par exemple
lors d’un scanner systématique).

e Le développement d’anévrismes vasculaires, dits « mycotiques », est la conséquence de processus
infectieux métastatiques (emboliques et/ou inflammatoires).

e Des anomalies immunologiques est la conséquence de la libération d’antigenes bactériens a partir
du foyer septique peuvent étre a [lorigine de purpura vasculaire, vascularite nécrosante,
glomérulonéphrite, présence de complexes-immuns circulants...

- Au cours de la quatriéme étape, des lésions de destruction de I'appareil valvulaire, des ulcérations,
des abcés et des perforations résultent de la prolifération bactérienne et la sécrétion d’enzymes et des
toxines déléteres pour I’'h6te, au niveau des végétations infectées.

5. Examen clinique

Le diagnostic clinique de I'El reste difficile car c’est une pathologie systémique de présentation
clinique polymorphe. Autant le diagnostic peut étre facilement évoqué devant une association de signes
cardiaques et infectieux, autant il peut s’avérer difficile devant la prédominance des manifestations
systémiques (neurologiques, rhumatologiques, autoimmunes ou cancéreuses) et lorque la pathologie se
révele par un accident vasculaire cérébral ou un lumbago fébrile.

Dans I'El aigué, 'installation est rapide, en quelques jours, d’un tableau bruyant et grave associant un
syndrome infectieux aigu et des complications périphériques.

Dans I'El subaigué, forme classique de la maladie d’Osler, encore appelée El lente, I'installation des
signes est progressive, sur plusieurs semaines voire plusieurs mois, avant le diagnostic.

5.1. Syndrome infectieux

Un syndrome infectieux avec fiévre est le symptome le plus constant de I’El retrouvé dans 86 % des
cas (8). Toute fievre de cause inexpliquée durant plus de trois jours chez un patient a risque d’El est
suspecte d’El jusqu’a preuve du contraire. Elle revét diverses formes : un décalage fébrile modéré a 38 -
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38,5°C, une fieévre en plateau, une fievre oscillante ou une simple fébricule. Des périodes d’apyrexie sont
possibles, soit spontanées, soit provoquées par une antibiothérapie prescrite sans diagnostic.

L'altération de I'état général peut associer de facon variable une asthénie, un amaigrissement, des
sueurs et une paleur.

5.2. Signes cardiaques

L'apparition ou la modification d’un souffle cardiaque est le signe majeur de I’El. Une El doit toujours
étre suspectée devant une fievre associée a I'apparition ou la modification d’un souffle cardiaque. Devant
un syndrome infectieux inexpliqué, I'existence d’un souffle cardiaque permet d’authentifier la localisation
de l'infection au niveau de I'endocarde valvulaire et il a une valeur diagnostique considérable, la plus
grande valeur étant a I'apparition d’un nouveau souffle ou a la modification d’un souffle connu.

L’association « fievre et souffle » garde une valeur majeure pour le diagnostic d’El. Toutefois, il faut
noter que I'absence de souffle ne permet pas d’exclure le diagnostic d’El. L’atteinte de la valve tricuspide
est paucisymptomatique (absence de souffle).

Les autres manifestations cardiaques sont moins souvent inaugurales : une IC (toute IC fébrile doit
faire évoquer le diagnostic d’El), plus rarement une péricardite, une insuffisance coronarienne, des
troubles de la conduction.

5.3. Manifestations extracardiaques

5.3.1. Manifestations cutanéomuqueuses
Les principales manifestations dermatologiques décrites au cours des El sont inconstants car ne sont
présents que dans 5 a 15 % des cas, mais ils sont d’'une grande valeur diagnostiquée. lls regroupent :

- Les nodules ou nodosités d’Osler ; également appelés « faux-panaris » (figure 7a) : sont de valeur
diagnostique pathognomonique et doivent étre recherchées a linterrogatoire. Ils s’associent le plus
souvent aux El bactériennes subaigués, avec une fréquence évaluée entre 10 et 25 %, mais n’ont pas de
signification pronostique péjorative (36).

- Les placards érythémateux palmoplantaires ou érythémes de Janeway (figure 7b) : sont plus rares, et
sont associés préférentiellement avec les El aigués (36).

- Les hémorragies sousunguéales « en flammeéche » (figure 7c et 7d), en particulier au troisieme doigt
et de localisation proximale, constituent un signe d’appel classique au cours des El (10 a 25 %), mais sont
peu spécifiques.

- D’autres manifestations dermatologiques ont été rapportées, le plus fréquemment, I’hippocratisme
digital (figure 7e), et ponctuellement : le syndrome de Sweet (37), la nécrose distale des extrémités par
ischémie aigué d’origine embolique, le livedo réticulé des membres inférieurs au cours des El aigués et
I'ecthyma gangrenosum (manifestation cutanée septique classiquement associée a I'El bactérienne a
Pseudomonas) (36).

Figure 7. Manifestations cutanéomuqueuses au cours de I'El subaigué a Staphylococcus aureus, d’apres
(36). a. Nodules (nodosités) d’Osler ou « faux-panaris » : multiples petits nodules de la plante du pied et
des pulpes des orteils. Souvent précédé d’une sensation douloureuse, le nodule a centre parfois blanchatre est
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tendu, induré, rond ou ovalaire avec une taille variable (1 mm a plus de 1 cm). Il siege avec prédilection sur les
paumes et les plantes plus particulierement sur les pulpes des doigts et des orteils, sur I'éminence thénar et
hypothénar et les bords latéraux des doigts (38). Une atteinte du dos des pieds et des flancs est néanmoins possible
(39). Leur évolution est fugace, de quelques heures a quelques jours. b. Placards érythémateux palmoplantaires
ou érytheme de Janeway : macules érythémateuses, purpuriques et hémorragiques de la paume et des
pulpes des doigts. lls different des nodules d’Osler par leur caractére maculeux, hémorragique, de couleur rouge
brun a contour irrégulier, angulaire, non tendu et indolore, mais de méme localisation palmoplantaire. Un purpura
pétéchial associé est fréquent au niveau muqueux (palais, conjonctives) et cutané (tronc, extrémités, cou), parfois
nécrotique et étendu. c. Hémorragies filiformes « en flammeche » et érythéme purpurique du lit unguéal. d.
Hémorragies sousunguéales, longitudinales « en flammeche ». e. Hippocritisme digital avec hémorragie
sousunguéale (40).

5.3.2. Manifestations respiratoires
L'atteinte de la valve tricuspide est paucisymptomatique et le Le diagnsotic d’El du cceur droit doit
étre évoqué devant une pneumopathie ou bronchopneumopathgie a répétition.

Une toux peut étre révélatrice. En effet, I'El de la valve tricuspide chez I'usager de drogues par voie IV
se manifeste souvent par une toux et une dyspnée fébrile, témoins d’emboles septiques pulmonaires
multiples. Une dyspnée d’aggravation progressive témoigne de I'évolution de I'IC.

5.3.3. Manifestations ophtalmologiques

Des signes évocateurs du diagnostic d’El, tels le purpura conjonctival, ou les taches de Roth au fond
d’ceil constituées d’hémorragies associées a des exsudats blanchatres (figure 8) peuvent étre rencontrés.

La tache blanche de Roth, avec ou sans hémorragie autour d’elle, est le signe le plus caractéristique.
Elle est constituée par un infiltrat de cellules inflammatoires autour d’un capillaire, et se situe a distance
des gros vaisseaux.

Figure 8. Taches de Roth au fond d’ceil avec hémorragies rétiniennes, d’apres (41)

5.3.4. Autres manifestations

- Rhumatologiques : sont fréquentes; arthralgies, lombalgies ou myalgies. Le diagnostic d’El doit
particulierement étre évoqué devant la présence de spondylodiscite.

- Neurologiques : observées de 15 % des cas. Elles constituent parfois le symptome révélateur de I'El
et ont une valeur pronostique péjorative. Leurs mécanismes sont divers et parfois intriqués, associant
phénoménes emboliques, anévrismes artériels, abcés et méningites. Elles peuvent se compliquer
d’infarctus et surtout d’hémorragies cérébrales ou cérébroméningées.

- Rénales : il existe des atteintes rénales spécifiques de I'El telles qu’une protéinurie ou une
hématurie isolée mais aussi une insuffisance rénale par atteinte glomérulaire, a distinguer des autres
causes possibles d’atteintes rénales au cours de I'El : des néphropathies interstitielles dues a une toxicité
médicamenteuse, une atteinte rénale secondaire a I'lC, un infarctus par emboles rénaux.

6. Examens paracliniques

Dans le diagnostic d’El, il existe deux types d’examen : d’orientation et de décision.
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6.1. Examens d’orientation

Ces éléments sont compatibles avec le diagnostic d’El quand ils sont présents, mais ne sont pas

spécifiques et ils peuvent étre absents.

- La numération formule sanguine : révele souvent une anémie normochrome normocytaire et parfois
une hyperleucocytose.

- Le bilan inflammatoire: décrit une augmentation de la vitesse de sédimentation et du taux
plasmatique de protéine C réactive.

- L’électrophoreése des protéines : montre une hypergammaglobulinémie polyclonale.

- L’exploration immunologique : peut révéler la présence de facteur rhumatoide, de complexes immuns
circulants, de cryoglobulinémie ; notamment dans les formes subaigués.

- ’hématurie macroscopique.

- La protéinurie.

6.2. Examens de décision

6.2.1. Examens anatomohistopathologiques

L’'examen anatomohistopathologique de la valve cardiaque aprés exérése chirurgicale (dans environ
50 % des cas d’El) constitue le « gold-standard » dans le diagnostic des El (9).

Apreés exérése chirurgicale, les valves cardiaques font I'objet d’une analyse histologique systématique
a la recherche de signes d’El. Elle se définit histologiquement par la présence d’au moins une des trois
lésions morphologiques majeures : une végétation, un infiltrat inflammatoire et la détection des
microorganismes grace a des colorations spéciales ou a 'immunohistochimie.

Nous reviendrons amplement sur le détail de ces tests dans la partie consacrée aux techniques
d’étude des valves cardiaques « partie destinée a I'anatomopathologie » (voir infra).

6.2.2.Examens microbiologiques
La réalisation d’hémocultures est le premier examen de référence dans le diagnostic des El. La
culture des tissus valvulaire est réalisée lorsqu’il y a intervention chirurgicale avec exérése de la valve
infectée. Les sérologies peuvent étre demandées d’emblée ou, le plus souvent, lorsque les hémocultures
restent négatives. Enfin, plus récemment, des techniques moléculaires ont été mises au point, comme la
réalisation de PCR sur sérum ou tissu valvulaire.

Le diagnostic bactériologique des El est primordial, nous reviendrons amplement sur ce sujet dans
une partie consacrée au diagnostic microbiologique des El (voir infra).

6.2.3.Examens d'imagerie
Dés 1975, avec l'arrivée de l'imagerie ultrasons, I'échographie cardiague est devenue un outil
primoridal dans le diagnostic d’El. Des classifications vont alors étre proposées afin d’améliorer le
diagnostic clinique de I'El.

L’échocardiographie toujours en premiére ligne

L’échographie cardiaque, transthoracique (ETT) ou transoesophagienne (ETO), reste la pierre
angulaire du diagnostic, de I’évaluation pronostique et de la surveillance sous traitement des patients
atteints d’une El. L'ETT est une échographie classique ou le transducteur est passé sur la peau pour voir le
fonctionnement du coeur, alors que I'ETO est un examen invasif en mettant la sonde par voie interne pour
s'approcher au plus pres du coeur et des valves.
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Quatre critéres majeurs de Duke sont diagnostiqués par I’échocardiographie et sont en faveur du
diagnostic de I'El : les végétations, les perforations valvulaires, I'abcés/les fistules périvalvulaires et les
désinsertions de prothéses.

L'ETT est 'examen de premiére intention en cas de suspicion d’El. Il est non invasif et rapidement
I’'ETO qui a une sensibilité proche de 100 % pour la mise en évidence de végétations et d’abces sur valves
natives. Ainsi, en cas de suspicion d’El, les recommandations européennes préconisent une ETO en
complément de I'ETT (2) en cas de :

- forte suspicion clinique avec une ETT négative ou non contributive,

- échogénicité insuffisante (obésité, IRC, déformation thoracique),

- présence de matériel (stimulateur ou défibrillateur implantable) ou prothese intracardiaque
(sensibilité entre 86 et 94 %, spécificité entre 88 et 100 %) (42),

- et pour un bilan lésionnel préchirurgical.

Cependant, 'ETO peut étre de réalisation délicate chez le patient en détresse respiratoire ou ayant
des troubles de la conscience en ventilation spontanée. Elle souffre de limite sur les valves prothétiques et
les lésions périannulaires relativement fréquentes. Ainsi, 20 a 30 % des El des valves natives et 50 a 60 %
des El des valves prothétiques ne sont identifiées que dans 44 a 80 % des cas. Ce manque de sensibilité est
responsable d’un retard diagnostique et thérapeutique impactant directement le pronostic des patients.
En plus, I'échocardiographie ne permet pas de distinguer une végétation active d’une végétation
séquellaire stérilisée, en plus des faux négatifs (2).

Diagnostic positif : apport de I'imagerie multimodalité (42)

L’El reste un diagnostic difficile et I'’échographie cardiaque présente certaines limites pouvant avoir
de graves conséquences pronostiques.Dans la perspective d’amélioration du pronostic de cette pathologie
par l'amélioration des méthodes diagnostiques, la derniere actualisation publiée fin 2015 des
recommandations de la Société Européenne de Cardiologie (European Society of Cardiology ; ESC) (42) a,
pour la premiére fois, intégré les nouvelles techniques d’imagerie multimodalité permettent une meilleure
évaluation des structures cardiaques et extracardiaques (2). L’actualisation de ces recommandations, dont
la précédente version datait de 2009, est justifiée (entre autres) par le développement de nouvelles
techniques d’imagerie multimodalité : le scanner par tomographie par émission de positons au [18F]-
Fluorodesoxyglucose (18F-FDG, communément appelé le PET-scanner), la scintigraphie aux leucocytes
marqués, le scanner multicoupes, I"échographie transcesophagienne 3D....

- Le PET-scanner au 18F-FDG : Depuis I'actualisation des dernieres recommandations ESC en 2015, il
fait désormais partie intégrante de la réflexion diagnostique comme critéere majeur au méme titre que
I’échographie cardiaque pour les prothéses valvulaires de plus de 3 mois (2). Il peut également compléter
le bilan lésionnel en identifiant des foyers extracardiaques, ainsi qu’une potentielle porte d’entrée (cancer
digestif ou urinaire, par exemple). Pour l'instant, il est moins pertinent sur les valves natives et les
infections sur sondes de matériel intracardiaque.

- La scintigraphie aux leucocytes marqués : est encore peu disponible en France car colteuse et
relativement complexe a réaliser. Elle est peu sensible (64 %) mais extrémement spécifique (100 %) dans
les El sur protheéses. De ce fait, les recommandations ESC 2015 préconisent d’ajouter 2 critéres majeurs
d’imagerie pour le diagnostic d’El (tableau 4).

Le scanner cardiaque et corps entier : est désormais recommandé en 1™ intention pour évaluer
I’extension des abcés ou autres lésions périvalvulaires, non visualisés par I’'ETO. C’est un excellent examen
pour le diagnostic des lésions périannulaires (sensibilité et spécificité de 100 %) et des végétations
valvulaires (> 10 mm). Mais, fait encore défaut dans les perforations valvulaires et les végétations de petite
taille. Il permet I'analyse des structures cardiaques valvulaires et extravalvulaires, la recherche d’embolies
a distance, la recherche de foyers infectieux secondaires et de la porte d’entrée, et I'étude du réseau
coronaire avant la chirurgie cardiaque.
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Ces nouveaux criteres diagnostiques comportant I'imagerie cardiague multimodalité ont été intégrés
dans les critéres diagnistques de I'ESC 2015 (tableau 3) car ils viennentt améliorer la sensibilité de
I’échographie cardiaque pour un diagnostic précoce de I'El, ce qui va permettre une meilleure évaluation
des structures cardiaques et extracardiaques et améliorer la prise en charge diagnostique et thérapeutique
de I'El (42).

7. Microorganismes responsables d’EI

7.1. Répartition des microorganismes responsables d’El

Les données de la derniere étude observationnelle francaise publiée en 2016 a montré que les
staphylocoques, les streptocoques et les entérocoques représentent 80 a 90 % des microorganismes
responsables d’El (tableau 1) (1). Leur prépondérance s’explique par leurs propriétés d’adhérence
particuliéres.

Tableau 1. Proportion des cas d’El causées par différents microorganismes provenant d’'une cohorte
francgaise de 497 patients, d’apres (1).

Staphylococci
Staphylococcus aureus: 26-6%
Coagulase-negative staphylococci: 9-7%

Streptococci and enterococci|
Oral streptococci: 18-7%
Non-oral streptococci: 17-5%
Enterococci: 10-5%

Other: 1-6%

HACEK (haemophilus, aggregatibacter, cardiobacterium,
Eikenella corrodens, kingella) microorganisms
1-2%

Candida species
1-2%

Other™
6-0%

Polymicrobial (=2 microorganisms)
1.8%

No microorganism identified
5-2%

*Includes small numbers of Enterobacteriaceae, Propionibacterivm acnes, Psevdomonas
aeruginosa, Lactobacillus spp. Corynebacterium spp, Coxiella burnetii, Bartonella quintana,
Tropheryma whipplei, Gordonia bronchialis, Bacillus spp, Erysipelothrix rhusiopathiae, Neisseria
elongata, Moraxella catarrhalis, Veillonella spp, Listeria monocytogenes, Acinetobacter ursingii,
Campwvlobacter fetus, Francisella tularensis, and Catabacter honakonaensi.

D’autres microorganismes peuvent étre retrouvés dans des proportions plus faibles, tels que les
bactéries a développement intracellulaire (Bartonella quintana, Tropheryma whipplei...), les bactéries du
groupe HACCEK (cf. ci-dessous), les bactéries des El zoonotiques (Coxiella burnetii provenant des animaux
de ferme et domestiques, Brucella provenant du bétail, Bartonella henselae provenant du chat, et
Chlamydia psittaci provenant du perroquet et des pigeons), mais également des champignons levuriformes
(Candida) et filamenteux (Aspergillus) (1,10,43,44).... Actuellement, 5,2 % des El restent sans
documentation micorbiologique (1).
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Durant les derniéres années, l'incidence des streptocoques est restée stable tandis que celle des
staphylocoques a coagulase négative et surtout du S. aureus a augmenté de fagon significative notamment
chez les personnes de plus de 70 ans (7). La distribution de ces bactéries est variable en fonction de I'age

du patient (figure 9), du type de la valve (native vs prothétique), de la source d’infection et de ses
comorbidités.
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Figure 9. Incidence de I'El, en fonction de I’age et du microorganisme causal, d’aprés (45) adapté de (8).

7.2. Microoraganismes bactériens

7.2.1. Staphylocoques
7.2.1.1. Staphylococcus aureus

C'est le plus fréquent des staphylocoques et il est, actuellement, le microorganisme le plus
fréguemment isolé dans les El dans les pays développés, entre 26,6 a 44 % selon les études (1,3,8,28).

Une importante disparité géographique existe, notamment entre pays. Ainsi, I'augmentation de la
proportion des El & S. aureus a été particulierement marquée aux Etats-Unis (28) ou les principaux facteurs
associés sont ’hémodialyse, le diabéte et/ou porteur de matériel intravasculaire (28). Dans d’autres pays,
c’est la toxicomanie IV qui constitue la principale cause, suivie par le port de prothese ou de cathéter IV
(4,46,47). Le facteur de toxicomanie IV est vraisemblablement a I'origine des différences importantes de
prévalence observées pour S. aureus selon les études, en fonction de la population incluse dans celle-ci.

L’El staphylococcique s’étend au-dela des groupes a risque traditionnels et peut affecter a la fois les
valves prothétiques et natives (48). Dans ces dernieres, S. aureus est le plus souvent en cause lorsque la
valvulopathie n’est pas connue (19 %) que lorsqu’elle est connue (4 %).

7.2.1.2. Staphylocoques a coagulase négative
Les staphylocoques a coagulase négative (SCN) sont des commensaux cutanés (49). Parmi ceux-ci, S.
epidermidis est I'espece la plus fréquente (plus de 80 %). Des especes comme S. capitis, S. haemolyticus, S.
hominis, S. saprophyticus et S. schleiferi ne constituent que des cas isolés.

Les SCN constituent les microorganismes les plus communément isolés dans I'El précoce des valves

prothétiques (50,51). lls provoquent, également, fréquemment une El valvulaire native liée aux soins
(8,52,53).
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7.2.2. Streptocoques

7.2.2.1. Streptocoques oraux
L’El streptococcique causée par le groupe viridans (du latin viridis qui signifie vert ; se référant a la
décoloration caractéristique du milieu de gélose au sang) comportant un grand nombre d’espéces
commensales de la cavité buccale et des voies respiratoires hautes. Actuellement, elle représente 18,7 %
(1). Ce groupe comprend principalement : Streptococcus sanguinis (ex-S. sanguis), S. mitis, S. gordonii, S.
oralis, S. parasanguinis, S. anginosus, et dans une moindre mesure S. mutans et S. salivarius.

7.2.2.2. Streptocoques du groupe D
Ils comprennent plusieurs especes commensales du tube digestif de I’homme. La porte d’entrée de
I'El a streptocoques du groupe D est une tumeur colique. Son identification impose, par conséquent, la
réalisation d’une coloscopie. En France, lI'enquéte épidémiologique conduite en 1999 a montré
'augmentation des El a streptocoques du groupe D, qui représentaient 25 % de I'ensemble des
microorganismess responsables d’El (22). Actuellement, elle représente environ 17,5 % (1).

S. bovis est I'espece la plus souvent identifiée. La classification de ce groupe a évolué ces dernieres
années et comporte actuellement quatre catégories :
- S. alactolyticus,
- S. infatarius subsp. infantarius ou subsp. coli (ex-S. bovis biotype I1.1),
- S. gallolyticus subsp. gallolyticus (ex-S. bovis biotype 1) ou subsp. pasteurianus (ex-S. bovis biotype
[1.2) ou subsp. macedonicus,
- et S. bovis /S. equinus.

7.2.2.3. Ex-streptocoques déficients
Ces bactéries nécessitent les produits métaboliques d’autres bactéries pour leur croissance. lls ont
été reclassés dans deux nouveaux genres : Abiotrophia qui comporte une seule espece ; A. defectiva, et
Granulicatella spp. qui comporte plusieurs especes dont deux ont été identifiées comme responsables
d’El : G. adjacens et G. elegans. Ces bactéries peuvent étre responsables d’EIHN. A. defectiva et G. adjacens
peuvent étre isolés dans la cavité orale et dans les voies digestives et génitourinaires.

Leur identification est difficile car leur croissance lente nécessite une culture prolongée mais qui a
été nettement raccourci avec 'amélioration des milieux de culture (54).

7.2.2.4. Streptocoques béta-hémolytiques
Ce sont les streptocoques des groupes A, B, C et G avec une nette prédominance de S. agalactiae.
Ces germes sont caractérisés par leur sévérité. De méme, les El a pneumocoque constituent une cause rare
mais grave.

7.2.3. Entérocoques

Les entérocoques sont isolés dans 10 % des cas en général (3,8). L'espéce la plus isolée est
I’Enterococcus faecalis provoquant a la fois une El sur valve native et prothétique chez des patients agés ou
chroniques (55).

7.2.4. Bactéries a développement intracellulaire

obligatoire ou prédominant
7.2.4.1. Coxiella burnetii

Ce coccobacille a Gram négatif est un pathogéne ubiquitaire responsable en France de 5 % des El. I
s’agit fréquemment d’El sur prothése valvulaire, ol il existe une valvulopathie préexistante (15,56,57).
C’est I'agent de la fievre Q qui est une zoonose répandue dans le monde entier, se présentant comme une
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maladie aigué ou chronique. L’El a C. burnetii est la manifestation principale de la fievre Q chronique (80 %
des cas) (58). Son pronostic est assez péjoratif avec une |étalité de 25 a 60 % en I'absence de traitement
(association hydroxychloroquine et doxycycline sur 18 a 36 mois).

Cette bactérie est transmise lors d’exposition professionnelle, par contact avec les animaux infectés
(urine, féces, placenta) ou par ingestion des produits laitiers contaminés. L’homme peut également se
contaminer par voie aérienne a partir des poussieres de I'environnement ou des aérosols car cet agent
résiste aux conditions extérieures et reste longtemps infectieux en dehors de sa cellule hote (22,56,59).

7.2.4.2. Bartonella (ex-Rochalimea) quintana et B. henselae
Ces petits bacilles a Gram négatif intracellulaires facultatives sont responsables de 3 % de toutes les
El (46,58,60-61).

- B. quintana touche préférentiellement des patients de tout age vivant dans des conditions
socioéconomiques précaires (sans domicile fixe, notamment) sans valvulopathie préalable connue (8,62) et
est transmise par les poux de corps. Cette bactérie était responsable de la fievre des tranchées durant la
premiere guerre mondiale.

- B. henselae est responsable de la maladie des griffes du chat, une lymphadénite subaigué parfois
suppurée transmise a I’hnomme par la morsure ou les griffures de chats (surtout ceux de moins de six mois)
et par leurs puces. Les chats sont chroniquement bactériémiques et asymptomatiques. La maladie
concerne typiquement des hommes agés avec une valvulopathie sous-jacente souvent en contact avec les
chats (61).

7.2.4.3. Chlamydia spp.

Son réle dans les El est assez peu documenté. Parmi la vingtaine de publications entre 1975 et 2002,
C. psittaci est considéré comme l'agent étiologique dans onze cas, C. pneumoniae dans six cas et C.
trachomatis dans deux cas. Dans la plupart des cas, le diagnostic était établi par la sérologie (63).

7.2.4.4. Tropheryma whipplei
Ce bacille a Gram positif est responsable de la maladie de Whipple ; une infection cliniqguement trés
trompeuse avec des polyarthralgies migratrices et fébriles induisant le clinicien en erreur et I'orientent vers
une polyarthrite rhumatoide avec la prescription de corticoides ou d’immunosuppresseurs aggravant I'El.

T. whipplei constitue une cause de plus en plus décrite d’El grace a l'utilisation de la biologie
moléculaire. Le premier isolement d’une souche a été effectué en France par Raoult et al. en 2000 (71).

7.2.4.5. Mycoplasma spp.
Ce sont des bactéries intracellulaires facultatives. Elles n’ont été que trés rarement associées a une El
avec huit cas reportés : deux a Mycoplasma pneumoniae (64,65), cing a M. hominis (66—70) et un a
Ureaplsma urealyticum (67). Toutefois, il est important d’identifier cette bactérie car I'évolution de la
maladie est fatale sans antibiothérapie adaptée (la doxycycline).

Dans le cas de I'El a M. pneumoniae notamment, la source de l'infection demeure inconnue. Une
origine possible de la bactériémie pourrait étre la colonisation de |'oropharynx ou des voies respiratoires
apres une procédure d’intubation.

7.2.5. Bactéries du groupe HACCEK

Haemophilus aphrophilus, H. paraphrophilus, H. parainfluenzae, H. influenzae, Aggregatibacter (ex-
Actinobacillus) actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Capnocytophaga spp., Eikenella
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corodens, Kingella kingae (43,57). Aggregatibacter actinomycetemcommitans est |'agent le plus
fréguemment rencontré. lls causent environ 3 % des cas d’El (43,72).

Ce groupe comprend des petits bacilles a Gram négatif, commensaux des muqueuses oropharyngées
(43). lls partagent quelques caractéristiques épidémiologiques : soins dentaires préalables, infection du
sujet jeune ou adulte d’age moyen, antécédent de cardiopathie avec une préférence pour la valve mitrale.

Ces bactéries présentent une croissance parfois extrémement lente in vitro, pouvant requérir pour
leur détection trois a quatre semaines d’incubation des hémocultures, et éventuellement des subcultures
sur des milieux riches.

7.2.6. Autres bactéries

- Brucella est responsable de 1 a 4 % des El selon la zone géographique concernée. Elle est largement
répandue dans le monde, cependant elle a été pratiquement éliminée de la plupart des pays industrialisés
(57). En France, la brucellose est une maladie a déclaration obligatoire. Elle se complique d’El chez 0,3 a2 0,6
% des patients. Elle doit étre évoquée chez un patient du pourtour du bassin méditerranéen. Du point de
vue clinique, les abcés myocardiques sont fréquents. Son diagnostic biologique est confirmé par la
sérologie (61).

- Les El a Mycobacterium demeurent rares. Elles sont plus volontiers causées par les mycobactéries
atypiques a croissance lente, d’origine nosocomiale (73).

- Les Legionella provoquent des El essentiellement nosocomiales survenant sur valves prothétiques.

- D’autres bactéries ont été décrites comme causes rares d’El : entérobactéries, Acinetobacter spp,
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria, Moraxella, Listeria, Peptococus, corynébactéries, microcoques et
propionibactéries...(57).

7.3. Microorganismes fongiques

7.3.1. Généralités sur I'El fongique
L’El fongique est une pathologie infectieuse rare grevée d’un pronostic sombre lié au terrain, au délai
diagnostique souvent prolongé, et aux multiples limites des traitements disponibles. Elle représente moins
de 2 % du total des El, comme rapporté dans I'étude prospective observationelle de I'International
Collaboration on Endocarditis-Prospective Cohort Studies (ICE-PCS) (44), ainsi que dans des études
multicentriques réalisées en Italie (74), en France (8), et aux Etats-Unis (75).

7.3.2. Epidémiologie et facteurs de risque
L'incidence de I'El fongique est certainement sousestimée du fait de difficultés de mise en évidence
du microorganisme responsable. Les caractéristiques de ces patients ont considérablement changé depuis
les années 1990, comme l'illustrent les principales séries et revues de la littérature (76—81). Auparavant,
surtout observées chez le sujet porteur d’une valvulopathie ou toxicomane IV (76), elles concernent,
désormais, principalement le sujet immunodéprimé, soumis a une antibiothérapie prolongée a large

spectre ou a des procédures invasives (porteurs de protheses, cathéter de longue durée, pace maker...
(44,82-85).

Entre 1965 et 1995, les caractéristiques des 270 cas d’El fongique publiées étaient: une nette
prédominance masculine (ratio homme/femme : 2,2), une population plutot jeune (dge moyen : 44,3 +
14,3 ans) avec des facteurs de risque dominés par une chirurgie de remplacement valvulaire (54 %),
I"utilisation
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prolongée d’antibiotique(s) a large spectre (48 %), une valvulopathie rhumatismale (24 %), une chirurgie
extracardiaque (23 %), une voie veineuse centrale (18 %), un traitement immunosuppresseur (17 %), une
immunodépression autre (16 %), un antécédent d’El bactérienne (13 %) et I'usage de drogues par voie IV
(UDIV, 13 %) (76,77).

Entre 1995 et 2000, les 152 cas rapportés d’El fongique présentaient comme principaux facteurs de
risque une chirurgie cardiaque (44,6 %), une voie veineuse centrale (30,4 %), I'utilisation prolongée
d’antibiotique(s) a large spectre (20,3 %), tandisque les UDIV ne représentaient plus que 3,9 % des patients
atteints d’El fongique (77).

Entre 2000 et 2010, dans I'étude de I'ICE-PCS portant sur 70 cas d’El a Candida spp., les facteurs de
risque les plus fréquemment retrouvés étaient la présence d’'une prothése valvulaire (46 %), d’une
valvulopathie connue (26 %) ou d’un antécédent d’El (26 %) (84). La proportion des El fongiques
rapportées chez des UDIV varie selon les études récentes entre 3,9 et 11 % (84).

L’El fongique est exceptionnelle en I'absence de facteur de risque. Ainsi, seulement 2 a 3,4 % des cas
d’El fongiques n’étaient associées a aucun des facteurs de risque détaillés ci-dessus (76,77).

7.3.3. Agents étiologiques des EI fongiques

Les champignons les plus fréquents sont représentés par le genre Candida (50 a 80 % des cas des El
fongiques) (76,80). Parmi les Candida spp. responsables d’El, C. albicans reste le plus courant (30 a 40 % de
toutes les El fongiques), méme si les Candida non albicans (C. parapsilosis, C. glabrata ou C. tropicalis) ont
tendance a émerger particulierement chez les patients préalablement exposés aux azolés (80). Le
mécanisme de l'infection est essentiellement lié a la colonisation des cathéters, ou a des épisodes de
translocation a point de départ digestif avec fongémie notamment chez le patient neutropénique (86).

Plus rarement, les El fongiques sont causées par le genre Aspergillus (20 a 30 % des cas des El
fongiques), essentiellement I'espéce A. fumigatus (deux tiers des El aspergillaires), alors que A. terreus,
A. niger et A. flavus sont plus rarement incriminés. Les El a Aspergillus spp. surviennent essentiellement sur
valves prothétiques récemment posées et/ou chez des patients trés immunodéprimés, particulierement
dans des contextes d’hémopathies malignes (76,87,88) ou de transplantation d’organe solide (notamment
au cours de la phase précoce ; dans les 30 jours suivant la chirurgie). Les El aspergillaires (essentiellement
liées a A. fumigatus) sont caractérisées par une trés grande agressivité locorégionale avec une invasion de
I’endocarde non valvulaire (86).

La littérature scientifique rapporte de plus en plus de cas d’El fongique a germe rare, du fait de
I'amélioration des moyens diagnostiques (tableau 2), citons toutefois les El a Histoplasma capsulatum var.
capsulatum qui restent tout de méme rares (environ 6 % des El fongiques) (76).
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Tableau 2. Principaux microorganismes isolés d’El fongiques (entre parenthéses sont indiquées les
anciennes appellations utilisées dans les publications d’El fongiques), d’aprées (76,77,89).

Etiologie Fréquence Espéces

C. albicans, Torulaspora delbrueckii (C. collicusca), C. glabrata, Pichia guilliermondii
Candida 53 9% (C. guilliermondii), Kluyveromyces marxianus (C. kefyr), Issatchenkia orientalis (C. krusei),
spp. ? Clavispora lusitaniae (C. lusitaniae), Issatchenkia orientalis (C.parakrusei), C. parapsilosis, Pichia

anomala (C. pelliculosa), C. tropicalis, C. zeylanoides

Aspse;zfllus 24 % A. clavatus, A. flavus, A. fumigatus, Emericella nidulans (A. nidulans), A. niger, A. terreus, A. ustus
Histoplasma capsulatum, Acremonium spp. Arnium leporinum, Bipolaris spicifera,

Blastochizomyces capitatus, Chrysosporium spp. Conidiobolus spp. Cunninghamella bertholletiae,

Curvularia lunata, Engyodontium album, Exophiala dermatitidis, Exophiala jeanselmei

(Phialophora jeanselmei), Filobasidiella neoformans (Cryptococcus neoformans), Fusarium

Autres Plus dimerum, Fusarium solani, Lecytophora mutabilis (Phialophora mutabilis), Microascus cinereus,
S rarement Mucor spp., Neosartorya fischeri, Paecilomyces spp. Penicillium chrysogenum, Penicillum

rencontrées = marneffei, Phaecremonium parasiticum, Phialemonium curvatum, Philaemonium obovatum,
Phialophora richardsiae, Pichia anomala (Hansenula anomala), Pseudallescheria boydii,
Rhodotorula spp., Saccharomyces cerevisiae, Scedosporium spp. Scopulariopsis brevicaulis,
Setomelanomma rostrata (Dreschslera longirostrata), Trichosporon cutaneum var cutaneum
(Trichosporon beigelii), Trichosporon inkin

Les signes cliniques de I'El fongique ne different pas significativement de ceux des El bactériennes
(76). Classiquement, I'El fongique se distingue des El bactériennes par les caractéristiques suivantes :

- existence de volumineuses végétations « bulky vegetations » (> 1 cm) au moment du diagnostic,
friables, toujours chirurgicales et trés emboligénes pouvant se compliquer d’emboles massifs des gros
vaisseaux (accident vasculaire cérébral, ischémie aigué de membre, embolie pulmonaire) dans 60 % des
cas (90).

- risque majoré de localisations ophtalmiques, parfois découvertes lors du fond d’ceil, qui doit étre
systématique compte tenu de l'impact de la découverte d’une localisation oculaire sur les choix
thérapeutiques (diffusion intraoculaire médiocre des échinocandines) ;

- fréquence d’anévrismes mycotiques plus élevée en cas d’El fongique qu’en cas d’El bactérienne (91).

- existence de lésions cutanées évocatrices de dissémination, variables selon I'espece fongique en
cause : lésions nodulaires ou maculopapuleuses au cours des El a Candida spp. (figure 10a); lésions
nécroticohémorragiques au cours des El aspergillaires (figure 10b) (80). Ces lésions cutanées, bien que
rares, doivent étre systématiquement recherchées, car elles peuvent permettre un diagnostic étiologique
par réalisation d’une biopsie cutanée (85).

Figure 10. Lésions cutanées au cours d’El fongique, d’aprés (85). a. El a C. albicans : Lésion maculopapuleuse
de la pulpe du 5°™ doigt et Iésions purpuriques multiples de la pulpe de I'index et de la paume de la
main. b. El aspergillaire : Iésion nécroticohémorragique du gros orteil.

Les complications les plus fréquentes, parfois multiples dans les El fongiques, sont les phénomenes
emboliques, I'lIC congestive, le sepsis (77) et les complications du systeme nerveux central avec des signes
neurologiques focaux et non focaux (confusion, convulsions ou troubles de la conscience (76).
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8. C(Classification diagnostique des EI

Face a la difficulté de diagnostic d’El et la diversité des manifestations cliniques, des classifications
diagnostiques ont été proposées. La classification initialement utilisée dans les années 1980 fut celle de
von Reyn (92), mais ses critéres furent rapidement controversés.

Une nouvelle classification basée sur des critéres microbiologiques et d’imagerie fut proposée en
1994 par le Duke University grace au travail de Durack et al. (93). Cette classification était intéressante
mais proposait un trop large groupe d’El dites « possibles ». Afin de limiter ce probléeme, le groupe de la
Duke University proposa en 2000 une modification des précédents critéres par I'intermédiaire de Li et al.
(94). Communément appelée « classification de Duke modifiée », elle s’est imposée comme I'outil de
référence pour le diagnostic de I'El car ses critéres ont une bonne valeur diagnostique avec une sensibilité
de l'ordre de 80 % et une spécificité voisine de 95 %. Cette classification distingue I'El « certaine »,
« possible » ou « exclue ». Les criteres a prendre en compte sont des critéres pathologiques et des critéres
cliniques comprenant des criteres majeurs et mineurs (tableau 3). Toutefois, ils n‘ont que valeur
d’orientation et peuvent étre pris en défaut dans les El sur protheses valvulaires, les El sans végétation
apparente a I’échographie et les EIHN. Cette classification ne remplace donc pas le jugement clinique, si
performante soit-elle.

En 2015, I'ESC a rajouté un nouveau critére majeur d’imagerie « la fixation anormale au PET-scanner
ou a la scintigraphie des leucocytes marqués autour d’une prothése valvulaire implantée depuis plus de 3
mois » (42) (tableau 3).

Tableau 3. Critéres diagnostiques de DUKE modifiés par Li, remodifiés ESC 2015 pour le diagnostic de I'El,
d’aprés (95) adapté de (42).

Critéres majeurs :

1)

2)

Critéeres microbiologiques :
Deux hémocultures positives a un micro-organisme
typique : Streptococcus viridans, S. bovis, groupe HACCEK,
Staphylococcus aureus ou entérocoque communautaire en
I’'absence de foyer infectieux primitif, ou
Autre microorganisme compatible: > 2 hémocultures

positives a 12 heures d’intervalle, ou 3 hémocultures positives
sur 4 prélevées a 1 heure d’intervalle

Criteres d’'imagerie :

1) Echographie cardiaque : végétation(s), abceés périvalvulaire,

pseudoanévrisme, fistule intracardiaque,
désintertion/déhiscence de prothése valvulaire, perforation
ou anévrisme valvulaire.

2) Fixation anormale au PET-scanner ou a la scintigraphie des

leucocytes marqués autour d’une prothése valvulaire

implantée depuis plus de 3 mois.

3) Hémoculture positive a Coxiella burnetii ou titre IgG phase
1>1:800

3) Abcés ou lésion périvalvulaire typique au scanner cardiaque.

Critéres mineurs :

1) Prédisposition cardiaque (valvulopathie, cardiopathie congénitale) ou toxicomanie intraveineuse

2) Fiévre >38°C

3) Atteinte vasculaire (clinique ou imagerie) : embolie splénique, pulmonaire ou cérébrale (IRM), hémorragie intracranienne,
anévrisme mycotique, hémorragie conjonctivale, értyhéme de Janeway

4) Immunologie : glomérulonéphrite, faux panaris d’Osler, nodules de Roth, facteur rhumatoide

5) Hémocultures positives en dehors d’un critere majeur

El certaine : 2 critéres majeurs ou 1 majeur et 3 mineurs ou 5 mineurs.
El possible : 1 critéere majeur et 1 mineur ou 3 mineurs

Le diagnostic formel d’El « El certaine » nécessite I’association de: 2 criteres majeurs, 1 critére
majeur et 3 mineurs, ou 5 criteéres mineurs. L'El est qualifiée de « possible » en cas présence d’un critere
majeur associé a un critere mineur, ou |’association de 3 criteres mineurs. L’El est « exclue » quand :

- un autre diagnostic différentiel expliquant les signes cliniques d’El est retrouvé,
- lors de la disparition des manifestations d’El par une antibiothérapie dont la durée est < 4 jours,
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- 'absence de lésions histologiques d’El a I'intervention chirurgicale ou a I'autopsie,
- ou a une El ne répondant pas aux critéres de I'El possible cités ci-dessus.

9. Complications

Les complications de I'El sont fréquentes et graves, elles peuvent étre cardiaques ou extracardiaques.
L'identification précoce des patients qui sont a risque élevé de complications peut rendre I'amélioration de
son pronostic possible (96).

9.1. Complications cardiaques

Elles représentent la premiére cause de mortalité au cours de I’El.

- U'insuffisance cardiaque (IC) ; le plus souvent gauche, est la complication la plus fréquente (3,10). Elle
est principalement due aux destructions valvulaires causées par I'El et aux perturbations hémodynamiques
gu’elles engendrent, mais elle peut aussi étre consécutive aux nécroses myocardiques suite a des embolies
coronaires (10). Elle apparait le plus souvent de maniere précoce chez les patients atteints d’El et
lorsqu’elle est présente des le début de I’hospitalisation, elle est associée a des taux plus élevés de
mortalité (10,96),

- l'insuffisance coronaire peut étre causée par des emboles coronaires, des abces compressifs et un
sepsis grave (10),

- Les arythmies et les troubles de la conduction cardiaque (10),

- Les péricardites septiques (10),

- Les abcés intracardiaques représentent la complication paravalvulaire la plus fréquente et
correspondent a une extension de I'infection (3,10).

9.2. Complications extracardiaques

La grande majorité des complications extracardiaques sont liées a la migration d’emboles a partir des
végétations. Les complications emboliques surviennent dans 30 a 40 % des cas. Leur incidence est plus
élevée au début de I'El et elle décroit apres 2 a 3 semaines d’une antibiothérapie efficace (10,96). Parmi les
complications extracardiaques (10) :

- Les complications neurologiques, aprés I'IC, représentent la deuxiéme cause de mortalité de I’El. Elles
regroupent des accidents vasculaires cérébraux (ischémiques ou hémorragiques), les accidents
ischémiques transitoires, les abces cérébraux, les embolies cérébrales et les méningites,

- Les anévrismes infectieux mycotiques : résultent d’'une embolisation artérielle septique, dont la
localisation la plus fréquente est cérébrale. lls sont responsables de la dilatation de la paroi des artéres
pouvant entrainer une rupture aboutissant a une hémorragie tres sévere,

- Les complications rénales. : dont la forme la plus fréquente est I'insuffisance rénale aigue. Les causes
sont multiples : I'infarctus rénal suite a des emboles, la cause hémodynamique du fait d’une IC ou d’un
sepsis grave, la glomérulonéphrite a complexes immuns, la néphrotoxicité de certains antibiotiques
(aminosides, vancomycine) et les produits de contraste (iode),

- Les complications spléniques sous forme d’infarctus et d’abces spléniques,

- Les complications ostéoarticulaires sont particulierement fréquentes et correspondent a des arthrites
et des spondylodiscites,

- Les embolies et les anévrismes artériels mycotiques périphériques,

- Les complications (embolies) pulmonaires suite aux El du cceur droit.
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10. Evolution et facteurs pronostiques

Malgré les progres diagnostiques et thérapeutiques, le pronostic de I’'El demeure médiocre comme
en témoigne une morbidité de 50 % des patients nécessitant une prise en charge chirurgicale a la phase
aigué de la pathologie (76,77,97), une mortalité hospitaliere de 40 % (98) et des conséquences lourdes sur
la qualité de vie (99). Pour les El fongiques, la mortalité est plus importante en cas d’infection par une
moisissure (82,1 %) qu’en cas d’infection par une levure (40,3 %) (77).

L’évolution des caractéristiques de I'El peut s’expliquer par des changements dans le type et la
virulence des microorganismes incriminés ainsi que des changements des populations a risque.
L'identification des facteurs de mauvais pronostic permet de reconnaitre les patients a haut risque de
complication et de mortalité nécessitant une prise en charge plus agressive, a la fois chirurgicale et
médicamenteuse.

10.1. Evolution a court terme

Les El aigués ont un pronostic plus défavorable. A la phase aigué, I'IC est la premiére cause de
mortalité de I'El suivie par les complications neurologiques. Ces derniéres se manifestent sous forme
d’accidents ischémiques ou hémorragiques (anévrysme mycotique), des abces cérébraux et des méningites
bactériennes.

La morbimortalité de I'El a court terme reste élevée ; un patient sur cinq décéde au cours de son
hospitalisation initiale (100). Les facteurs de mauvais pronostic sont :

- L’age avancé (3,10,32) ;

- Le sexe féminin : les femmes ont un taux de mortalité hospitaliére plus élevé que les hommes (96) ;

- L’El sur prothése valvulaire : le taux de mortalité hospitaliére est plus élevé sur valve prothétique
gue sur valve native (3,10,32) ;

- Les germes responsables d’El : S. aureus, S. pneumoniae, et les bacilles a Gram négatif sont le plus
souvent responsables de destructions valvulaires avec syndromes septiques graves (3,10,96). D’ailleurs, les
El a staphylocoques sont associées aux taux de létalité les plus élevés. Les agents fongiques sont impliqués
dans la formation de végétation trés volumineuses, moins accessibles au traitement antifongiques
nécessitant presque toujours un traitement chirurgical (3,10,96) ;

- Les comorbidités (dont le diabéte). Les diabétiques ont un taux de mortalité a I’'h6pital plus élevé
qgue les patients non diabétiques (96). Cela peut étre lié aux effets néfastes de I’hyperglycémie sur la
fonction immunitaire (10,31,96) ; et

- La présence de complications de I’El (3,10,96).

Des données échographiques et biologiques peuvent étre révélatrices du mauvais pronostic des El :

- Les données échographiques: une fraction basse d’éjection du ventricule gauche (10), la
régurgitation sévére d’une valve du coeur gauche (10,100), la dysfonction prothétique sévere (10),
I’hypertension pulmonaire (10), l'cedéme du poumon (3), les végétations de grande taille (10)
principalement sur la valve mitrale (3,96), la mobilité et la taille des végétations (> 1 cm) (96) ;

- Les données biologiques : une hypoalbuminémie et un nombre de leucocytes anormaux lors de
I’admission confére un risque de déces plus élevé durant I’hospitalisation (100). La concentration moyenne
de CRP lors de I'admission était nettement plus augmentée chez les patients qui sont décédés a I’hdpital
gue chez ceux qui ont survécu. De méme, |'élévation de la créatinine a été fortement associée a la
mortalité hospitaliére (100)...

10.2. Evolution a long terme

L'évolution a long terme, c.a.d survenant a 6 mois aprés la phase hospitaliere initiale, peut
correspondre a différentes éventualités ; soit une guérison totale sur le plan infectieux sans séquelles
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majeures permettant ainsi d’espérer un pronostic favorable, soit une récidive de I’El, soit une aggravation
par la survenue de complications (10). La récidive est définie comme une nouvelle El due a un
microorganisme le plus souvent différent de celui responsable de |’épisode précédent. L’intervalle entre les
deux épisodes est généralement supérieur a six mois. Ces récidives sont plus fréquentes chez les sujets
toxicomanes par voie 1V, les porteurs de prothéses valvulaires et les hémodialysés (10).

Les principaux facteurs de |étalité de I'El a long terme sont :

- l’age (10) ;

- Les comorbidités (le diabete, I'immunodépression et I'IC) (10) sont des facteurs aggravants. La
mortalité des El prothétique est deux fois supérieure a celle survenant sur valve native. ;

- 'implication de plusieurs valves cardiaques. La localisation aortique se révele plus souvent
responsable d’IC et d’abces ; elle nécessite plus fréquemment une intervention chirurgicale (100) ;

- La présence de végétations visibles a I'échographie et les régurgitations des valves du cceur gauche
(mitrale et aortique) (100) ;

- Les anomalies du rythme cardiaque a I'admission révélées par I'électrocardiogramme (100) ;

- La combinaison de deux critéres majeurs, selon les critéres de Duke (tableau 3) (94), est associée a
une forme plus invasive de I'El et a une mortalité accrue a six mois ;

- La chirurgie. Pour les patients qui survivent a la période initiale hospitaliére, le taux de survie a cinqg
ans est de 85 % et a dixans de 75 % (4) ;

- Les données biologiques : une hypoalbuminémie et un nombre de leucocytes anormaux lors de
I’admission ainsi que I’élévation de la concentration en créatinine sont associés a une mortalité a long
terme plus élevée (100).

11. Traitement, surveillance et prophylaxie

11.1.Traitement
11.1.1.Endocardite Team

Aprés le « Heart Valve Team » encouragé par les derniéres recommandations européennes et
américaines pour optimiser la prise en charge des pathologies valvulaires, voici I' « Endocarditis Team » ;
Staff multidisciplinaire au sein d’un centre de référence pour la prise en charge de I'El. En effet, I'El est une
infection complexe pouvant toucher plusieurs organes (coeur, cerveau, reins, peau et ceil entre autres)
dont la prise en charge requiert la collaboration d’un Groupe Expert El composé de de plusieurs spécialités
médicales, chirurgicales et biologiques. Cette équipe permetta en particulier d’optimiser le traitement
antibiotique, la rapidité de la prise en charge chirurgicale si elle est nécessaire et d’améliorer le pronostic
de tous les cas graves de I'El (95). Cette collaboration multidisciplinaire a démontré son efficacité dans
plusieurs études récentes. L'équipe du Cenre HospitaloUniversitaire (CHU) La Timone a Marseille a
notamment démontré qu’en appliquant des protocoles thérapeutiques standardisés, des indications
opératoires conformes aux recommandations et un suivi du patient jusqu’a 12 mois aprés la phase aigug,
la mortalité de I'El a un an pouvait étre réduite de 19 a 8 %, ce qui est significatif (101). Il est, donc,
recommandé d’adresser les patients atteints d’El compliquée dans un centre médicochirurgical disposant
de toutes les facilités diagnostiques et thérapeutiques; chirurgie cardiaque, imagerie multimodalité
incluant échographie, scanner, PET-scanner et scintigraphie, et d’'un groupe multidisciplinaire d’experts
afin d’essayer de réduire progressivement la mortalité (42).
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Le prérequis et les responsabilités du Groupe Expert Endocardite sont résumés dans le tableau 5, qui
insiste notamment sur la nécessité d’une autoévaluation des pratiques et une publication des résultats de
I’équipe, ainsi que sur la participation a des registres multicentriques nationaux et internationaux (42,102).

11.1.2.Antibiothérapie

Le traitement des El doit étre le plus précoce possible, adapté au microorganisme et a sa sensibilité
aux antibiotiques, de longue durée et doit étre administré par voie pérentérale. L'éradication de la porte
d’entrée doit étre réalisée chaque fois que possible : extraction et soins dentaires, drainage d’une sinusite
chronique, ablation de polypes coliques...

2

La publication a quelques semaines d’intervalle, en 2015, des révisions des recommandations
américaines (103) et européennes (42) (tableau 4), a semé le trouble. Tattevin et Mainardi ont détaillé les
principaux changements apportés par ces recommandations, leurs désaccords et les arguments pour et
contre qui peuvent aider a sélectionner le meilleur traitement (102).

Tableau 4. Principales antibiothérapies de premiére ligne dans les recommandations américaines et
européennes 2015 de prise en charge des El, d’aprés (102).

2015 American guidelines 2015 European guidelines
Empirical . . . . Community-acquired (severe presentation):
e L. Depend on symptom evolution and epidemiological | 3 o o -
antibiotic factors ampicillin + (cl)oxacillin + gentamicin
therapies Nosocomial: vancomycin + gentamicin + rifampicinb
. Methicillin — susceptible: (cl)oxacillin
Native valve A~ . - P - . .
Methicillin — susceptible: (cl)oxacillin Methicillin — resistant: vancomycine or daptomycin
staphylococcal I 3 ) . - . .
.. Methicillin — resistant: vancomycin or daptomycin Alternative (in both of the above situations):
endocarditis . - - .
trimethoprim — sulfamethoxazole + clindamycin
. Methicillin — susceptible: Methicillin — susceptible:
Prosthetic valve L . . . - . . .
staphvlococeal (clyoxacillin + gentamicin + rifampicin (cl)oxacillin + gentamicin + rifampicin
enpdgcarditis Methicillin — resistant: Methicillin — resistant:
vancomycin + gentamicin + rifampicin vancomycin + gentamicin + rifampicin
. . A~ . « Two-week regimen »:
Susceptible « Two-week regimen »: penicillin G or ceftriaxone + &

penicillin G or amoxicillin or ceftriaxone + gentamicin
« Four-week regimen »:

penicillin G or amoxicillin or ceftriaxone

Susceptible Regimen « A»: penicillin G or ampicillin + | Regimen « A »: amoxicillin (4 to 6 weeks) + gentamicin
enterococcal gentamicin (2 or 3 uptakes/day, 4 to 6 weeks) (single daily dose, 2 to 6 weeks)

endocarditis Regimen « B »: ampicilllin + ceftriaxone (6 weeks) Regimen « B »: ampicilllin + ceftriaxone (6 weeks)

streptococcal gentamicin (single daily dose)
endocarditis « Four- week regimen »: penicillin G or ceftriaxone

? Including endocarditis of prosthetic valve implanted > 1 year earlier. b Rifampicin is only indicated in the presence of a prosthetic valve and,
according to some experts, should be introduced later on (5 to 7 days after antibiotic therapy initiation).

Deux particularités des recommandations européennes (42).
Association trimethoprime—sulfamethoxazole et clindamycine :

La principale spécificité des recommandations européennes réside dans |’association a haute dose de
triméthoprime-sulfaméthoxazole (960 mg/jour de triméthoprime, 4800 mg/jour de sulfaméthoxazole)
pendant six semaines avec de la clindamycine (1800 mg/jour) pendant une semaine dans le traitement de
I'El de la valve native a S. aureus (42). Cette association a montré son efficacité dans une étude récente
réalisée dans un centre unique sur 31 patients (104). Cependant, Tattevin et Mainardi étaient contre (102)
car d’une part le cotrimoxazole n’est pas aussi efficace que la vancomycine dans le traitement de la
bactériémie de S. aureus résistant a la méticilline (105,106), et d’autres part le traitement de I'El avec la
clindamycine pourrait étre associé a un risque accru de de rechute précoce en raison de la sélection de
résistance (107). En outre, I'éventuelle hématotoxicité du cotrimoxazole a forte dose et pendant six
semaines n’a pas été mentionnée ni dans la publication originale du schéma thérapeutique (104) ni dans
les recommandations (42).
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Traitement empirique des El :

L'autre grande divergence entre ces nouvelles recommandations réside dans le traitement empirique
des formes séveres de I'El aigué communautaire. Vu la complexité de cette pathologie, les
recommandations américaines (103) ne recommandent plus un traitement antibiotique empirique
« universel » et préconisent une prise en charge multidisciplinaire et individuelle des patients présentant
une suspicion d’El. Les mises a jour européennes recommandent |’utilisation de la pénicilline A (ampicilline,
12 g/jour) et une pénicilline M (cloxacilline ou oxacilline, 12 g/jour) avec de la gentamicine (3 mg/kg/jour)
(42), tandis que celles de 2009 recommandaient d’associer I'amoxicilline-acide clavulanique ou ampicilline-
sulbactam (12 g/jour) avec de la gentamicine (3 mg/kg/jour) (108).

Pour Tattevin (102), la modification est basée sur des preuves limitées d’une étude de cohorte
rétrospective suggérant que le traitement de la bactériémie a S. aureus sensible aux B-Lactamines
antistaphylococciques (cloxacilline ou céfazoline, n = 131) serait associé a une meilleure survie par rapport

au traitement avec une association de R-Lactamine - inhibiteur de béta-lactamase (n = 98) (109). Le
bénéfice d’'une association de deux doses élevées de pénicillines a peu été étudié, mais plusieurs centres
francais ont signalé une augmentation de l'insuffisance rénale aigué causée par des 3-Lactamines a forte
dose au cours des quelques derniéres années chez les patients agés présentant des comorbidités (102).

Pour Mainardi (102), I'El sévére aigué est souvent causée par S. aureus. Cette antibiothérapie
associant trois médicaments comprenant une pénicilline M a I’avantage de couvrir S. aureus et d’éliminer
le probleme lié a la diffusion potentiellement insuffisante des inhibiteurs de béta-lactamase dans les
végétations. Il est donc trés utile de souligner que plus de 90 % des souches de S. aureus produisent une
pénicillinase. La tolérance d’'un schéma de traitement avec deux R-Lactamines est un probléme réel, mais il
est utile de rappeler que le traitement empirique de I'El aigué est habituellement de courte durée car le
diagnostic est établi dans les 48 heures dans plus de 95 % des cas.

El a S. aureus et les aminosides :

Les deux mises a jour de 2015 suggerent de ne plus utiliser des aminosides dans le traitement de I’El
staphylococcique de la valve native, quelle que soit la nature sensible ou résistante de la souche a la
méthicilline. Elles recommandent de continuer a utiliser la gentamicine pendant les deux premiéres
semaines de traitement de I'El staphylococcique sur valve prothétique (110) : 2 ou 3 injections/jour pour
les américains et 1 ou 2 injections/jour pour les européens. En effet, I'efficacité des aminosides n’a jamais
été prouvée dans I'El staphylococcique, méme lorsqu’elle a été évaluée dans une étude randomisée (111).
Par contre, leur effet délétere méme administré pendant quelques jours a été bien démontré (112).
Cependant, I'ajout de gentamicine a une R-Lactamine ou a un glycopeptide est associé a une bonne
synergie in vitro conduisant rapidement a une activité bactéricide (110), d’autant plus que les
glycopeptides seuls présenent une activité bactéricide lente (113).

Daptomycine et El staphylococcique résistante a la méthicilline :

Ces deux recommandations suggérent d’utiliser la daptomycine comme une alternative de premiére
intention dans le traitement de I'El staphylococcique résistante a la méthicilline avec une dose plus élevée
que celle recommandée dans l'autorisation de mise sur le marché; 10 mg/kg/jour en Europe, et > 8
mg/kg/jour aux Etats-Unis.

Bien que les études de cohorte aient démontré le bon résultat associé a l'utilisation de la
daptomycine dans le traitement de I’El gauche (114,115), il convient de rappeler qu’elle n’a été approuvée
gue dans le traitement de I’El droite, ou elle a seulement démontré une non-infériorité par rapport au
traitement conventionnel (102,116).
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El a streptocoques et les aminosides :

Une seule dose quotidienne de 3 mg/kg de gentamicine est a administrer pour I'El streptococcique.
Les aminosides sont utilisés pour obtenir une synergie avec une B-Lactamine ou un glycopeptide (117).
Cependant, ils ont une demi-vie biologique d’environ deux heures et une seule administration quotidienne
ne permet pas de conserver une concentration sanguine soutenue de gentamicine sur 24 heures. Pour
Mainardi, administrer des aminosides deux fois par jour semble avoir plus de sens pour obtenir une
synergie prolongée sur 24 heures (102).

El a enterocoque :

Elles peuvent étre traitée avec une association de pénicilline (A ou G) et de gentamicine (2-3
injections/jour, 3 mg/kg) pendant quatre a six semaines, ou avec une association de pénicilline A (12
g/jour) et la ceftriaxone (2 g deux fois par jour) pendant six semaines (118,119).

Tattevin et Mainardi pensaient que cette association de deux [-Lactamines devrait étre
recommandée comme alternative de premiere intention (102) a la lumiére des publications espagnoles
suite a des études démontrant une synergie in vitro entre I'amoxicilline et les céphalosporines de troisieme
génération (céfotaxime, ceftriaxone) (120). Cependant, les recommandations américaines n’ont pas pris en
considération les publications scandinaves qui suggerent fortement I’arrét des aminoglycosides apres deux
semaines de traitement en favorisant |’association pénicilline-gentamicine pour I'El a entérocoque (102).
Les recommandations européennes étaient plutét plus innovantes sur cette question (42).

Il est a noter, contrairement aux mises a jour de 2009 et aux recommandations américaines de 2015,
les mises a jour européennes de 2015 n’ont pas été approuvées par aucune société de maladies
infectieuses avant d’étre publiées (102).

En cas d’El compliquée, la durée des antibiotiques tient compte de la complication. Elle doit étre de 6
semaines pour les abcés hépatiques, entre 6 a 12 semaines pour les spondylodiscites et de 12 semaines
pour un abceés cérébral.

Réduire les durées des traitements antibiotiques est un des moyens permettant une réduction
globale de la consommation d’antibiotiques. Le Groupe de recommandations de la Société de pathologie
infectieuse de langue francaise (SPILF), en se basant sur la littérature récente, des essais randomisés
abordant les durées de traitement, des recommandations récentes et de leurs argumentaires, a proposé
en 2017 des durées d’antibiothérapie raccourcies pour les infections non compliquées, en choisissant en
particulier la borne basse de la fourchette lorsque des intervalles sont proposés dans les recommandations
initiales (121). En dehors des localisations secondaires, les suggestions des durées de traitement pour I'El
(hors chirurgie) et les infections de stimulateurs implantables (pacemaker; PM) et défibrillateurs (DAI),
sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau 5. Durées de traitement suggérées pour I'El non compliquée et les infections sur pacemakers et
défibrillateurs (absence d’indication chirurgicale, absence de localisation septique osseuse et
articulaire) causée par des bactéries sensibles aux B-Lactamines — El, d’apres (121).

Durée de
traitement
suggérée

El (a I’exception d’intervention chirurgicale) et les stimulateurs cardiaques implantables (PM) et

les infections liées au défibrillateur cardiovasculaire implantable (DAI)

Bacétriémie non compliquée sur PM ou DAl retirés, a I'exception des bactériémies

1 semaine .
aS. aureus
Bactériémie non compliquée a S. aureus sur PM ou DAI retirés : monoantibiothérapie avec une
2 semaines pénicilline M IV pour I'El du cceur droit causée par S. aureus sensible a la méthicilline (111,122)
El non compliquée a streptocoque oral sensible a la pénicilline, si association B-Lactamines en IV +
aminoside (gentamicine) (123)
. El non compliquée sur valve native
4 semaines ,,
El sur PM ou DAI retirés
] El sur valve prothétique : en raison de la présence de biofilm (121)
6 semaines

Bactériémie sur PM ou DAl non explantable
PM : pacemaker. DAI : défibrillateur cardiovasculaire implantable
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Pour d’autres situations, aucune étude n’a comparé un traitement de 4 semaines avec un traitement
de 6 semaines avec des B-Lactamines ; et aucune donnée ne suggére la supériorité du traitement de 6
semaines (121).

Tableau 6. Durées de traitement suggérées pour I’'El non compliquée et les infections sur pacemakers et
défibrillateurs (absence d’indication chirurgicale, absence de localisation septique osseuse et
articulaire) causée par des bactéries sensibles aux B-Lactamines — El, d’apres (121).

Duration of . . .
_Type'of conventional Short treatment Target population for Evidence required for a Comments
infection short treatment short treatment
treatment
- Absence of secondary
Infective infectious localization
endocarditis requiring a longer treatment.
- Absence of surgical
indication
Native valve
- Streptococci - 4 weeks of B- - 2 weeks of B-lactam + - Oral Streptococcus - Randomized study (1995) - Increased toxicity
lactam alone gentamicin susceptible to amoxicillin with
aminoglycosides
- Enterococci - 4 to 6 weeks of - 4 weeks of amoxicillin + - Expert advice : nodata 4 vs 6 - Alternative:
amoxicillin + 2 to 4 2 weeks of gentamicin weeks aminoglycoside duration: | . Jicitiin +
weeks of gentamicin retrospective (cohorts) (2002 ceftriaxone for 6
and 2013) weeks
- MSSA - 4 to 6 weeks of - 4 weeks of penicillin M - Expert advice: nodata4 vs 6
penicillin M weeks of penicillin M
No clinical data supporting the
use of aminoglycosides
- 2 weeks of penicillin M - Uncomplicated right-sided - Randomized studies (1994 and
alone IE 1996)
Prosthetic valves - 6 weeks - Expert advice Biofilm
- 6 weeks - 1 week after PM or ICD - In the absence of prosthetic - Low (miscellanous studies,

Pacemaker and
implantable
cardioverter

removal, except for S.
aureus bacteremia: 2
weeks

valve IE and removal PM or
ICD

case series)

defribrillator-
related
bacteremia

- > 6 weeks, or even - If no device removal - Low (case series)
treatment that only
keeps symptoms at

bay

- 6 weeks

IE: infective endocarditis. PM: pacemaker. ICD: implantable cardioverter defibrillator. MSSA: methicillin-sensitive Staphylococcus aureus.

11.1.3.Traitement antifongique

El a Candida spp.

Les polyénes, dont I'amphotéricine B est le chef de file, ont longtemps été proposés comme
traitement de premier choix pour la plupart des El fongiques. Actuellement les recommandations
américaines ou européennes préconisent |'utilisation d’amphotéricine B sous forme liposomale ou bien
d’une échinocandines (124-128). Cependant dans les séries récentes, et par analogie avec les
recommandations sur le traitement des candidoses invasives, les échinocandines (disponibles depuis les
années 2000) sont de plus en plus souvent utilisées pour les El a Candida spp. (44,84,129). Ainsi, en 2016,
les échinocandines a fortes doses constituent une alternative de premier choix pour le traitement des El a
Candida spp. : caspofungine (50 - 150 mg/jour), anidulafungine (100 - 200 mg/jour) ou micafungine (100 -
150 mg/jour) dans les recommandations nord-américaines (130,131), micafungine (200 mg/jour) ou
caspofungine (dose de charge de 70 mg, puis 50 - 100 mg/jour) dans les recommandations britanniques
(131).
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Néanmoins, il est important de souligner qu’en cas de localisation neuroméningée ou oculaire, les
échinocandines présentent une mauvaise diffusion (132) conduisant a privilégier leur association avec un
azolé, ou une association amphotéricine B et flucytosine dans ces cas particuliers.

Pour le traitement des El a Candida spp., les échinocandines présentent de nombreux atouts :

- une fongicidie rapide sur la plupart des especes a Candida spp., y compris celles résistantes aux
azolés,

- une tolérance nettement meilleure que celle des polyénes (133), ce qui permet des traitements
prolongés a fortes doses sans difficulté majeure dans la plupart des cas,

- une bonne activité in vitro sur le biofilm au sein des végétations et sur les valves prothétiques ou les
dispositifs intracardiaques, ce qui renforce leur intérét en cas d’El fongique particulierement lorsque
I’ablation du matériel n’a pu étre réalisée (chirurgie récusée) (134,135),

- une cible différente de celles des polyenes et des azolés, ce qui fait de cette classe un composant
essentiel des associations d’antifongiques a visée synergistique.

Lorsqu’une documentation est obtenue, le choix du (ou des) antifongique(s) tiendra compte de
I'espece de Candida identifiée, puis de sa sensibilité aux antifongiques par la réalisation d’un
antifongigramme, comme préconisé dans les derniéres recommandations de I'IDSA (136). Les patients de
réanimation présentent des volumes de distribution augmentés, et parfois une hyperfiltration glomérulaire
a la phase initiale du sepsis, ce qui peut conduite a les sous-exposer aux molécules utilisées si ces éléments
pharmacocinétiques ne sont pas pris en compte (137). Le schéma thérapeutique sera défini au sein d’une
équipe multidisciplinaire comme c’est désormais recommandé pour toute El (42,103).

El aspergillaires
En 2017, le voriconazole fongicide sur Aspergillus spp. (138) reste le traitement de premiére
intention des aspergilloses invasives et ainsi, par extension des El aspergillaires. Sa supériorité sur
I'amphotéricine B a été clairement démontrée dans le traitement des aspergilloses invasives par un essai
randomize (139).

Durée du traitement antifongique

Méme si elle est mal codifiée du fait de la rareté de ces infections fongiques, surement sous-
estimées, la durée de traitement des El fongiques doit étre prolongée du fait du taux de rechutes élevé
(environ 30 %), survenant jusqu’a plusieurs années apres le premier épisode et aprés un traitement
médical prolongé (76). Ainsi, les derniéres recommandations s’accordent sur une durée minimale de six
semaines, qui devra également tenir compte d’éventuelles localisations secondaires, de la vitesse de
stérilisation des hémocultures lorsqu’elles étaient initialement positives, et des résultats de la culture des
préléevements peropératoires lorsque les patients bénéficient d’un remplacement valvulaire
(76,77,103,130,136).

11.1.4.Traitement chirurgical
L'utilisation de la pénicilline dans les années 1940 a fait chuter la mortalité des El de 100 % a pres de
30 %. La seconde révolution dans le traitement se fera dans les années 1960 avec la chirurgie cardiaque
dans les formes d’El difficiles a traiter.

Actuellement, I'éradication de I'infection comprend une intervention chirurgicale dans 27 a 50 % des
patients atteints d’El (140) et il est réalisé habituellement aprés réception des antibiotiques (7).

La chirurgie valvulaire est mise en place sur indication hémodynamique lors de I"apparition et/ou
I'aggravation d’une IC ne répondant pas a un traitement médical. Elle peut aussi étre indiquée lorsque
I'infection n’est pas controlée malgré une antibiothérapie bien conduite (7). Parfois, ce sont des arguments
mixtes a la fois hémodynamique et infectieux qui déclenchent un traitement chirurgical (141).
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Les facteurs de gravité conduisant souvent a un geste chirurgical sont la localisation aortique,
infection par un staphylocoque, la survenue sur une valve prothétique, un abcés myocardique, une
dégradation hémodynamique et/ou une complication embolique. Pour remarque, I'El est parfois
découverte fortuitement au cours d’une chirurgie cardiaque réalisée sur une autre indication.

En dépit du nombre croissant de succes thérapeutiques obtenus par traitement médical seul pour les
El a Candida spp., y compris sur valve prothétique (142), la chirurgie cardiaque avec remplacement
valvulaire reste un pilier du traitement de toutes les El fongiques pour la plupart des experts, et doit étre
systématiquement envisagée et discutée de fagon multidisciplinaire, idéalement par « endocarditis team »
(42,103).

Les recommandations européennes actualisées en 2015 détaillent peu les ElI fongiques, mais
préconisent un traitement médicochirurgical du fait d’'une mortalité prévisible supérieure a 50 % en cas de
traitement médical seul (42). Cette méme année, les recommandations de I’AHA et de I'IDSA déclarent
gu’une prise en charge chirurgicale des El fongiques devait étre discutée au cas par cas, mais qu’elle ne
devait plus étre considérée comme indispensable pour les El a Candida spp. compte tenu des succés
thérapeutiques obtenus par traitement médical seul avec les échinocandines a fortes doses (103). Fillatre
et al. soulignent que ces recommandations relévent essentiellement d’opinions d’experts, basées sur des
données expérimentales, des études observationnelles (séries de tailles limitées) ainsi que par
I'expérience, mais que le niveau de preuve reste le plus souvent faible, ce qui suggére que ces
recommandations devraient évolue (85).

La chirurgie cardiaque de remplacement valvulaire reste pourtant, malgré I’absence de preuve, un
pilier de tout traitement d’El fongique, et doit étre systématiqguement envisagée, pour les raisons
suivantes :

- le pronostic des El fongiques traitées uniquement médicalement est le plus souvent tres sombre, avec
une létalité de 96 % pour les El a Aspergillus spp. selon la plus grande revue de la littérature médicale sur le
sujet (87), et entre 50 et 70 % pour les El a Candida spp. (77,129),

- les rechutes sont fréquentes chez les patients n’ayant pas bénéficié de chirurgie cardiaque, méme
apres des traitements antifongiques prolongés,

- les végétations sont volumineuses au cours des El fongiques associant a un risque majoré
d’événement(s) embolique(s) massif(s), et de difficulté de stérilisation, méme avec un traitement
antifongique optimisé,

- les cultures de valves peuvent rester positives chez des patients traités par amphotéricine B depuis
plus de cing mois au cours des El a Candida spp. (143) et plus de 20 ans pour les El aspergillaires (144).
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Tableau 7. Recommandations des sociétés savantes pour la prise en charge des El fongiques, d’aprés (85)

El fongique

Objet - source des

Traitement antifongique

Chirurgie cardiaque

recommandations

Traitement d’induction :

El - ESC, Amphotéricine B liposomale # flucytosine Ou Le remplacement valvulaire est
2015 échinocandines a fortes doses si Candida spp. nécessaire pour tous les
(42) Traitement d’entretien : Fluconazole au long cours patients
si Candida spp.
El - AHA & IDSA, Traltemelnf d induction : . Le remplacement valvulaire
o Amphotéricine B, 6 semaines A (liek
o 2015 Traitement d’entretien - devrait étre réalisé dans la
S (103) AZ0l& 3 Vi - . plupart des cas
s zolé a vie (selon antifongigramme)
"E Traitement d’induction :
8 Amphotéricine B liposomale, 3 a5 mg/kg * Remplacement valvulaire
7] flucytosine 25 mg/kg 4 fois par jour recommandé
w Infections a ou Traitement postopératoire au
Candida — IDSA Echinocandines forte doses (caspofungine 150 mg/j = minimum de six semaines (ou
2016 ou mycafungine 150 mg/j) plus si abces paravalvulaire)
(136) En I'absence de chirurgie
Réduction du spectre par fluconazole, 400-800 mg/j cardiaque, fluconazole au long
apres négativation des hémocultures pour les cours, 400-800 mg/j.
especes sensibles
Ela El - ESC, Voriconazole Remplacement valvulaire
Aspergillus 2015 - 6 mg/kg IV 2x/jour, puis 4 mg/kg IV 2x/jour indispensable 3 Ia survie
spp. (42) - Per os utilisable a 200-300 mg x2/jour P

ESC. European Society of Cardiology. AHA. American Heart Association. IDSA. Infectious Diseases Society of America.

11.2.Surveillance

La surveillance de I'évolution de I'El est nécessaire longtemps apres l'arrét du traitement, car il
n’existe pas actuellement de critéres de guérison formelle. Le risque principal est la rechute liée a la
persistance de germes au niveau des végétations, sans oublier le risque d’évolution progressive vers I'IC.

La surveillance de I'antibiothérapie comporte deux aspects ; son efficacité et sa toxicité.

- L’éfficacité englobe plusieurs surveillances :

e La surveillance clinigue par le suivi de la courbe thermique du patient en dehors de toute prisee
d’antipyrétiques et/ou d’antiinflammatoires non stéroidiens. La fiévre peut persister a cause d’une
antibiothérapie inadéquate ou de la persistance d’un gite septique. Elle peut aussi n’avoir aucun rapport
avec I'El, par exemple, une intolérance médicamenteuse, une phlébite au point d’injection, une maladie
thromboembolique. Il est également impératif de surveiller la survenue des complications et I’absence de
signe cliniqgue embolique.

eLa surveillance cardiologigue par une auscultation biquotidienne permettant de rechercher la
modification du souffle cardiaque et I'apparition d’une IC.

e La surveillance échographique et la taille de la végétation.

. La surveillance biologique par la réalisation des hémocultures poursuivies apres la mise en route du
traitement, et qui doivent étre stériles, et I’évolution de la CRP et du taux des leucocytes.

- La toxicité est évaltuée a la fois biologiqguement (hémogramme, natrémie, kaliémie, créatininémie, bilan
hépatique), par la réalisation d’'un audiogramme (age, diabéte, antécédants de problemes auditifs), et par
le dosage des antibiotiques. Pour les antibiotiques administrés par voie IV (aminosides, glycopeptides et
daptomycine), le dosage doit étre réalisé a temps 0 (juste avant I'administration) et 30 minutes apres la fin
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de perfusion. Pour les antibiotiques administrés per os (B-Lactamines, rifampicine et fluoroquinolones), le
dosage doit étre réalisé a temps 0 et 3 heures aprés administration.

La déclaration des accidents graves suite a I’aministration des antibiotiques est primordiale.

11.3.Prophylaxie

La prévention de I'El a longtemps reposé essentiellement sur I'antibioprophylaxie. Depuis plusieurs
années, nous assistons a diverses polémiques concernant les mesures prophylactiques des El d’origine
dentaire. La nature des procédures dentaires a I'origine de bactériémies, la définition des patients a risque
d’El, I'efficacité et la nécessité de I'antibioprophylaxie sont également controversées.

Pour prévenir I'El lors des soins dentaires, I'antibioprophylaxie a été recommandée au début du
20°™ sigcle aux Etats-Unis, puis s’est généralisée dans la plupart des régions du monde a toute procédure
a risque de bactériémie chez tout patient présentant une cardiopathie a risque d’El (toutes les
valvulopathies natives, la plupart des cardiopathies congénitales, les patients ayant un antécédent d’El et
ceux opérés d’une cardiopathie valvulaire ou congénitale) (108,145,146). Apres cette phase ascendante,
une phase descendante s’est amorcée avec le référentiel frangais de 2002 par I'association dentaire de
France, sous I'égide de la SPILF et la société francaise de cardiologie, qui a pour la premiére fois remis en
cause le bien-fondé de I'antibioprophylaxie systématique (147,148). En 2006, les indications de
I’antibioprophylaxie ont été restreintes dans les recommandations des infectiologues britanniques, puis en
2007 dans les recommandations américaines de I’AHA. En 2008, les recommandations britanniques du
National Institute for Health and Care Excellence (NICE) ont supprimé toute antibioprophylaxie, quel que
soit le geste et quelle que soit la cardiopathie a risque, du fait de I'absence de preuves de I'efficacité de
I’antibioprophylaxie, méme chez les sujets a haut risque d’El (149). En 2009, et 2015, le comité scientifique
des recommandations de I'ESC a confirmé la restriction de I'antibioprophylaxie aux seuls patients a haut
risque d’El (tableau 8) et uniquement pour les soins dentaires touchant la muqueuse orale ou gingivale ou
la région dentaire périapicale (tableau 9) (42). L'identification de ces sousgroupes a haut risque est justifiée
par une incidence

environ 6 fois plus élevée de I'El que pour les cardiopathies a risque intermédiaire, mais aussi par une
morbimortalité accrue (42).

Tableau 8. Patients a haut risque d’El pour lesquels une antibioprophylaxie est indiquée avant soins
dentaires, d’apres (95) adapté de (42).

. Classe de Niveau de
Recommandations .
recommandations preuve

L’antibioprophylaxie DOIT étre réservée aux patients a haut risque d’El :
1) Porteurs de prothése valvulaire, incluant les valves implantées par
cathéter (TAVI : Transcatheter Aortic Valve Implantation) ou le matériel
prothétique utilisé pour une réparation valvulaire
2) Antécédent d’El lla C
3) Certaines cardiopathies congénitales :
- cyanogenes,
- traitées avec un matériel prothétique implanté chirurgicalement ou par
voie percutanée, jusqu’a 6 mois apres la procédure ou a vie en cas de shunt
résiduel ou une régurgitation valvulaire.

L’antibioprophylaxie N’EST PAS recommandée dans tous les autres cas m C

de valvulopathie ou de cardiopathie congénitale.

lla. Devrait étre considéré, car le poids de la preuve/l’opinion est favorable a I'utilisation/a I'efficacité.

lll. N’est pas recommandé, car la preuve ou accord général selon lequel le traitement ou la procédure donnée n’est pas
utile/efficace et, dans certains cas, peut étre nocif.
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A I'opposé des recommandations américaines (103), 'ESC ne recommande pas d’antibioprophylaxie
chez les patients transplantés cardiaques qui développent une valvulopathie du greffon.

Tableau 9. Procédures a haut risque d’El pour lesquels une antibiothérapie est indiquée chez les patients a
haut risque, d’aprés (95) adapté de (42).

Classe de Niveau de

Recommandations .
recommandations preuve

A) Chirugie dentaire
L'antibioprophylaxie doit étre réservée aux interventions touchant la lla C
mugqueuse orale ou gingivale ou la région dentaire périapicale

L’antibioprophylaxie N'EST recommandée pour :

- AUCUNE autre intervention incluant : anesthesie locale de tissus non
infectés, ablation de suture, radiographie dentaire, mise en place ou ajustagede
prothéses ou de matériel d’orthodontie

. Apres chute de dents de lait ou aprés trauamtisme des lévres ou de
mugqueuse buccale

B) Interventions respiratoires
L'antibioprophylaxie N’EST recommandée pour AUCUNE intervention
respiratoire incluant laryngoscopie, fibroscopie bronchique, nasale, 1 C
intubation trachéale
C) Intervention digestives, urogénitales, ETO
L'antibioprophylaxie N’EST recommandée pour AUCUNE intervention
digestive ou urogénitale incluant fibroscopie gastrique, coloscopie, 1 C
cystoscopie, accouchement par césarienne ou par voie basse et ETO
D) Interventions cutanées/Tissus mous
L’antibioprophylaxie N'EST recommandée pour AUCUNE intervention " C
lla. Devrait étre considéré, car le poids de la preuve/I’opinion est favorable a I'utilisation/a Iefficacité.
lll. N’'est pas recommandé, car la preuve ou accord général selon lequel le traitement ou la procédure donnée n’est pas
utile/efficace et, dans certains cas, peut étre nocif.

La restriction des indications d’antibioprophylaxie est basée sur une meilleure connaissance de la
physiopathologie de I’El et sur la réévaluation du rapport bénéfice-risque (150). Les points importants sont
les suivants :

1) suspicion de I'origine buccodentaire dans 13 % des cas d’El (151),

2) mise en évidence de faibles bactériémies quotidienne a répétition lors de la mastication et du
brossage dentaire potentiellement responsables d’El (151-153),

3) absence de lien formel entre les soins dentaires et la survenue d’El dans les études cas-témoins
(154),

4) absence de réduction de la prévalence d’El par une antibioprophylaxie large, qui expose par
ailleurs au risque d’anaphylaxie et d’émergence de germes résistants (6,155,156).

Compte tenu du risque de bactériémie, I'antibioprophylaxie doit étre systématique avant
implantation d’'un pacemaker ou défibrillateur, d’'une prothése valvulaire transcathéter ou de toute
endoprothése vasculaire (42) (tableau 10). Les bactéries les plus souvent en cause étant les
staphylocoques, il est recommandé d’injecter 1 g de céfazoline IV juste avant la procédure et de
renouveler I'injection aprés 8 a 12 heures en cas de procédure longue et jusqu’a 48 heures apres la fin de
la procédure (42,157). Par ailleurs, le dépistage du portage nasal de staphylocoques dorés est
systématiquement recommandé avant toute chirurgie cardiaque, suivi d’'un traitement antibiotique et
antiseptique local (mupirocine, chlorhexidine) en cas de prélévement positif (42).
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Tableau 10. Antibioprophylaxie et mesures préventives avant interventions cardiaques et vasculaires,
d’apres (95) adapté de (42).

: Classe de Niveau de
Recommandations :
recommandations preuve
Le portage nasal asymptomatique de S. aureus doit étre dépisté avant toute
chirurgie cardiaque programmée, en vue de traiter les porteurs
L'antibioprophylaxie est recommandée de maniére systématique avant
I'implantation d’un pacemaker ou défibrillateur
L’antibiothérapie périopératoire doit étre envisagée avant toute implantation
d’une prothese valvulaire (chirurgicale ou transcathéter) ou implantation de lla C
matériel prothétique vasculaire
Tout foyer infectieux doit étre stérilisé au moins 15 jours avant une
intervention de chirugie valvulaire ou toute autre implantation de matériel

I A

s . . . Y . . . lla C
prothétique intracardiaque ou vasculaire, a I'exception des interventions
urgentes
Un traitement antiseptique local systématique N’EST PAS recommandé en " C

I’'absence de dépistage du portage nasal de S. aureus

I. Est recommandé/est indiqué. Preuve et/ou accord général selon lequel un traitement ou une procédure donnée est
bénéfique, utile, efficace. lla. Devrait étre considéré, car le poids de la preuve/I’opinion est favorable a I'utilisation/a I'efficacité.
lll. N'est pas recommandé, car la preuve ou accord général selon lequel le traitement ou la procédure donnée n’est pas
utile/efficace et, dans certains cas, peut étre nocif.

Concernant les modalités pratiques, I'antibioprophylaxie consiste généralement en la prise orale (PO)
de 2 g d’amoxicilline (50 mg/kg chez I'enfant) une heure avant le soin ; I'injection IV (méme posologie) est
également possible. En cas d’allergie aux B-Lactamines, |'alternative peut étre la clindamycine, 600 mg en
prise orale (20 mg/ kg chez I'enfant) (42).

L'imputabilité des bactériémies quotidiennes de faible intensité conduit a privilégier les mesures
d’hygiene, en particulier buccodentaires et cutanées visant a limiter le plus possible les passages de
bactéries a travers les barriéres cutanéomuqueuses (tableau 11). Tout foyer infectieux dentaire (ou autre)
identifié avant une intervention valvulaire cardiaque programmée doit étre éradiqué avec respect d’un
délai de cicatrisation d’au moins 15 jours avant l'intervention valvulaire (42,158).

Tableau 11. Mesures de prévention non spécifiques devant étre idéalement appliquées a la popualtion
générale et particulierement renforcées chez les patients a haut risque concernant les
patients a haut risque et a risque intermédiaire d’El. Recommandations ESC 2015, d’apres (95)
adapté de (42).

1) Hygiene dentaire (brossage biquotidien) et cutanée stricte.

2) Suivi dentaire : doit étre effectué deux fois/an chez les patients a haut risque, et une fois/an chez
les autres, afin de dépister d’éventuelles caries ou autre foyer infectieux.

3) Désinfection des plaies.

4) Eradication ou diminution des portages chroniques : peau, urine.

5) Antibiothérapie curative pour tout foyer infectieux.

6) Absence d’automédication par les antibiotiques.

7) Mesures strictes d’asepsie pour toute procédure a risque.

8) Décourager le piercing et le tatouage.

9) Limiter I'utilisation des cathéters de perfusion et des procéures invasives si possible. Favoriser les
perfuions périphériques sur les voies centrales, et remplacement systématique des cathéters de
perfusion périphérique tous les 3 ou 4 jours.
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PARTIE II. Endocardites infectieuses :
Diagnostic microbiologique
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Le diagnostic microbiologique des El englobe hémocultures dont la durée d’incubation doit étre
prolongée, les examens sérologiques qui peuvent compléter ces recherches, et enfin les techniques
microbiologiques et anatomopathologiques des valves et des protheses cardiaques.

1. Hémocultures
1.1. Généralités

Les hémocultures constituent I'outil microbiologique principal du diagnostic étiologique des El. Elles
représentent un critéere majeur dans la classification de Duke. Lors de I'El, la bactériémie est prolongée et
constante. Des hémocultures peuvent donc étre prélevées a tout moment, en dehors de tout pic fébrile.
Trois séries pratiquées sur une période de 24 a 48 heures sont recommandées pour établir le diagnostic
d’El (12,159). Il est capital que les hémocultures soient pratiquées aprés une antisepsie rigoureuse de la
peau et avant toute antibiothérapie afin d’éviter de décapiter le microorganisme causal.

Chaque hémoculture comporte un couple de flacons aérobie et anaérobie contenant un milieu de
culture auquel le sang est rajouté: 10 mL pour les adultes, et 5 mL pour les flacons pédiatriques. La
guantité de sang prélevée est primordiale dans le rendement de la technique, ainsi un prélevement de 20
mL da sang augmente le pourcentage de positivité de 30 %, comparativement au volume minimum de 10
mL.

La dilution du sang dans le milieu de culture atténue I'effet de substances a activité antimicrobienne
présentes dans le sang des patients (lysozyme, complément, antibiotiques, etc.). La dilution au 1/10 est
celle qui donne le meilleur résultat. Le polyanéthol sulfonate de sodium (SPS) ; un anticoagulant souvent
utilisé dans les bouillons (concentration de 0,025 a 0,05 %), inhibe aussi ces substances mais il peut aussi
interférer sur la croissance de certaines souches comme Mycoplasma hominis, Neisseria spp.,
Peptostreptococcus anaerobius ou Streptobacillus moniliformis. Les résines absorbeuses de cations ou le
charbon activé présents aussi dans les flacons permettent de neutraliser partiellement des antibiotiques.

Ces prélevements sont acheminés au laboratoire pour étre incubés a 37°C. La plupart des
laboratoires sont équipés de systemes automatisés permettant a la fois I'incubation, I'agitation et la
surveillance des flacons d’hémoculture (BacT/ALERT®, Bactec®). La croissance de la bactérie au sein du
flacon produit du CO, qui acidifie le milieu. Cette baisse du pH est détectée par I'automate a I'aide d’un
capteur. Il est important que le laboratoire soit informé de la suspicion diagnostique d’El afin de prolonger
la durée d’incubation des hémocultures. Cette durée varie de deux a quatre semaines selon les
laboratoires et permet de détecter les microorganismes a croissance lente. Au laboratoire de bactériologie
de I'Institut des Agents Infectieux (IAl) de Lyon, cette durée a été fixée a 14 jours.

La présence chez un patient fébrile de trois hémocultures sur trois ou plus positives pour le méme
pathogene signe une infection intravasculaire.

Les préléevements positifs bénéficient d’'un examen direct par la coloration de Gram sur une goutte
du milieu contenu dans le flacon d’hémoculture, et un état frais (entre lame et lamelle). Il faut aussi
effectuer une subculture (un repiquage) sur milieux de culture appropriés. En cas de pousse a la culture sur
milieu gélosé solide, nous procedons a l'identification du germe et a la réalisation de son antibiogramme.
Enfin, la souche est conservée pour d’éventuelles comparaisons avec d’autres souches isolées chez le
méme patient.

Classiquement, nous distinguons les endocardites a hémocultures positives et celles a hémocultures
négatives.
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1.2. Recommandations concernant les hémocultures

1.2.1. Hémocultures sur milieux usuels
Les hémocultures sur milieux usuels permettent dans leur majorité d’isoler les germes responsables
d’une grande partie des El : les streptocoques, les staphylocoques et les entérocoques.

La bactériémie est constante au cours des El et lorsqu’une série de trois hémocultures (prélevées sur
un intervalle de 24 a 48 heures) demeure négative, il faut, le lendemain, prélever une nouvelle série de
deux a trois hémocultures, si possible en multipliant les milieux et les techniques (54).

1.2.2. Hémocultures fongiques
Les hémocultures sont les premiers examens aboutissant au diagnostic de candidémie. La
candidémie, détectée ou non, est en soi une indication a la réalisation d’'une échocardiographie cardiaque
et d’'un examen du fond d’ceil. La positivité de I'un de ces examens a un impact majeur sur le plan
thérapeutique et permet pour le premier de poser le diagnostic d’El (85,136). Parmi 187 épisodes
consécutifs de candidémie explorés par échocardiographie, seulement 11 El ont été diagnostiquées (5,9
%), avec une rentabilité de I'ETT et ETO estimée a 2,9 % et 11,5 % ; respectivement (160).

Pour le diagnostic de candidémie, les recommandations de I’European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Disease (ESCMID) en 2012 (161), et celles de I'Infectious Diseases Society of
America en 2013 (IDSA) (124) préconisent I'inoculation de 60 mL de sang veineux répartis en six flacons de
10 mL (3 flacons aérobies et 3 flacons anaérobies), qui doivent étre incubés a 37°C pendant au moins cinqg
jours.

Les critéres de Duke modifiés sont couramment utilisés pour classer les El a Candida spp., sans
modification des définitions pour les critéres majeurs microbiologiques (44,108,160). Pourtant, ces critéres
de Duke ont été essentiellement construits a partir d’El bactériennes, alors que le diagnostic des El
fongiques est plus difficile, avec une moins bonne sensibilité (de I'ordre de 50 a 75 % pour les El a C.
albicans (161,162) et seulement de 4 % pour les El aspergillaires (87). Cette moindre sensibilité est a
I'origine d’une plus grande proportion d’El fongiques dont le diagnostic étiologique n’est pas obtenu avant
la chirurgie valvulaire, par rapport aux El bactériennes (85).

La plupart des milieux d’hémocultures actuellement utilisés permettent la croissance de levures du
genre Candida. Si les hémocultures de routine sont négatives mais que le diagnostic est fortement
suspecté, il est souhaitable de réaliser des hémocultures fongiques dont le milieu est optimisé pour la
culture des levures (85). L'utilisation de ces milieux qui contiennent des antibiotiques permet un gain de
temps pour la détection et l'identification d’espece, en particulier pour celles a croissance lente (C.
glabrata). Par ailleurs, ces milieux sont avantageux en cas de septicémies mixtes d’origine bactérienne et
fongique. Les inconvénients de ces milieux fongiques sont d’une part un co(t plus élevé et d’autre part une
guantité de sang nécessaire plus importante. Cependant, la performance diagnostique de ces flacons
d’hémoculture ne semble pas étre meilleure, en 2016, méme si le délai de positivité peut étre raccourci de
guelgues heures pour certaines espéces permettant en théorie un diagnostic un peu plus précoce (85). De
maniére paradoxale, l'utilisation de flacons d’hémoctultures bacétriennes posséde une meilleure
sensibilité pour la détection des candidémies apres imprégnation antifongique, de part la présence de
charbon ou de résines adsorbantes dans les flacons.

1.2.3. Hémocultures sur milieux spéciaux
Des hémocultures sur milieux spéciaux, comme les flacons Lyse centrifugation Isolator®, agissent en
libérant les microorganismes intracellulaires puis en les concentrant avant de les ensemencer sur des
milieux plus propices a leur croissance (163). Ces flacons permettent de gagner en sensibilité dans
I'isolement des mycobactéries, des bactéries exigeantes (HACCEK, Bartonella spp., Legionella spp.), des
levures de croissance difficile et les champignons filamenteux (85).
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Dans le cas d’EIHN, Mainardi et al. recommandent au troisieme jour d’incubation une coloration de
Gram des flacons aérobies et anaérobies et une subculture sur géloses. Les milieux appropriés sont le
chocolat-isovitalex pour la culture des bactéries du groupe HACCEK et les géloses Columbia additionnées
de 5 % de sang de mouton pour les streptocoques. Les ex-streptocoques déficients peuvent étre détectés
grace a une strie de staphylocoques (164).

1.3. EI a hémocultures positives

Les El a hémocultures positives (EIHP) apportent les renseignements sur le germe responsable en
accord avec les critéres de la classification de Duke (11,93). Elles fournissent une bactérie cultivable pour
déterminer sa sensibilité aux antibiotiques. Pour de nombreux microorganismes, les deux premieres
hémocultures sont positives dans 70 a 90 % des cas d’El (28).

Le diagnostic étiologique est donné par les hémocultures dans les 48 heures. L'absence d’isolement
bactérien sur les hémocultures en présence d’un tableau clinique compatible avec celui d’El doit faire
envisager le diagnostic d’EIHN. Il est a noter que les bactéries du genre Abiotrophia spp. (anciennement
streptocoques déficients) et les bactéries du groupe HACCEK peuvent étre isolées dans les hémocultures
avec les systémes de culture actuels (11,93).

1.4. EI a hémocultures négatives

Les EIHN sont définies comme les El certaines pour lesquelles les trois paires d’hémocultures
recommandées restent stériles apres 48 a 72 heures d’incubation. En premier lieu, des hémocultures
complémentaires doivent étre réalisées et si elles demeurent négatives 48 a 72 heures apreés, les étiologies
des EIHN doivent étre envisagées (54).

Lors de la premiére étude sur ce sujet par Cannady et al. en 1976, 2,5 a 31 % des patients a El
présentaient des hémocultures négatives (165). Selon les études, les EIHN représentent 1,1 a 5,5 % de
toutes les El (22)(4,54,166-168). Selon une étude récente et malgré les progres diagnostiques et
thérapeutiques, aucun microorganisme n’a été identifié dans 5,2 % des El (1).

Cette situation entraine un retard évident dans le diagnostic étiologique qui n’est pas sans
conséquence. En effet, par comparaison aux hémocultures positives, une augmentation du risque de
destruction valvulaire, d’emboles septiques, et surtout de mortalité (169) a été observée. La négativité des
hémocultures est donc un sujet d’inquiétude considérable dans la prise en charge des patients atteints
d’EL

Les étiologies des EIHN sont multiples (tableau 12) (54,61).

Par ordre de fréquence, aprés avoir éliminé I'antibiothérapie préalable, les microorganismes de
culture fastidieuse ou encore émergents, nous retrouvons Coxiella burnetii, 'agent de la fievre Q,
responsable en France de 30 a 50 % des EIHN (22,56,59).

Bartonella spp. sont responsables en France de 9 a 10 % des cas d’EIHN (46,59,60,62) et son
diagnostic est sérologique. Parfois, les techniques de biologie moléculaire (171) et I'hémoculture a la
condition de les conserver au moins 45 jours (171) sont utiles pour le diagnositc des El a Bartonella spp..

Le diagnostic étiologique d’une EIHN doit comporter d’abord une sérologie pour C. burnetii,
Bartonella spp., Brucella spp. et Chlamydia spp.. La durée d’incubation des hémocultures doit étre
prolongée, ce qui permettra de faire le diagnostic d’El a Brucella spp. Bartonella spp., Legionella spp.,
Abiotrophia spp. et aux bactéries du groupe HACCEK qui parfois ont une croissance lente et difficile. La
sérologie et les antigenes circulants peuvent étre aussi utilisés pour le diagnositc d’El fongique
(Histoplasma capsulatum), mais c’est la biopsie cutanée d’une lésion secondaire qui donnera souvent le
diagnostic définitif des El fongiques.

L'absence de diagonstic étiologique au terme de ce bilan doit faire envisager I'utilisation de la PCR
avec séquencage de I’ADN a partir du sang, mais surtout des valves cardiaques lorsqu’elles sont disponibles
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apres une exérése chirurgicale. Cet examen de biologie moléculaire sera orienté sur I'anatomopathologie
des valves cardiaques confirmant le diagnostic d’El et avec I'aide de colorations spéciales (Gram, Giemsa,
Whartin-Starry, Gromori-Grocott) permettant la mise en évidence des pathogenes dans la végétation.

Tableau 12. Principales causes de la négativité des hémocultures lors de I'El, d’aprés (170)

Etiologies

Microorganismes

Fréquence, porte d’entrée,

Moyen de diagnostic

en cause
- Antibiotique
administré avant la
réalisation des
hémocultures

El« décapitée »

- Bactéries du
groupe HACCEK

- Bartonella spp

Microorganisme

de culture - Ex-streptocoques
difficile déficients :
Abiotrophia spp.

Granulicatella spp.

- Brucella spp.
(B. melitensis +++)

- Coxiella burnetii
(Fievre Q)
Microorganisme
non cultivable
sur milieu usuel

- T. whipplei

- Mycobactéries

- Mycoplasma spp
- Chlamydia spp.

- L. pneumophila

- Candida spp.

- Aspergillus spp.

Mycete - Histoplasma spp.

- Penicillium spp., ...

valvulopathie préexistante ou non

Premiere cause d’EIHN

2a3 %destEl

Porte d’entrée dentaire et ORL

Valves natives

3 % des El

B. quintana : situation de précarité,
sans valvulopathie connue

B. hanselae : sujets

immunocompétents, valvulopathie

préexistante, contact avec les chats

1a2%desEl
Porte d’entrée ORL
Valves natives

<1a3%desEl

Contamiantion directe (au contact avec
animaux infectés) ou indirecte
(ingestion ou inhalation)

Valvulopathie préexistante, le plus
souvent

3 a5 %des El. Zoonose

Valvulopathie préexistante/prothése
valvulaire

Exceptionnelle — valve native
Rare — prothése valvulaire

135 % des El doivent étre suspectés
lors d’El postopératoires, sur protheses
cardiaques et chez les toxicomanes

PCR
Culture prolongée

Sérologie
PCR
Culture prolongée

Culture milieux spéciaux

Culture prolongée

Sérologie

PCR

Culture / sérologie
Sérologie
Sérologie

- Asperqillus et Hisoplasma :
Culture/sérologie/histologie
- Histologie

1.4.1. El a hémocultures négativées par une antibiothérapie préalable
C'est la cause principale d’EIHN et elle représente environ 50 % des cas (172). En théorie, les
hémocultures doivent étre prélevées avant toute mise en place d’une antibiothérapie. Si cela est
impossible, une fenétre thérapeutique doit étre pratiquée avant la ponction veineuse. La durée du
traitement préalable influence le temps pendant lequel les hémocultures vont rester négatives. En effet,
une antibiothérapie menée jusqu’a 15 jours avant la ponction des hémocultures peut négativer le

prélevement (28).
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Actuellement, la plupart des laboratoires utilisent des flacons contenant une résine adsorbant les
antibiotiques afin de limiter au maximum leurs effets sur la croissance des microorganismes a l'intérieur
des flacons d’hémoculture, mais, encore faut-il gu’il ait suffisamment de germes prélevés.

1.4.2. EI a microorganismes fastidieux: « EI a hémocultures souvent

négatives »
lIs représentent 15 a 20 % des cas d’EIHN (172). La croissance des microorganismes est lente, ce qui
demande des délais de culture plus longs pour leur mise en évidence. En théorie, la durée d’incubation des
hémocultures doit étre prolongée jusqu’a quatre semaines afin de détecter d’éventuelles bactéries
fastidieuses :

- HACCEK : représentent 2 a 3 % des cas d’EIHN (72).

- B. quintana et B. henselae : sont responsables de 9 a 10 % des cas d’EIHN avec prédominance de B.
quintana (46,60). Elle se développent assez bien dans les systémes automatisés d’hémoculture mais
produisent si peu de CO, que le systéme d’alerte ne détecte aucune croissance (173).

- Streptocoques déficients : Abiotrophia spp. et Granulicatella spp..

- Brucella spp.: une incubation prolongée des hémocultures est recommandée, mais les systémes
d’hémocultures modernes permettent dans la grande majorité des cas une croissance durant la premiére
semaine.

1.4.3. EI a microorganismes non cultivables sur milieu usuel:

« hémocultures toujours négatives »
Ces El sont dues a des bactéries a développement intracellulaire obligatoire ou prédominant. Elles
représentent environ 6 % des El (1,61).

- Coxiella burnetii, Chlamydia spp. : ce sont des bactéries obligatoirement intracellulaires. Leur culture
est donc impossible en milieu acellulaire comme les hémocultures. Leur diagnostic repose sur la sérologie
et la biologie moléculaire (9,15,57).

- Tropheryma whipplei : c’est une cause sous-estimée d’EIHN (61). Sa responsabilité dans I'EIHN a été
montrée en 2000 apres son isolement par culture d’une valve cardiaque (71). Le diagnostic
microbiologique ne peut se faire que par PCR sur valve, exceptionnellement sur le sang et par culture
cellulaire au Centre National de Référence (CNR) des rickettsies a Marseille. Il n’est pas possible de cultiver
ce germe en routine, et il n"existe pas de sérodiagnostic suffisamment spécifique disponible. La coloration
par l'acide périodique de Schiff (PAS) sur des coupes histologiques met en évidence des aspects
pathognomoniques de macrophages spumeux a granulations PAS positives (61,174).

- Mycobacterium spp.: leur diagnostic est apporté par des hémocultures spéciales sur milieu
Middlebrook, le diagnostic histologique (coloration de Ziehl-Neelsen) ou des techniques moléculaires.

- Mycoplasma spp. : selon Brouqui et al., leur role dans les EIHN est probablement aussi sousestimée
(57). La croissance de M. hominis peut étre détectée par des systemes automatisés en I'absence de SPS.

- Legionella spp. : les automates d’hémocultures sont pris en défaut car le seuil de détection en CO, est
rarement atteint. Le diagnostic s’appuie sur un repiquage sur milieux spécifiques, la sérologie et les
techniques moléculaires.

1.4.4. Agents fongiques
Les EIHN fongiques décrites jusqu’a I'heure actuelle sont dues essentiellement aux genres Candida (le
plus souvent C. albicans) et Aspergillus. Les hémocultures fongiques ne sont positives a Candida (le plus
souvent C. albicans) que dans 50 % des cas de candidoses invasives (162) et Aspergillus n’est quasiment
jamais retrouvé dans les flacons d’hémocultures.

C. albicans se voient essentiellement chez les toxicomanes, les porteurs de prothéses ou de cathéter
de longue durée. Les El aspergillaires sont exceptionnelles et se voient chez les immunodéprimés.
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L’El fongique doivent étre systématiquement évoquées dans les El post-opératoires sur protheses
cardiaques ou survenant chez les toxicomanes (54).

La sérologie, la culture de I'embol et/ou de la végétation, ainsi que la présence de filaments
mycéliens en anatomopathologie permettent d’affirmer le diagnostic (175).

1.4.5. Endocardites du cceur droit
Ce sont des El subaigués, retrouvées principalement chez les toxicomanes utilisant des drogues par
voie IV et chez les patients immunodéprimés. Chez ces patients, les microorganismes seraient retenus au
niveau pulmonaire sans atteindre la grande circulation. La présentation clinique peut étre trompeuse,
notamment en |'absence de souffle cardiaque.

1.4.6. Endocardites murales
Ces El associées a la présence d’un stimulateur cardiaque (sonde de pacemaker) ou d’une
malformation cardiaque congénitale posseédent un foyer infectieux qui demeurerait sous-endocardique.
Ainsi, les bactériémies associées a ces El seraient de faible intensité voire méme inexistantes.

1.4.7. Endocardites marastiques
Ce sont des El fibrinocruoriques sans microorganisme, le plus souvent satellites de cancers profonds
(22,56,57,59).

2. Sérologies

Les sérologies sont un outil précieux dans le diagnostic étiologique des EIHN. Une analyse de 63 cas
d’EIHN par Lamas et al. recommandait la réalisation de sérologies Bartonella, Coxiella et Chlamydia spp.
dans les cas certains ou suspects d’El. Ces techniques leur avaient permis de retrouver un agent
étiologique dans 15/63 cas (176).

Raoult et al., en réalisant des sérologies en systématique lors de négativité des hémocultures, ont
reclassé 38/427 patients atteints d’El possible en El certaine, et 19/261 patients a El « exclue » en El
« possible » (177). Ces auteurs recommandent de prélever cette batterie de tests sous forme d’un kit El
des I'admission de patient suspect d’El en méme temps que les premieres hémocultures, étant donné le
gain effectif sur le cot d’hospitalisation.

Toutefois, il faut se montrer prudent vis-a-vis d’une seule sérologie car il existe des réactions croisées
entre espéces de Bartonella et C. burnetii, Chlamydia spp. et Bartonella spp. (178). De plus, I'interprétation
des tests sérologiques est parfois difficile. Un tiers d’anticorps élevé reflete une exposition a I'organisme
sans pouvoir la dater, et n’indique pas forcément qu’il y ait une relation entre le microorganisme et I'El.

Des techniques automatisées de sérodiagnostic multiplexe utilisant une dilution unique du sérum
(plusieurs antigenes bactériens différents testés sur une méme lame d’immunofluorescence) ont méme
été étudiées dans le cadre des EIHN. Cela permet de s’affranchir des lectures opérateur-dépendant (liées a
I’expérience). Le résultat est délivré en une heure a partir d’un algorithme d’interprétation (177).

Dans ses recommandations, Mainardi et al., proposent la réalisation de sérologies bactériennes et
fongiques lorsque les hémocultures restent négatives aprés trois jours d’incubation (164). Certaines sont
indispensables : Coxiella burnetii, Bartonella quintana, B. henselae, Chlamydia spp. (C. psittaci, C.
pneumoniae et C. trachomatis) du fait des réactions sérologiques croisées avec Bartonella, et Brucella spp.
(surtout si contexte épidémiologique favorable). D’autres peuvent venir complémentaires : Legionella spp.,
Mycoplasma pneumoniae, Candida spp. et Aspergillus spp..
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2.1. Sérologies Coxiella burnetii

Le diagnostic d’El a C. burnetii est classiqguement apporté par la sérologie ; tres spécifique. La culture
sur milieu cellulaire est réservée a des laboratoires spécialisés.

Les méthodes de détection proposées sont I'ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), la fixation
du complément et I'immunofluorescence indirecte (IFI). Au vu de ses performances, I'lIFl est considérée
comme le test de référence dans le diagnostic des El a Coxiella. Un titre d’lgG > 1/800 a une sensibilité de
100 % et une valeur prédictive positive de 98 % (15). Des réactions croisées se produisent avec Chlamydia
pneumoniae (169). En 1996, Fournier et al. ont proposé qu’une hémoculture positive a C. burnetii ou un
titre d’anticorps > 1/800 en IgG phase | (possédant une valeur prédective positive de 98 %) soient intégrés
comme critére majeur a la classification de Duke (56). Cette proposition a été prise en compte dans les
criteres de Duke modifiés par Li (94).

2.2. Sérologies Bartonella spp.

Généralement, les hémocultures a Bartonella sont négatives et c’est la sérologie qui établit
préférentiellement le diagnostic.

En IFI, un titre d’IgG anti-B. quintana ou B. henselae > 1/800 chez un patient a El est prédictif a 95,5 %
d’une El a bartonelle (46). Lamas a proposé I'addition de la sérologie positive a Bartonella aux critéres
majeurs de la classification de Duke (176).

2.3. Sérologies Brucella spp.

L'isolement de la bactérie dans les hémocultures est utile pour le diagnostic direct des brucelloses
aigles, et la sérologie est utile dans le diagnostic des infections subaiglies et chroniques.

Actuellement, il existe trois techniques sérologiques dont deux tests de dépistage par agglutination
directe « sérologie de Wright ou Malte » et « sérologie de Rose Bengale »), et une technique d’IFl pour le
diagnostic des brucelloses chroniques ou anciennes. En général, le Wright et le Rose Bengale sont positifs
au début de l'infection. Le Wright se négative en premier, alors que le Rose Bengale reste positif pendant
des années.

Avec la réaction de Wright, il est important de noter la présence des réactions sérologiquse croisées
avec Coxiella burnetii, Yersinia enterocolitica 09, Vibrio cholerae et Francisella tularensis.

2.4. Sérologies Chlamydia spp.

La recherche d’'une immunité dirigée contre C. psittaci, C. pneumoniae ou C. trachomatis est réalisée
par IFl. D’autres techniques existent, comme la fixation du complément ou I'ELISA. Maurin et al. ont décrit
des réactivités croisées entre Chlamydia et Bartonella (178). Lamas et al. ont proposé l'intégration de la
sérologie positive a C. psittaci aux criteres majeurs de la classification de Duke (176).

2.5. Sérologies Mycoplasma pneumoniae

La technique sérologique les plus utilisée est I'ELISA. Les techniques de PCR sur valve cardiaque
peuvent étre tres utiles pour identifier ce microorganism (67).

2.6. Sérologies Legionella spp.

La méthode sérologique la plus utilisée est I'lFI destinée a Legionella pneumophila.

2.7. Serologies fongiques
Pour pallier le défaut de sensibilité des hémocultures pour le diagnostic d’El fongique, de nouveaux
outils diagnostiques (tableau 3) ont été développés et ont fait I'objet de recommandations (161). Ce sont
59

HOUHAMDI
(CC BY-NC-ND 2.0)



les sérologies ciblées sur Candida spp. et Aspergillus spp. qui constituent pour I'"heure des outils précieux
utilisés de facon quasiroutiniére en mycologie clinique.

Pour les infections a Candida spp., les tests sérologiques utilisés reposent sur la détection combinée
de l'antigéne polysaccharidique périétal majeur mannane et des anticorps antimannane, largement
exprimés par Candida spp. Cette approche mise au point par I'équipe de mycologie de Lille apporte
certainement une contribution intéressante pour le diagnostic précoce des candidémies, puisque la
sensibilité de ces tests combinés varie, selon les études, entre 80 % (125) et 100 % (179) avec une
spécificité de 85 % (125). Pour le diagnostic des El a Candida spp., leur sensibilité a été estimée a 83 % dans
une étude prospective frangaise MYCENDO portant sur 30 cas d’El a Candida spp. (129). Cependant, des
réactions croisées existent car la sérologie n’est pas spécifique (85). L'intérét de ces tests sérologiques est
une positivité plus précoce de sic jours par rapport aux hémocultures mais aussi une valeur prédective
négative importante permettant d’éliminer le diagnostic. A I'heure actuelle, les données disponibles ne
sont pas suffisantes pour justifier I'inclusion de ces tests sérologiques combinés en routine chez un patient
présentant une suspicion d’El fongique. Cependant, ils pourraient jouer un réle dans leur suivi, comme
suggéré par I'observation d’'une décroissance de I'antigene mannane circulant corrélée au contréle d’une
El a C. albicans (180).

Pour les infections aspergillaires, la sérologie et la recheche de I'antigene galactomannane sont de
pratique courante dans le cadre de l'aspergillose invasive, tout en sachant que la sérologie est
habituellement négative en cas d'immunodépression. Dans le cadre des El aspergillaires, deux tests
sanguins sont prometteurs: le dosage du B-1,3-D-glucane (BDG) (126), et la recherche d’antigéne
galactomannane (un polysaccharidique périétal). Cependant, avec ce dernier antigéne, des réactions
croisées peuvent survenir avec d’autres mycoses invasives ainsi qu’avec certains médicaments (tableau 13)
(87,181). Des travaux récents suggerent que la détection de I'antigéne galactomannane dans le sérum a
une bonne valeur diagnostique pour I'El a Aspergillus spp. (88). Néanmoins, compte tenu du faible nombre
de cas d’El aspergillaires rapportés depuis le développement de ces deux antigenes, leur performance
diagnostique reste trés peu documentée dans cette indication (85).

Tableau 13. Les performances analytiques des nouveaux outils diagnostiques dans I'El fongique, d’aprés
(85).

Performance diagnostique
Antlg.ene mannane | _ Uniquement adapté au diagnostic des infections Candidémie : Se : 80 %, Sp : 85 %
/ anticorps I

invasives a Candida spp. (125) El a Candida spp. : Se : 83 % (129)

antimannane
- Antigéne panfongique, présent chez la plupart
des especes fongiques pathogénes pour ’lhomme
- Pourrait contribuer au diagnostic de toutes les
mycoses invasives

- Constituant majeur de la paroi d’Aspergillus spp.
- Réactions croisées : histoplasmose, blastomycose, = Validé pour le diagnostic de

Candidémie (seuil de 80 pg/mL) (126) :
Se >65%. Sp>80%
El a Candida spp. : Se 100 % (129)

B 1-3 D glucane

Antigéne scedosporiose, cryptococcose, penicilliose I'aspergillose invasive du
galactomannane - Faux-positifs : certains antibiotiques (amoxicilline- = neutropénique
acide clavulanique, pipéracilline-tazobactam) et Peu évalué dans I'El a Aspergillus spp.
insulines

Se : sensibilité. Sp : spécificité

3. Kit EI au laboratoire de bactériologie de Lyon

Au laboratoire de bactériologie de Lyon, un kit de préléevement dans le cadre de suspicion ou de
diagnostic d’une El a été mis en place. Il est préparé par le laboratoire de bactériologie et mis a disposition
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des services cliniques et comprend 6 flacons d’hémocultures et un jeu de 7 tubes de sang (figure 11)
associés a une fiche de renseignements cliniques (figure 12).

Figure 11. Kit d’El a utiliser en cas de suspicion d’El, au laboratoire de bactériologie de Lyon.

La fiche de renseignements cliniques (figure 12) concerne le traitement antibiotique antérieur
(fenétre thérapeutique) ou en cours, les facteurs de risque (port d’une prothese valvulaire) et le mode de
vie des patients (contact avec des animaux : chat, chien, bétail ou autre, habitat du patient : urbain, rural,
sans domicile fixe).

GROUPEMENT HOSPITALIER EST
\ Centre de Biologie et de Pathologic Est - Laboratoire de Bactériologic

Renscignements - Tél : 32 96 21 on 32 %6 22

ENDOCARDITE INFECTIEUSE

BILAN MICROBIOLOGIQUE

{Mmmrd@pmemedmemwm@nmdmmmwm@cﬂeme
mmw#mlmsemn@maianaufmmdeMMWEWCﬂPf
Le bitan Ementaire ne sara réalise devant i3 it des hémocultures.

Nom du prescripteur Etigquette du patient :
Nom du préleveunr :
Date de prélévement : ! !

Zone abligatoirement remplie par le prélevenr
(ArTELE du 26/11/99)

RENSEIGNEMENTS CLINIQUES

Tramement antibiotique au moment du prélévement : oui non

Traitement antibiotique antérieur {fenétre thérapeutique) : oui O non O

Patient porteur d’une prothése valvulaire : oul non

Patient en contact avec des animaux : oui 3 non 3
préciser @ chat : chien: Q2 bétail : O autre : O

Habitat du patient : urbain 0 rural 0 SDFQ

BILAN MICROBIOLOGIQUE

3 paires d"hémocultures

2 paires de flacons standard

Les deux premiéres paires peuvent étre réalisées en méme temps, la troisiéme aprés un intervalle
d’au moins une heure (pour conserver un minimum de conformité par rapport aux critéres de Duke).
Bilan complémentaire : & prélever mais 'ensemble des tubes sera adressé par le laboratoire de
Bactériologie du C.B.P.E. si et seulement si les hémocultures demeurent négatives

= 5 ml be sec (bouchon rouge) : sérologies Coxiella, Bartonella, Brucella
Transmis au Centre de Biologie Nord, Laboratoire de Bactériologie, Dr Tigaud (37.19.50)
* 5 ml x 2 tubes héparinate de lithium (bouchon vert) et 1 tube sec de 5 ml (bouchon rouge) - culture de
bactéries intracellulaires. Agiter par retournement.
Transmis au CNR des Rickentsies, Service du Pr Raoult, Marseille (04 91 38 39 94)
= 5 ml be sec (bouchon rouge) pour sérothéque
& | tube EDTA 5 ml (bouchon violet)
Laboratoire de Bactériologie du C.B.P.E., Pr Vandenesch, (PCR bactériennes)

MERCI DE JOINDRE 5 PLAQUETTES DE 4 ETIQUETTES DANS CHAQUE SAC, EN PLUS
DES ETIQUETTES COLLEES SUR LES DIFFERENTS TUBES ET FLACONS,

Wersion du 12042012
PR BLC O8-FT BC21.1.2

Figure 12. Fiche de renseignements cliniques en cas de suspicion d’El, au laboratoire de bactériologie de
Lyon.
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Le bilan microbiologique est composé de deux sachets plastiques agrafés :

- Le premier sachet contient 3 paires d’hémocultures aérobies et anaérobies (6 flacons d’hémoculture),
dont les 2 premiéres pouvant étre réalisées en méme temps, et la troisieme est a réaliser aprés un
intervalle d’au moins une heure dans le but de conserver un minimum de conformité par rapport aux
criteres de Duke. La durée d’incubation de ces flacons d’hémocultures est prolongée a 14 jours.

- Le second sachet contient des bilans complémentaires qui sont a prélever au méme temps que les
hémocultures, mais qui sera analysé par le laboratoire de bactériologie si et seulement si les hémocultures
demeurent négatives. Ce bilan complémentaire comporte :

e Trois tubes secs (bouchon rouge, 5 mL). Ces tubes sont centrifugés 15 minutes a 8°C a 3600
tours/minute. Le surnageant (sérum) de chaque tube est récupéré dans un tube a hémolyse.

o Un tube est a laisser a +4°C pour la réalisation, si les hémocultures sont demeurées stériles
apres 48 heures d’incubation, des sérologies bactériennes (C. burnetii, Bartonella et Brucella...) et/ou
fongiques (Candida et Aspergillus).

o Le sérum du 2°™ tube est congelé a -80°C pour un évenuel envoi au CNR des bactéries
intracellulaires, Whipple et Bartonnella a Marseille pour la culture cellulaire.

o Le surnageant du dernier tube est conservé au congélateur a -20°C dans 2 tubes NUNC™ pour
la sérotheque.

e Deux tubes héparinate de lithium (bouchon vert, 5 mL) avec un tube sec (bouchon rouge, 5 mL) :
pour la culture cellulaire des bactéries intracellulaires (C. burnetii, T. whipplei et Bartonella), a envoyer si
besoin au CNR de Marseille sur avis biologique. Les tubes héparinés sont a agiter par retournenmant pour
les homogénéiser apres préléevement et a laisser décanter jusqu’au lendemain sur la paillasse. Le
surnageant et le cultot globulaire sont mis dans un tube a hémolyse et conservés au congélateur a -80°C.

e Un tube EDTA (bouchon violet, 5 mL) : pour la PCR bactérienne. Il est centrifugé 15 minutes a 8°C a
3600 tours/minute. Le culot globulaire et le plasma sont conservés séparément au congélateur -80°C.

4. Techniques d’étude des valves cardiaques

Dans le cadre de I'association pour I'Etude et la Prévention de I'El (AEPEI), Mainardi et al. ont détaillé
de maniére précise les techniques d’étude des valves (aortique, mitrale, tricuspide, pulmonaire, native,
mécanique ou biologique) dans leurs recommandations pour I'amélioration du diagnostic étiologique
microbiologique et anatomopathologique des valves cardiaques au cours des El (164). Cette méthode est
la méme a utiliser pour les végétations, les patchs (dacron ou péricardique) et les cordages au laboratoire
de bactériologie de Lyon.

Apres exérese chirurgicale et sans rajout de tampon antiseptique, la valve doit étre transmise, dans
les délais les plus brefs au laboratoire de bacétriologie, en totalité dans un pot stérile et sans liquide.
Arrivée au laboratoire, s’ensuit alors une phase technique sous hotte avec port de masque. La valve est
travaillée dans une boite de Pétri stérile. Afin de réaliser un examen microbiologique ciblé, un examen
macroscopique par le laboratoire d’anatomopathologie doit étre réalisé. |l est important de bien disposer
et orienter les différents fragments, dans une boite de pétri stérile, afin de faciliter le travail d’expertise du
laboratoire d’anatomopathologie qui repéerera les zones suspectes d’infections (végétations, perforations,
calcifications, zones hémorragiques, etc.) devant étre analysées, en priorité, par le laboratoire de
bactériologie. En moyenne, 2 a 5 fragments d’intérét, selon la taille du ou des matériels, sont identifiées a
I'aide de fleches rouges. Une photographie est réalisée a I'aide de I'appareil photonumérique (figure 13).
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Figure 13. Végétations mitrales de deux patients différents.

4.1. Partie destinée a la bactériologie

A l'aide de la photographie réalisée par le laboratoire d’anatomopathologie, le personnel du
laboratoire de bactériologie coupe a l'aide d’un scalpel stérile a usage unique, un fragment de la taille
d’une téte d’épingle par zone fléchée. Par ailleurs, il est important de prendre soin de ne pas déstructurer
le tissu, pour chaque zone identifiée, pour ne pas géner la réalisation de I’examen anatomopathologique
sur le restant de la valve a transmetrte au laboratoire d’anatomopathologie.

Chaque fragment est ensuite coupé en deux parties. La premiére moitié de chaque fragment de
chacune des localisations (pool de fragments) est transférée dans un tube stérile vide pour la réalisation de
I’examen direct (coloration de Gram, toujours sous le PSM, par apposition du fragment) et la culture (164).
Sous un PSM « propre », environ 3 a 4 gouttes du bouillon nutritif Schaedler Vitamine K3 0,3 % sont
introduites dans le tube contenant le pool de fragments de valve destiné a la culture. Et, a I'aide d’un
potter ou pilon a usage unique, les fragments de valve ou de végétation ou assimilé sont écrasés. En cas de
valve calcifiée, un mortier pilon en porcelaine stérile sera utilisé afin d’écraser le fragment.

A partir de ce broyat, les milieux suivants sont I'ensemencés :

Milieu ensemencé Atmospheére Température Durée d’incubation
Gélose COS (Columbia au sang, 5 %) Aérobiose 3512°C 3 jours minimum
Gélose chocolat-isovitalex (PVX) 3-5 % de CO, 3512°C 7 jours minimum
Gélose SCS Anaérobiose 35+2°C 2 jours minimum
Gélose SCS Anaérobiose 35+2°C 7 jours minimum
Bouillon Schaedler Vitamine K3 0,2 % Aérobiose 3512°C 14 jours minimum
Gélose sabouraud pente Afér‘oblose L 30 £2°C 30 jours minimum
(bouchon légérement dévissé)
Pour les valves prothétiques BIOLOGIQUES uniquement :
:\::;::t:?tm‘:m‘:g'a growth Automate 35 42°C 14 jours

L'autre moitié de chacun des fragments de chacune des localisations est transférée dans autant de
tubes NUNC™ CryoTubes Vials (ThermoFicher Scientific®) contenant ou pas 200 uL de TRIzol®
(ThermoFicher Scientific®) ; solution permettant la conservation des acides nucléiques ARN et ADN. Ces
fragments de valves non destinés a la culture sont congelés a -80°C pour d’éventuelles études ultérieures
(culture sur milieu cellulaire et/ou biologie moléculaire). L'utilisation des techniques de biologie
moléculaire, en particulier le gene codant pour la PCR bactérienne universelle directement sur le tissu
valvulaire a permis d’améliorer nettement le diagnostic des EIHN (182-184).

4.2. Partie destinée a 'anatomopathologie

L’examen anatomopathologique de la valve constitue « le gold-standard » dans le diagnostic des El
(9). Il doit étre systématiquement réalisé, aprés chirurgie, en parallele de I'étude microbiologique
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permettant de confirmer le diagnostic d’El (164). En pratique, les valves cardiaques sont d’abord fixées
dans de la formaline puis incluses dans de la paraffine. Des coupes de 3 a 5 um d’épaisseur sont ensuite
réalisées.

Les prélévements tissulaires (valves cardiaques, végétations, emboles des grosses artéres ou lésions
cutanées) subissent d’abord une analyse macroscopique puis histologique des lésions au moyen d’une
coloration standard systématique « hématoxyline éosine safran (HES) ». L’hématoxyline colore les acides
nucléiques en bleu puis I'’éosine colore I'ensemble de la cellule en rose (57). Cet examen histologique a
partir de prélévements tissulaires constitue un outil diagnostique d’une importance majeure, notamment
lorsque I'isolement du microorganisme fongique responsable n’a pu étre obtenu par les cultures (93,175).
Sa sensibilité est de 95 %, contre 73 % pour la culture, mais elle est de 63 % pour les emboles artériels (76).

L’examen histologique peut a lui seul confirmer le diagnostic d’El en démontrant au moins une des
trois lésions morphologiques majeures que sont :

- une végétation (figure 12) : sont les lésions de base de I'El. Au point de vue anatomopathologique, ce
sont des amas fibrinocruoriques constitués de fibrine, de plaquettes, de macrophages, de polynucléaires
neutrophiles, et de bactéries. Anatomiquement, la végétation se présente comme une masse friable grise
ou rougeatre, sessile ou pédiculée, de taille variable (de quelques millimétres a plusieurs centimetres).

- un infiltrat inflammatoire. Le tissu valvulaire sous-jacent des végétations est le siege d’une réaction
inflammatoire habituellement dense, polymorphe et non spécifique avec néovascularisation précoce.
Malgré I'emploi de colorations spéciales, les microorganismes peuvent étre souvent le siége de
remaniements fibreux et peut contenir des foyers de calcifications. En dépit des distinctions cliniques entre
El aigués et El subaigués, les lésions histologiques observées sont plus similaires que différentes.
Cependant, un infiltrat inflammatoire comportant un grand nombre de polynucléaires neutrophiles oriente
vers une El aigué, alors qu’une inflammation a nette prédominance mononucléée lymphohistiocytaire
suggere une El a microorganismes extracellulaires peu virulents ou a développement intracellulaire
obligatoire tels que Coxiella burnetii.

- et une détection de microorganismes notamment sur coupes histologiques grace a I'emploi de
colorations spéciales ou d’'immunohistochimie (185).

L’El se définit histologiquement par un infiltrat inflammatoire de la valve. Si cet aspect est retrouvé,
des colorations supplémentaires doivent étre réalisées pour rechercher des microorganismes. La
visualisation directe de ces microorganismes est aussi un élément important du diagnostic. Les colorations
employées (57) :

- La coloration de Gram : elle est basée sur |'organisation de la paroi bactérienne. Les bactéries a Gram
positif possedent une membrane cellulaire et une paroi épaisse, les bactéries a Gram négatif une
membrane cellulaire, une paroi fine et une membrane externe. Les bactéries a Gram positif restent
colorées par le colorant de Gram apres passage dans un solvant organique (coloration violette) alors que
les bactéries a Gram négatif se décolorent (coloration rose aprés contre-coloration). Notons que certaines
bactéries comme les mycoplasmes (absence de paroi cellulaire), les spirochétes, les rickettsies et les
mycobactéries ne prennent pas le Gram. Les levures appraissent a Gram positif. Les virus ne sont pas
colorés. En outre, la coloration de Gram permet d’observer la forme des bactéries ; en batonnets (bacilles),
rondes (cocci). La coloration de Gram, si elle ne permet pas une étude cytologique fine, permet de
distinguer les polynucléaires des cellules mononuclées, et de juger de leur abondance. Enfin, I'association
aux polynucléaires est un critére important a prendre en compte pour linterprétation du caractére
pathogéne d’une bactérie (186).

- L’acide périodique de Schiff (PAS pour periodic-acid-Schiff) : c’est une coloration non spécifique
utilisée essentiellement pour mettre en évidence les levures dans les coupes tissulaires. Les
microorganismes sont colorés en rouge. Cette coloration est restée pendant longtemps un des seuls
moyens de visualiser la bactérie responsable de la maladie de Whipple car elle permet de mettre en
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évidence des histiocytes spumeux PAS-positifs (186). Cependant, elle manque de spécificité car elle colore
également les champignons et les amas de microorganimes.

- La coloration de Grocott-Gomori : elle permet de mettre en évidence la paroi des champignons. En
effet, les glycoprotéines de la paroi fongique subissent d’abord une oxydation puis ils sont révélés par la
réduction d’un colorant argentique. Les champignons apparaissent noirs sur un fond vert pale apres
déparaffinage des coupes histologiques.

- La coloration de Giemsa : est la coloration de base utilisée par les hématologistes car elle permet de
bien observer les noyaux et les cytoplasmes des cellules sanguines. Elle permet d’évaluer l'infiltrat
inflammatoire au niveau de la végétation en colorant les leucocytes. Elle permet également de mettre en
évidence des bartonelles, les parasites circulants intra ou extracellulaires tels les Plasmodium spp. ou les
leishmanies, et les intracellulaires d’Histoplasma capsulatum, Pneumocystis carinii, les Borrelia et certaines
rickettsies (186).

- La coloration de Warthin-Starry : il s’agit d’une coloration contenant des sels d’argent, surtout utilisée
en histopathologie sur coupes de biopsies tissulaires. Elle permet de mettre en évidence des Bartonella,
des spirochetes et Tropheryma whippelii (186).

- La coloration de Ziehl-Nielsen : elle permet de mettre en évidence les mycobactéries.

- La coloration de Gimenez: elle permet de mettre en évidence C. burnetii, les bartonelles, les
rickettsies et Legionella spp. Cette coloration permet de colorer en rouge vif par de la fuchsine diluée
certains petits bacilles de structure Gram négatif mal colorés par la coloration de Gram. Elle est plus
particluierement utilisée pour mettre en évidence les rickettsies (187).

- La coloration de Machiavello : elle est utilisée pour la mise en évidence des rickettsies et des
Chlamydiae. Ces bactéries intracellulaires sont colorées en rouge par la fuchsine basique sur un fond
cellulaire coloré apr le bleu de méthylene.

Une technique relativement récente d’immunohistochimie « I'autoimmunohistochimie »,
particulierement intéressante dans le cas d’EIHN, a été proposée par Lepidi et al. (188,189). Cette
technique permet la détection d’un taux de bactéries supérieur a la culture et similaire a celui de la PCR
ADNr 16S sur valves cardiaques (188,190). Son principe est comme suit (figure 14) :

- Les coupes histologiques des tissus valvulaires sont mises en contact avec des anticorps primaires
prevenant du sérum du patient atteint d’El. Ainsi, une réaction immunologique antigene-anticorps est
formée,

- Ce complexe immunologique est ensuite révélé apres ajout d’anticorps secondaire anti-IgG couplés a
la peroxydase,

- Par la suite, une réaction de révélation est réalisée a l'aide d’une solution contenant un substrat
incolore de la peroxydase. Si la réaction et positive, c.a.d. présence des bactéries au niveau des coupes
histologiques, le substrat est dégradé et une coloration apparait (188).

F-
Avidin-Biotin Enzyme complex
[‘. et
g o6
&

Biotinylated secondary antibody
L

Tissue antigen

* Substrate

Primary antibody

Figure 14. Principe de I'immunohistochimie.
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5. Culture cellulaire

Elle est réalisable pour identifier les germes intracellulaires obligatoires ; C. burenetii, T. whipplei, C.
psittaci. Des techniques de cultures sophistiquées sur milieu tissulaire réservés a des laboratoires
spécialisés. En cas de suspicion d’EIHN, il est possible de transmettre les préléevements au CNR des
rickettsies a Marseille.

Elle est possible a partir du sang hépariné (macrophages, cellules endothéliales et fibroblastes) ou a
partir de la valve cardiaque ou assimilés.

6. Biologie moléculaire

Depuis la découverte de la Polymerase Chain Reaction (PCR) par Kary Mullis en 1986 (prix Nobel de la
chimie en 1993) (191), l'utilisation des techniques de biologie moléculaire dans le diagnostic des maladies
infectieuses est croissante. Elles ont, trés certainement, révolutionné le diagnostic des EIHN et cette
technique est devenue incontournable en biologie cellulaire et moléculaire. Elle est largement utilisée en
bactériologie a des fins diagnostiques, pour détecter I'acide désoxyribonucléique (ADN) d’un
microorganisme présent dans un échantillon biologique et obtenir son identification par la réaction de
séquencage.

6.1. Extraction d’ADN

L'extraction de 'ADN est une technique permettant d’isoler 'ADN de cellules ou de tissus. Elle
constitue une étape préalable essentielle a la bonne réalisation de la PCR. Il existe différents protocoles
pour extraire I’ADN, qui suivent approximativement les mémes étapes : la lyse des membranes cellulaires
pour libérer les acides nucléiques, I'élimination des protéines et des autres acides nucléiques (comme les
ARN) et la concentration de I’ADN par précipitation a I'alcool.

Actuellement, plusieurs kits commerciaux existent et permettent de réaliser rapidement cette étape
d’extraction a I'aide des réactifs qui sont préts a I'emploi.

6.2. Détection et analyse des produits de PCR
En PCR conventionnelle, la technique de PCR est dite en « point final » car ce n’est qu’une fois la
réaction de PCR terminée que la détection du produit amplifié est effectuée. Ce produit est constitué d’un
ou plusieurs fragments d’ADN contenant la ou les séquences d’intérét.

Deux méthodes prinicpales sont disponibles pour détecter le(s) produit(s) amplifié(s):
I’électrophorése en gel (agarose ou acrylamide) et la PCR en temps réel. Contrairement a la PCR
conventionnelle, la PCR en temps réel offre la possibilité de visualiser « en temps réel » la synthése de
I'amplicon. Cela permet de s’affranchir de la réalisation d’un gel d’électrophorese, étape consommant un
temps non négligeable. Une quantification est méme possible, ce qui peut étre utile a I'interprétation
clinique.

Deux approches sont utilisées dans le diagnostic moléculaire des El : une approche a large spectre
« la PCR universelle » et une approche ciblant un microorganisme particulier « la PCR spécifique ».

6.2.1. PCR universelle

La PCR universelle ne s’effectuera qu’a partir d’'un prélevement issu d’un site normalement stérile
(liquide céphalorachidien, sérum, valves cardiaques, etc...).

a) PCR universelle bactérienne
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Elle est connue, dans la littérature, sous différentes appellations: « PCR universelle », « large
spectre », « PCR eubactérienne », « PCR ADNr 16S » et par abus de langage « PCR ARNr 16S ». Elle est
capable de détecter ’ADN de presque n’‘importe quelle bactérie. Elle constitue un outil de biologie
moléculaire inestimable pour rechercher une bactérie dans un échantillon biologique. Cette technique
peut aussi étre utile dans le cas d’une infection a une bactérie indéterminée ou lorsqu’il n’existe pas de
PCR spécifique disponible au laboratoire pour une bactérie suspectée.

Chez les bactéries, il existe trois types d’ARN ribosomaux : les ARNr 5S (codés par géne rrf) et ARNr
23S (codés par gene rrl) font partie de la grande sousunité du ribosome et ’ARNr 16S (codés par gene rrs)
qui fait partie de la petite sous unité du ribosome. Le principe de la PCR universelle consiste a amplifier un
fragment de géne commun a des bactéries. La cible la plus utilisée est le gene codant I’ARN ribosomal 16S.
Ces genes sont organisés en opéron (un opéron est un ensemble de genes qui sont transcrits a partir du
méme promoteur). Le nombre de copies d’opéron ribosomal varie en fonction de I'espece bactérienne. Par
exemple, chez Mycobacterium tuberculosis, il n’existe qu’une seule copie d’opéron ribosomal par bactérie
alors que chez Escherichia coli, il en existe sept (21).

Le géene qui code pour I'ARN 16S est composé de séquences nucléotidiques particulierement
conservées (zone de détermiantion des amorces universelles) chez toutes les bactéries connues a ce jour.
Ces séquences encadrent des séquences plus variables dont certaines sont des signatures spécifiques
d’espéce bactérienne (figure 15). Ainsi, ces amorces choisies dans les régions conservées permettent
d’amplifier les zones variables dont le séquencage aboutira a une identification bactérienne.

1 1542 pb
- - - - - -+

[ | séquence conservée | séquence variable

Figure 15. Représentation schématique des alternances de séquences conservées et variables dans les
génes codant pour I’ARN 16S. Les amorces universelles, permettant d’amplifier les génes codant
pour 'ARN 16S de quasiment toutes les bactéries, doivent étre localisées dans les régions
conservées (indiquées en rouge). Le séquencage du fragment amplifié (indiqué en bleu) est
spécifique d’espece, le plus souvent, d’apres (21).

b) PCR universelle « panfongique »
Comme en bactériologie, l'utilisation de PCR universelle est une strétagie potentiellement
intéressante pour le diagnostic des infections fongiques (192).

White et al. ont décrit, dés 1990, les principales amorces universelles créées pour I'amplification de
régions situées sur les génes codant pour les ARN ribosomaux des champignons (193). Depuis, ces amoces
ont été utilisé dans de nombreuses études (194—-203). Les régions d’ADNr codant pour les sous-unités 18S,
5,8S et 28S de I’ARNr sont bien conservées au sein du régne fongique mais au sein de laquelle il existe une
variabilité suffisante pour différencier les espéces entre elles, mais aussi suffisamment stable au sein d’une
méme espéce pour affirmer le diagnostic d’espéece. Ces trois domaines sont séparés par deux régions
variables non codantes sujettes a polymorphisme, appelées ITS (Internal Transcribed Spacer) : ITS1 et ITS2
(figure 16).

ITS1 ITS 3
— —
- = TS1 ITS2
Petite sous-Unité (18S) 588 Grande sous-Unité (28S) \\j
ITS2 ITS4
— —

Figure 16. Schéma des régions 18S, 5,8S et 28S de I’ADNr fongique, d’apres (193).
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Les techniques de PCR les plus utilisées actuellement ciblent les régions ITS1 et ITS2 grdce a des
amorces universelles situées sur I'ADN ribosomal. Les régions ITS1 et ITS2, hautement variable,
appratiennent au complexe génique codant pour les ARN ribosomaux qui sont multicopies (supérieure ou
égale a 100 copies dans le génome fongique) (197,200,204-208). Lorsque I’analyse de ces régions n’est pas
suffisamment discriminante, il est parfois nécessaire d’amplifier et de séquencer d’autres loci comme la
région D1/D2 qui correspond a la grande sous-unité de I'ADNr, ou encore des régions de I'ADN
mitochondrial (209-211).

6.2.2. PCR spécifique

L'autre approche, a I'opposé de la PCR universelle, est la « PCR spécifique » dont la technique phare
est la « PCR en temps réel ». Dans ce type de technique, un gene spécifique de I'espéce microbienne
recherchée est ciblé. Cela s’applique a tout tableau clinique typique d’un germe déterminé (e.g. purpura
fulminans) ou lorsqu’'un germe est fortement suspecté mais non identifié par les méthodes
conventionnelles. Outre I'identification d’espéce microbienne impliquée dans 'infection, le gene ciblé par
la PCR spécifique peut également concerner un mécanisme de virulence (recherches spécifiques de toxines
staphylococciques, du Clostridium difficile...) et les mécanismes de résistance (PCR du géne mecA pour la
détection de la méticillinorésistance de souches de Staphylococcus aureus, par exemple...).

Par conséquent, si plusieurs microorganismes différents sont recherchés, plusieurs amplifications
spécifiques séparées doivent étre réalisées. Des PCR dites « multiplex » ont été mises au point, elles
permettent de détecter spécifiquement plusieurs microorganismes au cours d’une seule et méme réaction,
par exmple, la recherche des genes de toxines d’Escherichia coli entérohémorragiques responsables du
syndrome hémolytique et urémique.

6.2.3. PCR universelle/PCR spécifique

La PCR universelle ne présente pas de divergences suffisantes pour discriminer des espéces tres
proches. En plus, sa sensibilité est souvent moindre que celle d’'une PCR spécifique. En effet, lorsque
plusieurs germes sont présents soit son identification est impossible a partir de I'électrophorégramme
(superposition de signaux correspondant aux séquences de plusieurs germes), soit la quantité d’ADN d’une
espéce est prédominante et I'espece minoritaire reste non détectable. Il est alors nécessaire d’utiliser
d’autres marqueurs génétiques pour permettre la discrimination de ces pathogénes. En outre, la PCR
spécifique présente I'avantage évident d’une grande spécificité (environ 100 %). Ainsi, en cas de résultat
positif, I'hypothése clinique est confirmée sans avoir recours au séquencage. Cette technique s’avére donc
plus rapide que la PCR universelle et le préléevement étudié peut étre polymicrobien sans que cela interfére
avec l'exploitation du résultat. Le principal inconvénient de la PCR spécifique reste son spectre étroit
puisqu’elle est incapable de détecter un autre micro-organisme que celui ciblé par ses amorces.

6.3. Exploitation de la séquence
Le séquencage de I’ADN consiste en la détermination de I'ordre d’enchainement des nucléotides
constituant le fragment d’ADN a séquencer. C'est aujourd’hui une technique de routine pour les
laboratoires de biologie spécialisée. Cette étape est précédée par une étape de purification des produits de
PCR qui permet I’élimination des amorces, des nucléotides en exces, des enzymes, des sels et des autres
impuretés contenus dans I’échantillon a analyser.

La plupart des séquencages d’ADN sont réalisés par la méthode de Sanger qui se base sur les
mécanismes de la réplication d’ADN. C'est une méthode par synthése enzymatique sélective qui utilise la
réaction de polymérisation de I’ADN, a lI'aide d’'une ADN polymérase, capable de synthétiser un brin
complémentaire a partir d’un brin matrice et des didéoxyribonucléotides (ddNTP) sur lequels s’attachent
des traceurs fluorescents. Les ddNTP sont des terminateurs de chaine, une fois incorporés dans le nouveau
brin synthétisé, ils empéchent la poursuite de I’élongation. Cette terminaison s’effectue spécifiquement au
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niveau des nucléotides correspondant au ddNTP incorporé dans la réaction. Les traceurs fluorescents
permettent de détecter les fragments synthétisés. Ces derniers sont ensuite séparés par électrophorese
sur un gel de polyacrylamide, ce qui permet de repérer la position des nucléotides dans la séquence.

L’électrophorégrammme est exploité a l'aide de logiciels (tels que Chromas® ou FinchTV®). lls
permettent de vérifier les fichiers des séquenceurs d’ADN afin de réaliser un « alignement » des séquences
d’intérét. En effet, les réactions de séquences sont réalisées soit avec I’'amorce sens, soit avec I'amorce
antisens. Le logiciel permet de reverser et compléter une de ces séquences afin de comparer base par base
les deux séquences orientées dans le méme sens.

La séquence obtenue aprés correction des erreurs est ensuite exportée par le logiciel dans des
banques de données en ligne contenant des moteurs de comparaison avec des séquences de référence et
celles déposées par de multiples équipes de recherche a travers le monde. Genbank BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) ou le BIBI (Bioinformatics Bacterial
Identification, https://umr5558-bibiserv.univ-lyonl.fr/lebibi/lebibi.cgi) (212), par exemple, réalise
I'alignement de la séquence avec les séquences existantes et les arbres phylogénétiques proposant
Iidentification la plus probable (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Lidentification est rendue avec un
pourcentage de similitudes entre la séquence présentée et la séquence prototype de la souche.
Cependant, il convient d’étre prudent car la qualité des séquences fongiques est tres variable d’ou la
nécessité de vérifier I'origine des données a chaque comparaison de séquence (205,213).

D’autres notions sont également a prendre en compte dans l'interprétation des résultats comme la
persistance de 'ADN dans un prélévement. La présence d’'un ADN bactérien dans un prélévement ne
signifie pas que la bactérie soit viable. Branger et al. ont montré que I’ADN de S. pneumoniae pouvait
persister sept ans dans une valve sans évidence d’infection (214).

6.4. Avantages et limites de la PCR
6.4.1. Avantages

Dans le domaine de la biologie médicale, la PCR présente donc un grand intérét. En effet, elle
surclasse les délais de culture de certaines limitations biologiques, elle permet l'identification des germes
peu ou pas cultivables sur milieu conventionnel et, contrairement a la culture, elle n’est que peu influencée
par les antibiotiques.

C’est une méthode trés sensible « capable de détecter une tres faible quantité de microorganismes.
Sa spécificité varie en fonction du géne ciblé.

6.4.2. Limites

L'inconvénient majeur de la PCR reste le risque de contamination qui est majoritairement a I'origine
des faux-positifs, c.a.d l'introduction dans le mélange réactionnel d’ADN autre que celui de I’échantillon
extrait et aboutissant a une amplification non spécifique. Le diagnostic moléculaire sur prélevements
cliniques, en particulier celui basé sur I'amplification de I’ADNr 16S, nécessite, outre des compétences et
connaissances de biologie moléculaire, des locaux adaptés et séparés physiquement et géographiquement
de facon a minimiser ces risques de contamination externe (les microorganismes sont omniprésents) et de
contamination inter-échantillons. Des procédures standardisées de désinfection doivent étre appliquées
apres chaque utilisation. Il est, cependant, reconnu que méme en ayant de tres bonnes pratiques de
laboratoire, des résultats faussement positifs peuvent étre obtenus (certains réactifs commercialisés
utilisés pour I'extraction et la PCR sont contaminés).

L'absence de contamination des réactifs sera constatée par I'intermédiaire du témoin négatif qui est
incorporé a toute série de PCR. Il ne doit en aucun cas montrer une amplification « faux positif », sinon la
série entiere doit étre rejetée. Le témoin positif constitué du mélange réactionnel auquel est ajoutée une
guantité d’ADN microbien connue capable de positiver la réaction de PCR dans des conditions standards de
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réaction, est aussi incorporé a toute série de PCR. Il s’avére le garant du bon fonctionnement de la
technique. Son amplification ne doit en aucun cas étre négative « faux négatif », sinon toute la série
entiére doit étre relancée. Les étiologies des faux négatifs sont diverses : des inhibiteurs de PCR présents
dans les liquides biologiques, une erreur de manipulation (mauvaise extraction, mélange réactionnel
inadapté, ADN non ajouté, mauvaise conservation des échantillons biologiques), mutation génique au
niveau de la zone 3’ d’hybridation des amorces. Des résultats faussement négatifs peuvent étre également
obtenus en cas de prélévements insuffisants ou présentant un inoculum bactérien faible.

De nombreux controles doivent étre réalisés. La validité des techniques est reliée a de nombreux
facteurs, tels que le principe d’extraction de I’ADN retenu, le fait que la répartition des bactéries dans un
prélevement est inhomogéne d’ou la nécessité de multiplier les fragments tissulaires analysés et la
présence dans certaines extractions d’inhibiteurs de la Taq polymérase rendant invalide le résultat (cela
étant relativement rare a partir des tissus cardiaques).

Enfin, malgré sa banalisation, la PCR reste une technique délicate a réaliser, qui nécessite, au-dela du
matériel approprié, la présence d’un personnel spécialisé. Elle présente de surcroit un colt non
négligeable.

6.5. Application de la PCR en microbiologie

Dans le domaine de la microbiologie, c’est en virologie clinique que la PCR a d’abord été surtout
utilisée. Elle s’est révélée en effet une méthode de choix pour I'identification d’agents viraux car elle est
plus rapide, plus sensible et présente un meilleur rapport colt/bénéfice que certaines méthodes
traditionnelles. Elle est aussi utilisée dans la surveillance de la réponse aux antiviraux grace a la réalisation
de charges virales et génotypages. Pour certaines maladies, elle a méme remplacé la culture « gold
standard » : virus de I'hépatite C, méningite a entérovirus, encéphalite a herpes simplex virus. Cette
méthode permet aussi de suivre la progression de maladies (par exemple, charge virale VIH) ou de typer le
virus (par exemple, papillomavirus).

En hygiene hospitaliére, elle fournit des informations en cas d’épidémies puisqu’elle permet de typer
des souches isolées d’échantillons cliniques, de déterminer s’il y a diffusion clonale, d’identifier les sources
de contamination et de vérifier le mode hypothétique de transmission. Elle est aussi utilisée sur les
prélevements d’eau pour rechercher des pathogenes comme Legionella.

En bactériologie clinique, la biologie moléculaire s’est montrée particulierement utile pour détecter
I’ADN de bactéries difficiles a cultiver (par exemple, Mycoplasma, Chlamydia), poussant lentement (par
exemple, Mycobacterium tuberculosis complexe), ne supportant que trés mal la dessiccation (par exemple,
Neisseria gonorrhoeae, Bordetella pertussis) ou présents en faible quantité dans I’échantillon clinique dans
des contextes d’urgence (méningite par exemple). La PCR ciblant I’ADNr 16S est une application
importante pour des souches non identifiées par les méthodes phénotypiques et/ou biochimiques
habituelles, ou par la recherche de germes dans des préléevements normalement stériles. La biologie
moléculaire permet aussi de détecter des genes de résistance aux antibiotiques avec des performances
supérieures aux méthodes phénotypiques : méticillinorésistance des staphylocoques, résistance a la
vancomycine chez les entérocoques, résistance a la rifampicine de M. tuberculosis, etc.

6.6. PCR dans les El : « revue de la littérature »
L'utilité des techniques de biologie moléculaire dans le diagnostic des El a été démontrée au cours de
ces deux dernieres décennies, en particulier pour identifier I'agent causal des endocardites certaines a
hémocultures négatives, ainsi que pour affirmer ou infirmer une El classée comme possible selon la
classification de Duke.

En dehors de quelques tests spécifiques qui peuvent étre réalisés sur le sérum ou le sang, les
techniques biomoléculaires utiliséees pour le diagnostic d’El sont réalisées le plus souvent a partir de
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prélevements tissulaires cardiaques chirurgicaux (emboles, tissus cardiaques tels que les valves, les
végétations et les tissus prothétiques) (72).

De par leur colt global, les techniques moléculaires utilisées pour le diagnostic des El (en particulier
la PCR ADNr 16S) ne peuvent étre réalisées systématiquement en premiére attention. L'utilité des
techniques biomoléculaire dans le diagnostic des El a été démontrée au cours des deux derniéres décenies,
en particulier pour identifier I'agent causal des endocardites certaines a hémocultures négatives, ainsi que
pour affirmer ou infirmer une El classée comme possible selon la classification de Duke (61,215,216).
L'apport des techniques moléculaires ne doit pas faire oublier 'importance des hémocultures qui doivent
étre prélevées avant toute antibiothérapie devant toute suspicion d’El. L'obtention de la bactérie en
culture permet de déterminer la sensibilité de celle-ci a divers antibiotiques et de définir son profil de
résistance acquise.

6.6.1. PCR universelle dans les EI

La plupart des études moléculaires publiées a ce jour pour détecter et identifier I'agent causal d’'une
El sont basées sur I'amplification de ’ADNr 16S (166,182,184,216,217).

6.6.1.1. PCR ADNr 16S sur sang ou sur sérum

En théorie, dans le diagnostic des El, la PCR universelle devrait étre réalisée sur sang circulant car elle
présenterait I'avantage de s’adresser a tous les patients, et notamment a ceux qui ne doivent pas subir de
chirurgie valvulaire. Cependant, rares sont les auteurs a avoir essayé de I’appliquer aux El ; Rothman et al.
sur sang total (218), Gastelis et al. sur sérum (219).

Des techngiues de PCR en temps réel sur sérum pour C. burnetii et Bartonella ont pu montré une
sensibilité comprise entre 58 et 65 % pour le diagnostic (15,190). En effet, la PCR sur sang total souffre tout
particulierement de son manque de sensibilité. Des faux négatifs par présence d’inhibiteurs dans le sang
(héparine et heme) sont observés. De plus, elle ne permet pas d’affirmer que le pathogene retrouvé dans
le sang est bien celui responsable in situ de I'El.

Cette technique peut étre limitée par la contamination du préléevement sanguin lors da la réalisation
du prélevement, par une mauvaise asepsie cutanée ou par la présence de contaminants dans les tubes
collecteurs a base d’EDTA ou dans les flacons de chlorhexidine.

6.6.1.2. PCR ADNr 16S sur valves cardiaques
C’est a Goldenberger et al. que I'on doit, la premiére publication concernant la PCR universelle ADNr
16S sur valves sur une série de patients atteints d’El (217). Au vu de leurs résultats réalisée sur 18 patients
présentant une El, les auteurs concluaient que la PCR universelle était un outil prometteur chez les
patients a culture négatives (hémocultures et cultures valvulaires), puisque permettant la détection de
germes rares ou non cultivables.

Depuis, différentes séries ont comparé les performances de la PCR universelle a celles de I’histologie,
de la culture valvulaire ou encore de I'examen direct. L'étude de Greub et al. portait sur deux groupes de
patients : 127 cas d’El et 118 cas sans El (183) dans le but était d’évaluer la contribution de I'histologie, de
la culture et de la biologie moléculaire sur valves dans le diagnostic d’El. L’histologie est considérée comme
la technique de référence du diagnostic d’El chez les patients nécessitant une chirurgie. Grace a leur étude,
les auteurs ont confirmé que I'histologie est la technique de référence d’El chez les patients nécessitant
une chirurgie au vu de résultats obtenus avec une spécificité de 100 %, une valeur prédictive positive de
100 % et une sensibilité de 63 %. Le choix de la portion de valve a soumettre a I'anatomopathologie
influence directement et fortement cette sensibilité, comme elle affecte d’ailleurs la sensibilité des autres
techniques.
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Selon Breitkopf et al. (220), la PCR présente une sensibilité trois fois plus élevée que la culture et
I’examen direct par la coloration de Gram directement sur le prélevement de valve cardiaque dans une
série de 52 valves des patients suspects d’El.

Rovery et al. ont montré la relation entre traitement et présence d’ADN bactérien (221). L'ADN
bactérien a été retrouvé plus souvent chez 60 % des patients en cours de traitement que chez ceux ayant
terminé leur traitement et la chirurgie. L'ADN est éliminé lentement du tissu valvulaire. Aucune corrélation
entre la durée de la thérapie et présence d’ADN n’a été retrouvée. C’'est d’ailleurs la raison pour laquelle ils
ne recommandaient pas la PCR pour suivre |'efficacité du traitement.

Certaines séries ont témoigné du fait que la PCR universelle permettait d’améliorer la prise en charge
des patients. Ainsi, Gauduchon et al. en 2003 ont montré que la PCR sur valve, seule, a identifié dans trois
cas I'agent causal, dans des contextes d’antibiothérapie préalable ou de bactéries non cultivables (182).
Dans trois cas, elle a également contribué a redresser un diagnostic initialement erroné. De méme,
Podglajen et al. ont rapporté que la PCR universelle avait permis d’améliorer la prise en charge dans 19,6 %
des cas d’El certaines de leur étude. Cela concernait pour la majorité des EIHN. Pour exemple,
I'identification de S. gallolyticus a conduit a la recherche d’une tumeur digestive qui s’est
révélée positive. L'identification d’un Lactobacillus crispatus, au lieu de S. agalactiae, a amené a traiter une
porte d’entrée dentaire. L'identification d’Abiotrophia adjacens au lieu d’un streptocoque du groupe C a
incité le clinicien a prolonger I'antibiothérapie. De méme, quatre cas de Bartonella ont été découverts
grace a la PCR, aboutissant a lI'introduction de gentamicine et au prolongement du traitement.

Malgré une tres bonne spécialité de la PCR universelle, il ne faut pas oublier qu’un résultat positif
doit toujours étre interprété dans son contexte clinique. C'est ce que soulignent Greub et al. qui
retrouvent 18,7 % de faux positifs dans leur étude (183). Des résultats similaires ont été rapportés par
Grijalva et al. (20 %) ou Gauduchon et al. (13 %).

6.6.1.3. PCR panfongique
Les techniques moléculaires reposent soit sur I’hybridation in situ en utilisant des sondes spécifiques,
soit sur I'amplification par PCR des génes codant pour des séquences conservées de I’ARN ribosomal des
champignons (ARNr 18S, 28S et 5,8S), suivie de leur séquencage (222). L'amplification des régions situées
entre les genes de I’ARN ribosomal (appelées séquences intergéniques ribosomales) peut étre utilisée pour
typer les champignons au niveau de la sous-espéce (223). Les techniques de PCR ont montré un intérét
pour l'identification de champignons dans le sang (224) ou au sein de différents tissus.

Dans le cadre des El fongiques, peu de travaux ont été effectués. Des cas d’El a C. albicans (225,226)
et Aspergillus spp. (226-229) ont été rapportés. Un cas d’El a Histoplasma capsulatum a été identifié par
hybridation in situ dans une valve cardiaque (230). Toutefois, les techniques d’hybridation in situ sont
limitées par la faible densité de microorganismes au niveau des tissus analysés, rendant la sensibilité de la
technique faible (230).

6.6.2. PCR spécifiques sur sang, sérum ou valves cardiaques
Nous nous intéresserons a certaines PCR spécifiques ciblant des germes pas ou peu cultivables,
responsables d’EIHN. Certaines PCR ont été mises au point sur valves, et d’autres sur sérum ou sang total
(e.g. détection de Coxiella burnetii par Rolain et al. lors d’épisodes de fievre Q (231).

6.6.2.1. PCR Bartonella spp
La Scola et al. ont démontré que les génes gltA et rpoB permettent d’obtenir une identification au
niveau de I'espéce des bactéries du genre Bartonella (232). Dans le diagnostic rapide d’El a Bartonella,
Zeaiter et al. en 2003 ont évalué plusieurs techniques de PCR spécifique en temps réel sur sérum et les
meilleurs résultats avec une spécificité de 100 % (avec une sensibilité de 58,1 %) ont été retrouvés avec
une PCR en temps réel avec des amorces ciblaient la riboflavine synthase codée par le géne ribC (233).
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Lamas en 2003 a utilisé, dans le cadre d’une étude sur les EIHN, une PCR spécifique Bartonella sur les
valves cardiaques pour confirmer cing cas de sérologie positive a Bartonella spp. (176).

6.6.2.2. PCR Coxiella burnetii
Des PCR conventionnelles ont exploité des genes cibles comme htpAB, icd, coml ou le géne de la
transposase (séquence d’insertion IS 11-11) présent en multiples copies dans le génome de C. burnetii.
Fenollar et al. ont montré que la détection moléculaire de C. burnetii sur sérum avec une PCR en
temps réel ciblant le géne htpAB était tres spécifique (100 %) avec une sensibilité de 64 % (234).

Lepidi et al. ont identifié C. burnetii dans des valves cardiaques de patients atteints d’EIHN avec une
PCR spécifique ciblant le gene htpAB dans 75 % des cas. Le moment du traitement semblait avoir un impact
sur l'identification par PCR car C. burnetii était détectée dans plus de 80 % des valves excisées avant ou
durant la premiere année de I'antibiothérapie contre 33,3 % aprés un an de traitement.

6.6.2.3. PCR Tropheryma whipplei
La PCR, en temps réel notamment, ciblant des séquences répétées a été développée grace a la
connaissance du génome de T. whipplei (71) et montre une amélioration de la sensibilité tout en
conservant la spécificité (235).

La PCR Whipple été introduite depuis pour compléter 'examen anatomopathologique (189). Les
études publiées sur les El a T. whipplei insistent sur la nécessité, lors d’EIHN et a sérologies négatives,
d’évoquer la possibilité d’'une infection a cette bactérie, surtout quand une atteinte articulaire antécédente
est retrouvée.

6.6.2.4. PCR Mycoplasma pneumoniae
En 2004, Fenollar et al. recommandaient aux cliniciens de bien considérer les mycoplasmes comme
des agents responsables d’endocardite (67). En 2008, Scapini et al. ont décrit un cas d’El a M. pneumoniae
avec une PCR ciblant le gene P1 cytadhésine négative sur sang total et sérum mais positive sur des colonies
obtenues a partir d’un repiquage d’hémocultures sur milieu de Hayflick « maison » (64). La végétation de
ce patient n’était pas disponible pour un diagnostic par PCR.

6.6.2.5. Autres PCR
Chlamydia pneumoniae sur valve (236)...
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ABSTRACT

The fungal genus Malassezia (formerly known as Pityrosporum) comprises lipophilic lipid-
dependent yeast species that belong to the normal skin microbiota. They have been mainly
associated with benign dermatologic conditions, such as seborrheic dermatitis and pityriasis (tinea)
versicolor and dandruff. Noticeably, M. furfur has also been-associated with systemic disease in
premature infants, neonates in intensive care units and adults receiving intravenous parenteral
nutrition therapy. Here we describe three cases of M. restricta endocarditis diagnosed during a
retrospective molecular investigation of definite blood culture-negative endocarditis (BCNE) in a
University Hospital in Lyon, France.

METHODS: Cardiac valves and vegetations that were explanted from patients with definite
BCNE in a cardiac surgery hospital in Lyon from January 1, 2011 to December 31, 2015, had
bacterial and fungal DNA extracted. Microorganisms were identified by 16S and 18S PCR
sequencing using the Universal Microbe Detection kit (UMD; Molzym, Bremen, Germeny). The
presence of M. restricta in cardiac samples was assessed by Grocott-Gromori and
autoimmunohistochemistry staining. Mannan serologic cross-reactions with Candida albicans
were performed by indirect immunofluorescence screening and immunoelectrophoresis
confirmation methods.

RESULTS: Microbial DNA was detected in all the 16 retrospective BCNE cases. While a
bacterial etiology was found in 13 cases (81.25%), the lipophilic lipodependant yeast M. restricta
was identified in the three (18.75%) other definite BCNE cases. For these three patients, M.
restricta was detected by both molecular technique and histopathologic staining of the excised
valves. All these three cases were health care associated in patients with indwelling catheters; two
of whom had occurred in severe malnutrition context requiring lipid-containing SmofKabiven®
parenteral nutrition. Interestingly, we have also detected a serological cross-reaction between M.

restricta and C. albicans anti-mannan antibodies.
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CONCLUSIONS: We report here for the first time M. restricta as a causative agent of health care-
associated BCNE. Importantly, M. restricta infective endocarditis is underestimated and can be
serologically misdiagnosed as a C. albicans invasive infection due to serological cross-reaction.
This is of major therapeutic concern since echinocandins to which M. restricta is intrinsically

resistant, are one of the reference treatments of C. albicans-IE.

Conflict of interest statement: No conflict of interest.
Financial support: The research described in this manuscript was not supported by a specific

grant.

77

HOUHAMDI
(CC BY-NC-ND 2.0)



69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

INTRODUCTION

Infective endocarditis (IE) occurs worldwide and is defined by the infection of a native or
prosthetic heart valve, the endocardial surface, or an indwelling cardiac device. Usually caused by
bacteria, rarely by fungi, IE is a poor-outcome infectious disease, fatal when left untreated (1).
Because treatment must be adapted to the etiologic agent, rapid identification is critical for
successful management (2).

Blood cultures, that are positive in more than 90% of cases, constitute the cornerstone of IE
microbiological diagnosis (3,4). When blood cutltures remain negative, blood culture-negative
endocarditis (BCNE) is diagnosed with other tools (1,5). Serological testing is used for the
detection of fastidious agents, including Coxiella burnetii, Bartonella species, Brucella species,
Legionella pneumophila, and Mycoplasma species (2,6,7). Histological examination (8),
autoimmunohistochemistry (9) and broad-range polymerase chain reaction (PCR) can be applied to
explanted valvular tissues and vegetations (10,11). Although novel diagnostic and therapeutic
strategies have emerged, BCNE diagnosis remains challenging as highlighted by the 5.2% rate of
undocumented cases currently as reported by Cahill and Prendergas (1) and one-year IE mortality
has not improved and remains at 30%, which is worse than for many cancers (1).

In the last decades, the clinical, microbial and epidemiology of IE have noticeably changed. In
fact, the rate of health care-associated IE have increased as a consequence of medical progress
(12). Therefore, Staphylococcus aureus (13,14) and coagulase-negative staphylococci (14-17),
most often associated with health-care contact and invasive procedures, have overtaken
streptococci as the most common cause of the disease (16).

In our study, we evaluated in the context of BCNE, previously explored by a series of “in-
house” PCR, the contribution of the Universal Microbial Detection kit (UMD, Molzym, Bremen,
Germany) performed on resected cardiac tissue samples of patients who underwent valve surgery

at the University Hospital Center of Lyon, France, between 2011 and 2015. This biomolecular kit
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allows the simultaneous detection of bacteria and fungi using a universal PCR approach, as
described elsewhere (18).
CASE REPORTS (figure 1)

Patient N°1 (BCNE in 2011): was a 66-year-old man (of a military career) with high blood
pressure history, an important not weaned-smoking (1.5 and 2 packages per day) and overweight
(body mass index of 25.6 kg/m?). Fifteen months (M-15) before the date of the heart surgery where
M. restricta was detected in the excited valve (T = 0), he had been operated for an aortic valvular
replacement by a mechanical St Jude prosthesis because of aortic insufficiency. The extracted
aortic valve was without histological IE signs. On time 0 (date of the heart surgery where M.
restricta was detected in the excited valve), he was admitted to the emergency ward for a cardiac
chart revealing a high grade paraprosthetic aortic insufficiency. Transthoracic echocardiography
(TTE) was negative but transesophageal echocardiography (TOE) found a marked aortic
insufficiency without any abscess, vegetation or paraprosthetic leakage. Surgical treatment was
performed with resection of the mechanical valve and placement of a new mechanical aortic
prosthesis. Histological examination of the valve concluded to an acute IE; however, the hospital
Endocarditis Team considered the scenario as an old and healed IE. Routine microbiological
analyses remained negative as well as in-house 16S rDNA PCR performed on the explanted
cardiac material. After this period the patient was lost of sight and six years later (Y+6), he was
hospitalized for cardio-respiratory arrest without warning signs. IE was suspected with 3 sets of
blood cultures growing Staphylococcus epidermidis and a S. haemolyticus, while TTE was not
contributive. Two days later, the patient became febrile (39°C) with an acute respiratory distress
episode and polypnia. The neurological evolution was unfavorable, confirmed by several
encephalographs. Therapeutics limitation was decided in a collegial staff and he died the same
evening. No autopsy was performed. Only one IE kit (combining a set of three blood culture pairs,
serological tests for Coxiella burnetii, Bartonella spp. and Brucella spp.) was sampled during his
hospitalization in 2011 at T = 0, and none in 2017.
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Patient N°2 (BCNE in 2013): was a 72-year-old female (body mass index of 19.9 kg/m?) with a
long medical and surgical history including multiple recurrence of breast adenocarcinoma, multiple
venous thrombosis episodes and a severe sepsis with methicillin-susceptible Staphylococcus
aureus bacteraemia and hepatic abscess complication five years (Y-5) before the date of the heart
surgery where M. restricta was detected in the exised valve (T = 0). Two months before (M-2), she
presented a left tempoparietal ischemic stroke and SmofKabiven® parenteral nutrition was started
for severe malnutrition (3 kg weight loss in 15 days). The TOE showed a massive aortic
insufficiency and an aortic valvular replacement was performed by a VASCUTEK ELAN
biological prosthesis. Only several scratching lesions were found in the upper right limb,
apparently because of insect bite. On T = 0, she was hospitalized for an aortic BCNE and the
previous ischemic stroke was considered as a cerebral embolization because a new TOE and a
large (9 mm) aorto-mitral trigone abscess. A splenic infarction was objectified by whole body scan.
Histological examination of the explanted valve was typical of IE diagnosis with inflammatory
infiltrates containing neutrophils, while valve culture and in-house PCR (Staphylococcus species
and 16S Universal) were negative. Two weeks later (W+2), the patient presented a myocardial
infarction with right coronary occlusion with sepsis and had empiric caspofungin therapy. One
month following day 0 (M+1), the patient experienced an undocumented septic shock, with an
extrapyramidal syndrome, loss of deambulation, aphasia, confusion with appearance of a
hypodermic indurated nodule of the right flank. While its routine bacteriological, mycobacterial
and Nocardia analyses were negative, histological analysis showed a subacute inflammatory lesion
with the presence of a lipophagic granuloma of the hypodermis with an inflammatory infiltrate and
without sign of malignancy. Two months following day 0 (M+2) a new TOE showed a thickening
of 10 mm at the posterior part of the aortic ring. HIV serology and immune exploration were
performed to explore the recurrent sepsis but remained negative. Six months following the heart
surgery (M+6), therapeutic limitation was decided due to management difficulties of the recurrent
sepsis related to the chronic undocumented IE and the contra-indication of surgery due to a notable
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alteration of the patient general health status. Four days later, she had another sepsis episode and
died the morning next. Autopsy was not performed. Two IE Kits were sampled during her
hospitalization in 2013.

Patient N°3 (BCNE in 2015): was a 42-year-old female with an overweight (body mass index of
26.8 kg/m?). Ten months (M-10) before the date of the heart surgery where M. restricta was
detected in the exised valve (T = 0), she had a double aortic and mitral valvular replacement by
biological valve for aorto-mitral valvulopathy of rheumatic origin and Streptococcus anginosus-IE.
Three months later (M-7), she presented with an ischemic stroke and the TOE showed two
vegetations (12-14 and 6 mm) on the mitral valve which led to biological mitral valve replacement.
At that time, she had a sacral and scalp eschars and SmofKabiven®-parenteral nutrition for a
severe denutrition (9 kg weight loss in 2 months). On day 0, TOEs showed vegetations on the
mitral valve and the persistence of the 2 images appended to the ring of the mitral prosthesis
increasing in size (14 and 9 mm) without paraprosthetic mitral insufficiency with surgical
indication for the 3™ mitral valve replacement by a Tridux biological valve. The histological
analysis confirmed the IE diagnosis. New Grocott performed on new sections and in-house PCR
(16S, mycobacteria, Bartonella and Whipple realized on several tissue fragments) performed on
the excised valve remained negative. At that time, multiple (cerebral, renal and splenic) systemic
embolisms occurred under large antibiotic therapy. No source infection was found and the two
eschars were still present. Three months later (M+3), a new TOE showed an increase in the size of
previously described vegetation (16 mm) with a new vibrating image (4 mm). In this context, the
“Endocarditis Team” of the Lyon Hospital decided to add Caspofungin, which was modified four
days later by Amphotericin B combined to 5-fluorocytosine in addition to the antibiotic therapy
already used. At that date, eschars were always present. One month later (M+4), a new TOE
control showed the complete disappearance of vegetation images. The patient was asymptomatic,
had a clear improvement of general health status without sign of cardiac dysfunction, and the
cutaneous lesions healed. The “IE Team” decided to stop antibiotics and maintain a prolonged
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antifungal therapy by fluconazole alone. A new TOE control performed two months following the
fluconazole onset showed absence of argument in favor of mitral bioprosthesis vegetation. Four IE

kits were sampled during her hospitalization.

MATERIALS AND METHODS
Case definition and patient population.

We evaluated, retrospectively, the patients who had undergone surgery for endocarditis at Louis
Pradel Hospital, Lyon, France (Figure 2) from January 1%, 2011 to December 31", 2015. Patients
were considered to have definite blood culture-negative endocarditis (BCNE) if the results of
standard blood cultures were negative and if clinical and echocardiographic findings met the Duke
Endocarditis Service criteria for the diagnosis of IE with positive histopathologic analysis on the
resected heart valves (3). We retrospectively included 16 of the 171 patients with suspected BCNE.
Clinical information of each patient was retrieved from patient’s hospital charts. Demographic
data, medical history, time of disease occurrence, clinical symptoms at presentation,
echocardiographic signs, the valve type, the types of lesions observed during surgery,
histopathological observations, antibiotic treatment, outcomes as well as neoplasic or auto-immune
diseases were compiled. Thirteen patients with IE positive histological analysis and negative
microbiological laboratory routine diagnosis methods were included, in addition to three patients
with negative histological analysis but with definite IE according to DUKE criteria (clinical
context and echocardiography). These routine methods included blood-cultures incubated 14 days,
Coxiella burnetii, Bartonella and Brucella bacterial serologies and in-house PCR performed on
resected valves.
16S and 18S rDNA molecular detection analysis.

Microbial DNA was extracted from surgically excised heart valves, and the right flank nodule
of patient N°2, using Universal Microbial Detection kit (UMD, Molzym, Bremen, Germany). This

biomolecular kit allows the simultaneous detection of bacterial and fungal DNA by a universal
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(16S and 18S) PCR approach. Heart-valve samples were stored at -80°C after performing routine
analyses. Molecular investigations were performed under UV-decontaminated laminar flow and
PCR cabinets with standard precautions to avoid DNA contamination. First heart valve portion was
cut into small fragments and microbial DNA was extracted according to the protocol supplied by
the manufacturer (UMD, Molzym, Bremen, Germany). Amplicons from positive reactions were
first purified using MinElute PCR Purification kit (Qiagen, France) before sequencing according to
the manufacturer instructions. Bacterial identification was performed by analyzing the obtained
16S sequences using “lebibi Quick Biolnformatic Phylogeny of Prokaryotes”, a software
environment for sequence-based phylogenetic identification of prokaryotes (https://umr5558-
bibiserv.univ-lyonl.fr/lebibi/lebibi.cgi) (19). In brief, the method involves a conventional
phylogenetic approach combining a supervised consensus extraction from the chromatograph, the
construction of an ad hoc reference data set, alignment, selection of the best evolution model, and
phylogenetic reconstruction by using a maximum likelihood method (20). Fungal identification
was performed by comparison of the 18S UMD sequences, according to the manufacturer
instructions (18) and a pair of universal fungal primers NL1
(GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG)/NL4 (GGTCCGTGTTTCAAGACGG) targeting the
D1/D2 domain of the 26S DNA (21) using both BLAST software (version 2.0; National Center for
Biotechnology Information; available at: http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/) (22) and CBS
(http://www.cbs.knaw.nl/Collections/BioloMICSSequences.aspx?file=all) databases. This 26S
rDNA region is sufficiently variable to allow reliable separation of all known clinically significant
yeast species (21). Four valve samples from patients with excluded IE were used as negative
controls and three valves of definite IE (two with Staphylococcus aureus with positive blood-
culture and with CoNS identified by PCR-sequencing, and one with Tropheryma whipplei also
identified by PCR) were used as positive controls, in addition to the positive and negative controls
included in the UMD Kkit.

Histological and autoimmunohistochemical (auto-1HC) detection.
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As described previously (8), 3-5 um thickness section were prepared from formalin-fixed,
paraffin-embedded excised heart valves from the three patients and the nodule of the right flank for
patient N°2. These sections were stained with Grocott-Gomori methenamine silver (GMS) staining
and auto-IHC was performed as described previously (9). In brief, each section was incubated with
patient’s own serum, diluted to 1:100, 1:500 and 1:2000, as the primary source of antibodies. The
immunohistologic procedure was performed using a goat secondary antibody directed against
human IgG (Fc fragment specific) conjugated to peroxidase (SIGMA-ALDRICH®, MO, USA)
diluted to 1:100 and 1:200. For each tissue section, negative and positive controls were performed
using the patient serum of an excluded IE and a Staphylococcus aureus-IE, respectively.
Serological analysis.

Only patient N°3 had a C. albicans serology prescribed during her hospitalization, which was
positive. Therefore, we assessed the potential cross-reactivity for both antigens (Ag) and antibodies
(Ab) between C. albicans and serum of the three patients (remaining conserved at -20°C from
routine blood sampling). Patient N°1 had only one available sampled serum, whereas patient N°2
had two, and patient N°3 had four (table 1). The presence of C. albicans mannan Ags was assessed
by quantitative immunoenzymatic assay using SERION ELISA® antigen Candida kit (Institut
Virion-Serion, GmbH, Wirzburg, Germany), according to the manufacturer’s instructions. The
presence of Abs was determined simultaneously by screening and confirmation testings. The
screening test was performed by indirect immunofluorescence (IFI) using the routine in-house
technical protocol demonstrating the binding of the patient Abs (serum diluted to 1/20) on a C.
albicans suspension Ag by means of a fluorescent conjugate (anti-IgG human antiglobulins labeled
with fluorescein isothiocyanate). In addition to internal controls, positive and negative controls
were used. The confirmation test was performed by immunoelectrophoresis (IEP), as described
previously by Graber and Williams (23). In brief, the antigenic proteins separated by

electrophoresis in an alkaline medium (pH 8.6) were then immunoprecipitated by the Ab contained
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in the patient serum to be analyzed and then stained with an acid violet solution, whose excess is

eliminated in an acid medium.

Ethics Committee Approval.

According to French law and the Helsinki declaration, this retrospective observational study did

not require local institutional review board approval.
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RESULTS
Study population and study design.

Flow chart (figure 2).

Molzym molecular detection analysis.

Sixteen cases out of 16 (100 %) were positive. All controls run with each series of experiments
(internal, positive, and negative PCR controls) yielded the expected results. Thirteen out of 16
cases (81.25%) were 16S-PCR positive and 18S-PCR negative, with bacterial etiology compatible
with the IE diagnosis. and the presumed portal of entry based on clinical records. The etiology was
monobacterial in five cases: Enterococcus cecorum, Moraxella spp., Streptococcus cristatus and
two cases of Streptococcus mitis. And it was bacterial coinfection in the other eight patients:
Abiotroiphia defectiva-Neisseria pharyngia coinfection for one patient, Streptococcus sineusis-S.
oligofermentas for one patient, Enterococcus feacalis-E. cecorum for one patient, Streptococcus
Oral Taxon-Neisseraia subflava/sicca coinfection for one patient and Streptococcus Oral Taxon-S.
oralis for four patients. For three patients, the pathologic examination of the valve was not in favor
of an IE, but they were included because of the clinical and echocardiographic context. It is known
that histological techniques lack sensitivity in the diagnosis of IE, and this may be related mainly
to the fragment used to perform these histological analyzes.

The three other cases (18.75%) were 18S-positive with Malassezia restricta for three patient
N°1, 2 and 3. For patient N°2, the same M. restricta DNA sequence was also found in her right
flank nodule observed one month before her death. Routine, mycobacteria and Nocardia culture
and 16S rDNA, mycobacteria and Nocardia PCR were negative. The histological analysis
performed on this nodule was compatible with a Malassezia pathological lesion showing a
subacute inflammatory lesion with presence of lipophagic granuloma on the hypodermis,
associated to an inflammatory infiltrate of numerous polynuclear neutrophils, lymphocytes and
histiocytes, without sign of malignancy. On two different tissue fragments, 16S-PCR was negative
while 18S-PCR was positive with M. restricta.
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Histological and auto-IHC detection of M. restricta in tissues.

Histological techniques were compatible with the presence of M. restricta in the cardiac valves
from the three patients and in the right flank nodule of patient N°2 (figure 4D). For patients N°1
and 2 (figures 3E, 4A and 4B), histological examination using GMS staining of the infected valve
was positive. For patient N°1, single rounded or oval yeast-form cells of 2 to 3 um on long axis
were observed (figure 3E). For patient N°2 multiple short unbranched mycelial
filaments/pseudohyphae disclosing the invasive character of the yeast, as described elsewhere (24)
were observed in her infected heart valve (figures 4A and 4B), with some budding yeasts have
been observed (figure 4B).

For the auto-IHC, positive reaction with patients’ own serum diluted to 1:500 and 1:2000 was
observed with the 1:200 dilution of the secondary antibody in valve tissues (figures 3H and 4C)
and right flank nodule of patient N°2 (figure 4D).

Serological cross-reactions between patient sera with C. albicans (table 1 and figure 1).

No cross-reaction with mannan Ag was detected for the three patients using the SERION
ELISA® antigen Candida test. However, except with patient N°1, patient N°2 and 3 sera cross-
reacted with C. albicans Ab with both IFI screening and IEP confirmation testing. For patient N°1,
the serological kinetic for Ag and Ab was not possible to assess as only one sample was available.
For patient N°2, this serology was negative two months before the heart surgery (M-2) and weakly
positive the date of heart surgery (T = 0). For patient N°3, IFI screening Ab was negative seven
months before the surgery (M-7), became weakly positive where the heart surgery was performed
and subsequently positive three months following the surgery (M+3) and negative four months

following the surgery (M+4) when patient was under amphotericin B-fluorocytosin treatment.
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DISCUSSION

In this study, we report the first three adult cases of BCNE caused by Malassezia restricta,
which, to our knowledge, has not previously been reported.

Human pathogens belonging to the genus Malassezia (previously known as Pityrosporum) are
lipophilic lipo-dependent yeasts belonging to the class of Basidomycetes. They were distinguished
from ringworm in 1874 by Louis-Charles Malassez, who described the skin lesions as
“furfuraceous” or consisting of flaky particles (25). These fungi lack the ability to synthesize
medium and long chain fatty acids and therefore require an exogenous source of these lipids,
provided by the sebaceous glands for their growth (26). Malassezia species are part of the normal
human skin microbiota (27) and M. restricta, M. globosa and M. sympodialis are the most often
isolated on human skin. At first, they were best known as fungi of low pathogenicity responsible of
superficial cutaneous infections such as pityriasis versicolor, seborrheic dermatitis, folliculitis and
atopic dermatitis. However, their clinical spectrum, involving mainly M. furfur, has expanded
drastically over the last decades since the original 1981 report of a Malassezia fatal pulmonary
vasculitis in a premature infant who was receiving total parenteral nutrition via an indwelling
central venous catheters (CVC) (28). Today, at least 50 case reports have identified primarily M.
furfur, and secondarily M. pachydermatis, as emerging systemic pathogen most frequently in
neonates receiving parenteral lipids (29-42) but only a few in adults (38-48). Systemic infections
can result in peritonitis (49), pulmonary vasculitis (28), bronchopneumonia (36,50) or pneumonia
(51). Despite these larger number of cases of systemic Malassezia infections, only four cases were
reported to have either endocardial or intracardiac involvement in infants (34,52). In adults, the
only reported case of M. furfur sepsis with cardiac involvement (fungemia complicated by a
pedunculated septic thrombus arising from the superior vena cava and extending into the right
atrium) was described, in 2000, in a 45-year-old woman with a history of Crohn’s disease and
multiple abdominal surgeries which required long-term total parenteral nutrition with lipids via an
indwelling central venous catheter (53).
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To allow early and rational use of antifungals and to limit the mortality of invasive fungal
diseases, it is necessary to prove the reality of the invasive fungal infection. Biologically, this
remains difficult, especially for fastidious fungi such as Malassezia. Because of their low
pathogenicity, Malassezia spp. can be mistakenly considered as a contaminant when they are
detected (by culture or PCR) in human clinical samples. In our study, we analyzed 23 cardiac valve
specimens using UMD Universal molecular kit that allows microbial DNA extraction and
amplification (bacteria and fungus) after removing human nucleic acids. Beside the specimens used
as positive controls, most of these specimens had been previously investigated by conventional in-
house PCR and remained negative. We first found M. restricta only in these three valves which is
not in favor of DNA contamination as none of the 20 other performed 18S rDNA PCRs was
positive, including three defenite IE (two caused by Staphylococcus aureus and one by
Tropheryma whipplei) used as positive controls, four excluded IE valves used as negative controls
and the 13 bacterial-BCNE tested cases. Invasive fungal diseases (IFD) are classified as “proven,”
“probable” and “possible” and their definitions were revised in 2008 (54). “Proven IFD” requires
proof of yeast presence by demonstration of fungal elements in diseased tissue either by histo- or
cytopathologic microscopic analysis using specific staining (Grocott-Gomorri methenamine silver
(GMS) or periodic acid Schiff (PAS)) or by culture (from sterile material or blood) (54). In absence
of fungal culture, histopathologic evaluation may be the only means of establishing the diagnosis
of IFD and constitutes the gold standard for the IE diagnosis. GMS staining is useful for screening
tissue sections containing small numbers of fungi because it provides excellent contrast and usually
stains fungi more intensely than the PAS reaction procedures. In our study, histological routine
examination revealed neutrophil infiltrates consistent with IE diagnosis for the three patients, and
for patient N°2 in the right flank nodule (figure 4D). GMS and auto-IHC staining were also
positive (figures 3 and 4).

Invasive infections caused by Malassezia spp. are certainly underdiagnosed, mainly in adults,
and therefore often untreated (55). Underdiagnosis reasons are multiples. Firstly, M. furfur

89

HOUHAMDI
(CC BY-NC-ND 2.0)



355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

symptoms are nonspecific, with fever often as the only manifestation (56). Secondly, Malassezia
spp. does not grow on routine (blood or agar) culture media unless it is supplemented with fatty
acids, such as sterile olive oil (57). To rule out Malassezia spp. as the etiologic agent, it must be
specifically sought (48). The high rate of Malassezia spp. colonization of adult skin, approaching
100% in several studies (26,58-61), the common use of total parenteral nutrition with lipids in
some categories of patients (neonates, immunocomprised...) (56) emphasize the need to actively
search for those infections in routine practices.

Although the exact mechanism of catheter-related sepsis due to Malassezia spp. is still
unknown, many hypotheses endure. The most likely source of infection is the skin of the patient or
the health-care provider, which might contaminate the indwelling central venous catheters
(34,35,56). As the vast majority of central line infections are thought to be derived from a skin-to-
catheter-to-vein route of infection (62), it is not surprising that skin-site colonization precedes and
predicts most central line infections (63). Moreover, it has been reported that the samples taken
from the indwelling line will likely have a higher Malassezia spp. yield than those from peripheral
draws (56). However, occasionally such colonization will have no clinical consequences in infants
(34). Another hypothesized infection sources include contamination of the infused emulsions or
migration from the skin into the catheter (35).

Currently, it is well known that the etiology of true culture-negative IE varies with specific risk
factors, in addition to geography and epidemiology, for Coxiella burnetii, Bartonella species,
Brucella species and Tropheryma whipplei (2,17,64). Based on literature review, Malassezia
systemic infection constituted a health care-associated infection (hospital-acquired) and specific
risk factors were parenteral nutrition via an indwelling catheters (51,64). In our study, M. restricta
BCNE was also health care-associated. It occurred after surgical valvular replacement (two aortics
and one mitral), concomitant/or following the use of broad spectrum antibiotic combinations (in
the three cases), aggravated by SmofKabiven® parenteral nutrition administered following severe
malnutrition and weight loss (in two cases) with presence of catheterization used for parenteral
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and/or intravenous antibiotic therapies (in the three cases). In the three cases, M. restricta-1E was
revealed by neurological disorders following embolization. However, as with the patient N°1 who
had not received a parenteral nutrition, a case of recurrent episodes of sterile peritonitis on
continuous ambulant peritoneal dialysis without parenteral nutrition has already been reported (49).
Thus, parenteral nutrition seems not to be the unique portal of entry for Malassezia systemic
infection.

Fungal endocarditis is fatal if left untreated. Successful management of these infections requires
the identification of the fungus and the use of appropriate antifungal. Malassezia species are
susceptible to amphotericin B (48,53) and triazoles antifungal (36), but intrinsically resistant to
echinocandins as all Basidiomycetes (65,66). In addition to an effective antifungal regimen, the
intravenous catheter must be removed (34-36,53). Currently, high-dose echinocandins are the first-
line agents for the treatment of Candida endocarditis in the North American and British guidelines
(67,68). However, Schleman et al. reported that optimal treatment for M. furfur fungemia in adults
was unclear. In fact, surgical debridement was required in addition to the amphotericin-B therapy
and the catheter removal for cure of a M. furfur adult fungemia with cardiac involvement. Two
cases had their central lines removed, and both recovered, however, three patients whose parenteral
lipids were simply discontinued also recovered. Of the three adults who received amphotericin B in
addition to stopping the lipid nutrition, one had persistent fungemia and died of a cardiac arrest,
and the two other patients-who were treated with amphotericin B died of their underlying diseases
while leaving the CVC in place. The patient who did not have an indwelling catheter and did not
receive lipid infusions was also treated with amphotericin B and did recover (53). In our study,
except patient N°1 who was lost of sight, the two others were treated with antifungal therapy.
Patient N°2 who was receiving SmofKabiven® parenteral nutrition died from recurring
undocumented IE sepsis under caspofungin therapy and large spectrum antibiotherapy. One month
before her death, a right flank nodule containing M. restricta was observed. Autopsy was not
performed. Favorable clinical evolution was observed for patient N°3 under amphotericin B and 5-
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fluorocytosine antifungal association switched by fluconazole. At her follow-up visit 3 months
following the antifungal therapy onset, the patient continued to show clinical improvement without
infection signs, confirmed by TOE.

The serological diagnosis of candidiasis is based on the detection of mannan antigens and anti-
mannan antibodies. Due to a similarity of mannan antigens among yeasts, cross-reactivity between
Candida albicans antibodies examined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and M.
furfur has been previously reported (69). In our study, no cross-reaction in C. albicans mannan
antigens detection was observed for our three patients (table 1). However, the sera from patient
N°2 and 3 produced a positive antibodies reaction with C. albicans antibodies using both IFI
screening and immune-electrophoresis confirmation testing (table 1). This cross-reactivity between
C. albicans and Malassezia anti-mannan antibodies has a major impact on medico-therapeutic
management of the patients, particularly with regard to the use of echinocandins, as was the case
for patient N°2. Echonocandins are, currently, one of the reference treatments for C. albicans-IFD,
including IE (67,68,70,71), however, they are inactive on Malassezia (intrinsic resistance). Indeed,
in our cohort, except patient N°1 who was lost to follow-up, the other two patients had antifungal
therapy. Patient N°2 who received parenteral nutrition SmofKabiven® died of recurrent
undocumented sepsis under caspofungin and broad-spectrum antibiotic therapies. However, a
favorable clinical and echocardiographic evolution was observed for patient N°3 treated by
amphotericin B and 5-fluorocytosine association modified subsequently by fluconazole. During her
control visit, three months following the start of the antifungal therapy, this patient was completely
improved clinically without any sign of infection as confirmed by TOE.

In conclusion, our three cases highlight that M. restricta is an underdiagnosed causative agent of
adult BCNE. M. restricta-BCNE is health care-associated with a cutaneous source of infection,
occurring after a valvular replacement history in patients having catheters, receiving a large
spectrum antibiotic drugs with or without-parenteral therapy. In these three cases, M. restricta-
BCNE was revealed by neurological embolic complications and TOE was the test of choice for its
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echocardiographical diagnosis. Its identification was possible through PCR analysis and Grocott-
stained histological analysis from excised valves. The strong association between M. restricta and
BCNE demands specific attention to its diagnosis. It seems appropriate to include GMS staining,
specific Malassezia spp. culture and 18S panfungal PCR in improved algorithms for BCNE
diagnosis. This will allow to determine the true incidence and impact of this fungal pathogen. As
echinocandins are more and more used is IE settings, Malassezia IE diagnosis remains of most
importance considering its intrinsic resistance to candins. Treatment regimen generally consists of
amphotericin B or azoles associated with flucytosine. Associated measures should include possible
removal of intra-venous lines, discontinuation of parenteral nutrition when present and possibly

surgical debridement.
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598 FIGURES LEGEND

Patient M°1: Male/66 years-old (BCME in 2011)
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i i Prosthetic aortic valve ) N .
Aortic valvular mechanical Q ezia restricta usitD Cardiopulmonary arrest Fewer (38°C) with acute respiratory
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Vancomycin, gentamicin and rifampicin PiIlETHC'I_"i“;'tHID_I}BﬂHm._
599 wvancomycin and clindamycin
Patient N*2: Female/72 years-old (BCME in 2013)
T T SmofKabiven® parenteral nutrition

Aortic valvular Prosthetic aortic valve
biological replacement « Malassezia restricta positive »
« IE Kit »

« |E Kit »

Daptomycin, gentamicin and i a ) 4 Caspofungin and daptomycin Mew sepsis with apparition of Therapeutic stalemate
ceftriaxone mlpenen;.m;?c?:wcm an (Candida non albicans in urine, right flank nodule
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Patient M°3: Femalef42 years-old (BCME in 2015)
Favorable evolution

1°* walvular biological remplacement 2 yalvular biclogical remplacement 3™ valvular remplacement |
[mortic and mitral) [mitral) {mitral}

T f Smofkabiven® parenneraﬁlutritinn f‘ f

« |E Kit » « IE Kit »

Streptococcus anginosus |E « IE Kit » BiDlﬂgECﬂ mit_fﬂl valm_! i Caspofungin (4 days) 2 Amphotericin B + Fluconazole
Amoxicillin and gentamicin Daptomycin, ciprofloxacin « Malassezia restricta positive 2 fluorocytosin, daptomycin, imipenem and
- clindamycin and rifampicin and fosfomycin . ciprofloxacin
“sacral and scalp eschars™ «_ IE_KI? »
Daptomycin, imipenem and
607 ciprofloxacin

608

609 T = 0: Date of the heart surgery where Malassezia restricta was detected in the valve. BCNE: Blood Culture-Negative Endocarditis. = : switched by.
610 M-X: X months before heart surgery performed on T = 0. M+X: X months following heart surgery performed on T = 0.

611 Y+X: X years following heart surgery performed on T = 0. W+X: X weeks following heart surgery performed on T = 0.

612  Figure 1. Clinical history of the three Malassezia restricta adult cases of blood culture-negative infective endocarditis.
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BC: Blood culture. Histo: Histological testing. IH-PCR: In-house Polymerase Chain Reaction. 1Q: Insufficient quantity. UMD: Universal Microbial Dectection biomolecular kit (Molzym®, Germany).

Figure 2. Flow chart of sample inclusion.
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Figure 3. Histological examinations of the resected aortic prosthetic valve of patient N°1 infected with Malassezia restricta-blood culture-negative endocarditis.
A and B. Hematoxyline-eosin stain showing superficial vegetations (asterisk) and fibrosis of the connective valve tissue (arrow) (original magnification, x200 (A)
and x400 (B). C and D. Hematoxyline-phloxine-saffron stain showing the vegetation (asterisk) and calcifications (black arrows) on the valve surface (original
magnification, x100 (C), x200 (D)). E. Grocott-Gomori methenamine silver stain showing single spherical black yeasts in the valvular vegetation, with some
budding cells (red arrow) (original magnification, x400). F and G. Periodic acid-Schiff stain showing dense fibrocollagenous tissue, sometimes punctuated by
macrophagic granulomas. The surface is bristling with fibrinous vegetations, with presence of neutorphile polynuclear confirmed the existence of
fibrinoleucocyte vegetation (original magnification, x 200 (F) and x400 (G). H. Autoimmunohistochemistry using the patient’s own serum diluted to 1:500. Note

the brown vegetation (arrow) (original magnification, x100).
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Figure 4. Resected aortic valve (A to C) and right flank nodule (D) of patient N°2 with Malassezia restricta blood culture-negative endocarditis. A and B.
Grocott-Gomori methenamine silver showing fungal elements stained darkly and organized in short pseudohyphae disclosing their invasive character (red
arrows), with some budding yeasts (bleu arrowhead) (original magnification, x200 (A) and x1,000 (B)). C and D. Autoimmunohistochemistry using the patient’s
own serum diluted to 1:500 in the aortic resected cardiac valve (C) and the right flank nodule developed one month before her death (D). C. Note the brown

vegetations (red arrows) (original magnification, x25 (C) and x200 (D)).
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TABLES LEGEND

Table 1. Results of C. albicans-mannan antigens and -antimannans antibodies serological analysis.

Reference | Patient N°1 Patient N°2 Patient N°3
values IE Kit* IE Kit (M-2) IE Kit* IE Kit (M-7) IE Kit* IE Kit (M+3) IE Kit (M+4)
C. albicans antigens  |Negative: <1.4
(Unit/mL) Positive: >2.6 0.08 0 0 0.65 0.1 0 0
C. albicans antibodies |, ;...5160 0 1/80 1/160 1/80 1/160 1/320 1/40
Screening-IFI (titer)
i . Negative: 0
Confirmation-1EP (arc) Positive: 51 0 2 2 2 2 2 2
*: Date of the heart surgery where Malassezia restricta was detected (T = 0 of figure 1). IE: Infective endocarditis.
M-X: X months before heart surgery performed on day 0.
M+X: X months following heart surgery performed on day 0.
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MATERIALS AND METHODS

Malassezia culture from IE kit-blood.

No fragment of cardiac tissue was left after completion of Molzym biomolecular analysis and routine
microbiological tests. However, we used the available patients’ blood samples (conserved frozen at -80°C)
to perform the culture.

Culture was carried out on the three patient blood with presumed BCNE and on six control patients; three
with excluded IE and three documented definite IE (two with Staphylococcus aureus and one with
Tropheryma whipplei). None of these six patients had parenteral nutrition during hospitalization and at the
time of blood sampling.

Blood samples were inoculated onto CAN2 (chromID, bioMérieux®, Marcy I’Etoile, France) and
CHROMAgar™ Malassezia (Mast Diagnostic®, France) agars. In order to evaluate a possible bacterial
contaminant in blood samples, Colombia blood medium 5% (COS, bioMérieux®) and chocolate (PVX,
bioMérieux®) agars were added. All agars, except CHROMAgar™ Malassezia, were overlaid with 2 or 3
drops spread in a thin film of sterile olive oil before 5 pL-inoculation on each agar and were incubated seven
days at 35°C on aerobic atmosphere and examined daily for growth of yeast-like colonies.

Cultivated strains were identified by Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation - Time Of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS, bioMérieux®) and Fungal PCR using both 18S Molzym-primers (237)
and a pair of wuniversal fungal primers NL1 (GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG)/NL4
(GGTCCGTGTTTCAAGACGQG) targeting the D1/D2 domain of the 26S DNA (238). This 26S rDNA

region is sufficiently variable to allow reliable separation of all known clinically significant yeast species.
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RESULTS

Malassezia IE culture from patient blood.

No M. restricta was cultivated from the samples we had retrospectively. However, M. furfur grew from
all heparinized and dry blood tubes on chromogenic media CHROMagar ™ Malassezia and the other agars
(COS, PVX and CAN2) only when they supplemented with sterile olive oil for the three patients. The
growth time was between 8 and 10 days on PV X, between 10 and 13 days on COS and between 13 and 14
days on CAN2. Strikingly, M. furfur cultivated on the ordinary bacterial blood agar (COS and PVX) with
the simple supplementation of sterile olive oil. Interestingly, M. furfur provoked a total hemolysis of the
blood contained on COS agar (figure 17).

No Malassezia restricta or M. furfur was grown in the different culture media of the six controls. Five of
these six controls remained negative without bacterial or fungal positive culture on the four cultivated agars,
with or without addition of sterile olive oil. Staphyloccocus aureus positive (1 to 3 colonies) culture on day
4 after incubation on both COS and PVX agars only from the heparinized blood from one of the two S.

aureus-positve control used.

Moitié sans supplémentation de
I"huile d’olive stérile

Moitié avec supplémentation de
I'huile d’olive stérile

Figure 17. Malassezia furfur cultivée sur gélose Columbia au sang 5 % (COS, bioMeérieux®, France). Noter
I’hémolyse totale du sang contenu dans la gélose par la levure (fleche).
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L'endocardite infectieuse (El) correspond a la prolifération de microorganismes, généralement
bactériens et rarement fongiques, au niveau de I'endocarde suite a une dissémination microbienne
hématogene. C'est une pathologie peu fréquente mais qui reste Iétale en I'absence d’une prise en charge
médicochirurgicale précoce et adaptée a I'agent causal. Au cours des dernieres décennies, ses facteurs de
risque, son épidémiologie et son étiologie microbiologique ont évolué. En raison du progres médical, le
taux d’El associées aux soins et aux procédures invasives a augmenté, et I'espece Staphylococcus aureus
est devenue, depuis dix ans en France, le principal germe responsable devant les streptocoques. De
nouvelles techniques diagnostiques utilisées au cours des dernieres années, en particulier en cas d'El a
hémoculture négative (EIHN) ont contribué a I'amélioration de la prise en charge de cette pathologie. En
effet, les outils comme les tests sérologiques, I'auto-immunohistochimie et la biologie moléculaire ont
permis de mettre en évidence des agents étiologiques comme Tropheryma whipplei (71), Bartonnella
quintana (62) et Coxiella burnetii (15,56,57). En dépit de ces progres, 5,2 % des cas restent encore a ce jour
sans documentation étiologique (1).

L'objectif principal de notre étude rétrospective était d’améliorer le diagnostic microbiologique
d’endocardites certaines sans documentation étiologique. Nous avons évalué I'apport d’un kit commercial
de biologie moléculaire (Molzym UMD - Universal Microbial Detection, Bréme, Allemagne) permettant la
détection simultanée de microorganismes bactériens et fongiques, par une approche de PCR universelle
ultrasensible, a partir des prélevements de valves cardiaques de patients atteints d’EIHN.

Cette approche nous a permis d’identifier 'agent étiologique dans 100 % (16/16) des cas de notre
série rétrospective comprenant des cas tous déja explorés par PCR universelle « maison » et revenue
négative. Dans 13 cas sur 16, I'étiologie était bactérienne et compatible avec le diagnostic d’endocardite
ainsi que la porte d’entrée présumée d’apres les dossiers cliniques. L'étiologie était monobactérienne dans
cinq cas: Enterococcus cecorum (n = 1), Moraxella spp. (n = 1), Streptococcus cristatus (n = 1) et
Streptococcus mitis (n = 2). Elle était poly-bactérienne chez les huit autres patients : Abiotrophia defectiva
1), Streptococcus sineusis avec S. oligofermentas (n = 1), Enterococcus

avec Neisseria pharyngia (n
feacalis avec E. cecorum (n = 1), Streptococcus oral Taxon avec Neisseraia subflava/sicca (n = 1) et
Streptococcus oral Taxon avec S. oralis pour les quatre autres patients. Pour trois patients (un avec une
infection monobactérienne a E. cecorum et deux poly-bactériennes a S. oral Taxon avec S. oralis), I'examen
anatomopathologique de la valve n’était pas en faveur d’une El, mais ils avaient été inclus en raison des
critéres cliniques et échographiques. Chez ces trois patients, la discordance entre les résultats anatomo-
pathologiques et microbiologiques pourrait étre expliquée par le manque de sensibilité des techniques
histologiques dans le diagnostic de I'EI d( a I'aléa d’échantillonnage du fragment utilisé pour réaliser ces
analyses histologiques (188).

L’'originalité de notre travail réside dans la documentation, pour la premiére fois, de trois cas d’El a
Malassezia restricta ; une levure lipophile lipo-dépendante saprophyte faisant partie, avec M. globosa et
M. sympodialis, du microbiote cutané normal de I'homme (9). Ces champignons étaient surtout connus
comme des champignons de faible pathogénie responsables d'infections cutanées superficielles telles que
le pityriasis versicolor, la dermatite séborrhéique, la folliculite et la dermatite atopique. Cependant, leur
spectre clinique, notamment celui de I'espéce M. furfur, s'est considérablement élargi au cours des
dernieres décennies depuis la description en 1981 d’une vascularite pulmonaire fatale a Malassezia chez
un nourrisson prématuré ayant recu une nutrition parentérale totale via un cathéter veineux central (240).
Aujourd'hui, au moins 50 cas rapportés ont identifié principalement M. furfur, et accessoirement a M.
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pachydermatis, en tant que pathogene systémique émergent le plus souvent chez les nouveau-nés
recevant des lipides parentéraux (241-253) et seulement quelques-uns chez les adultes (239,248,250—
258). Les infections systémiques décrites compenaient une péritonite (259), une vascularite pulmonaire
(260), une bronchopneumonie (247,261) ou une pneumonie (262). Malgré ce nombre élevé de cas
d'infections systémiques a Malassezia, seulement quatre cas d’atteinte endocardique ou intracardiaque
ont été rapportés chez les nourrissons (246,263). Chez I'adulte, le seul cas signalé de sepsis associé a une
atteinte cardiaque (fongémie compliquée par un thrombus septique pédonculé provenant de la veine cave
supérieure et s'étendant dans |'oreillette droite) dG a M. furfur a été décrit en 2000 chez une femme de 45
ans atteinte de la maladie de Crohn et ayant regu une nutrition parentérale totale sur le long terme (264).
Sur la base de la revue de la littérature disponible a ce jour, I'infection systémique par Malassezia est
classiquement associée aux soins et comprend comme facteur de risque spécifique la nutrition parentérale
via un cathéter a demeure (262,265). En effet, ces champignons n’ont pas la capacité de synthétiser les
acides gras a moyenne et longue chaine et nécessitent donc pour leur croissance une source exogene de
ces lipides, présents par exemple dans les composés de nutrition parentérale (239). Dans notre étude, les
trois cas d’infection a M. restricta que nous décrivons étaient associés aux soins. lls sont survenus apres un
remplacement valvulaire chirurgical, concomitant ou apreés I'utilisation d’association d’antibiotiques a large
spectre (dans les trois cas), aggravé par la nutrition parentérale avec du SmofKabiven®, contenant la source
lipidique nécessaire a la croissance des Malassezia, administré suite a une malnutrition sévere et une perte
de poids (dans deux cas) avec présence de cathétérisme utilisé pour des traitements antibiotiques par voie
parentérale et/ou intraveineuse (dans les trois cas). Dans les trois cas, elle s’est révélée par des troubles
neurologiques consécutifs a une embolisation. Comme pour le patient N°1 qui n’avait pas regu de nutrition
parentérale, un cas d’épisodes récurrents de péritonite stérile sur dialyse péritonéale continue ambulatoire
sans nutrition parentérale a déja été rapporté (259). Bien que le mécanisme exact de ces infections
systémiques associées aux cathéters soit encore inconnu, de nombreuses hypotheéses subsistent. La source
la plus probable de l'infection est la peau humaine, du patient ou du personnel de soins de santé, qui
pourrait contaminer les cathéters veineux centraux (246,266,267). Une autre hypothese stipule que la
source d’infection pourrait étre due a la contamination des nutritions parentérales avec des Malassezia de
la peau avant de contaminer le cathéter (266).

Etant donné le caractére faiblement pathogéne décrit des Malassezia, il était primoridal de prouver
la réalité des trois cas d’EIHN de notre série. Pour rappel, nous avons analysé 23 valves cardiaques issues
de patients atteints d’El certaine a hémoculture négative et de patients contrdles par une approche de PCR
« universelle » ultra-sensible utilisant le kit commercial Molzym-UMD qui permet la détection simultanée
de microorganismes bactériens et fongiques. Aprés élimination de ’ADN humain du prélévement, les ADN
microbiens étaient extraits puis amplifiés par PCR et séquencés. Nous avons détecté |'espece M. restricta
uniguement dans trois valves de trois patients, les PCR ADNr 18S réalisées sur les 20 autres valves étaient
négatives. Ces 20 valves comprenaient trois cas d’El bactérienne certaine (deux a Staphylococcus aureus et
une a Tropheryma whipplei) utilisés comme controles positifs, quatre valves d’El exclue utilisées comme
contrbles négatifs et 13 autres cas testés d’EIHN dont I'étiologie retrouvée était bactérienne. M. restricta a
été également retrouvée dans le nodule de flanc droit du patient N°2 un mois avant son déces par un
sepsis récidivant non documenté.

De facon a étayer |'étiologie fongique de ces trois cas d’El a M. restricta, nous avons réalisé des
analyses anatomopathologiques, indispensables au diagnostic d’infections fongiques invasives (IFl)
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« prouvée ». En effet, une IFl « prouvée » nécessite la démonstration d’éléments fongiques dans le
prélevement tissulaire par analyse histo- ou cyto-pathologique en utilisant une coloration spécifique
(Grocott-Gomorri méthenamine argentique (GMS) ou acide périodique de Schiff (PAS)) ou par culture (a
partir de matériel stérile ou sang) (175). En I'absence de culture du champignon (nous n’avions plus de
prélevement disponible), I'éxamen histologique de nos prélevements a révélé la présence d’infiltrats de
neutrophiles confirmant le diagnostic d’El pour les trois patients et la présence des levures au GMS dans
les valves cardiques (figures 3E et 4B de I'article). La coloration d’autoimmunohistochimie était également
positive (figures 3H, 4C et 4D de I'article). L'ensemble de ces résultats permet d’exclure I’hypothése d’une
contamination et conforte le diagnostic d’'EIHN a M. restricta. Nos résultats soulévent donc la question du
sous-diagnostic probable d’El a Malassezia et en conséquence, |'absence de traitement adapté (268). En
effet, les symptémes de cette infection systémique sont non spécifiques, la fievre étant souvent la seule
manifestation rapportée (267). Deuxiemement, Malassezia spp. ne cultive pas sur les milieux gélosés
utilisées en routine, a moins d’étre supplémentés d’'une source d’acides gras, tels que I'huile d'olive stérile
(269). Enfin, du fait de leur faible pathogénécité, les Malassezia peuvent étre considérées a tort comme
des contaminants lorsqu’elles sont détectées (par culture ou PCR) dans les échantillons cliniques humains.

L'endocardite fongique quelle que soit I'étiologie, est létale si elle n’est pas traitée. Sa prise en
charge nécessite I'identification du champignon et I'utilisation d’un antifongique approprié. Les especes de
Malassezia sont sensibles a I'amphotéricine B (239,264) et aux triazoles antifongiques (247), mais
intrinsequement résistantes aux échinocandines comme tous les Basidiomycétes (270,271). Le diagnostic
des infections invasives a Candida albicans repose, entre autres, sur la détection sérologique par la
recherche des antigenes et anticorps. En raison de la similarité des antigénes mannane entre les
différentes espéces de levures, une réactivité croisée entre les anticorps de C. albicans analysés par dosage
immuno-enzymatique (ELISA) avec M. furfur a été précédemment rapportée (272). Aucune réaction
sérologique croisée impliquant les antigenes mannanes n’a été détectée. Cependant, pour les patients N°2
et 3, une réaction croisée avec les anticorps antimannanes a été observée avec C. albicans en utilisant a la
fois le test de dépistage (immunofluorescence, IFl) et le test de confirmation d'immuno-électrophoréese
(IEP) (tableau 2 de l'article). Cette séro-réactivité croisée entre C. albicans et Malassezia a un impact
majeur sur la prise en charge médico-thérapeutique, notamment en ce qui concerne l'utilisation des
échinocandines, comme pour le patient N°2. Actuellement, les échonocandines constituent un des
traitements de référence pour les IFl a C. albicans, y compris I'El (44,84,131,136). Mais, les échinocandines
sont inactives sur les Malassezia (résistance intrinseque). En effet, dans notre cohorte, a I'exception du
patient N°1 qui était perdu de vue, les deux autres patients ont bénéficié d’un traitement antifongique. Le
patient N°2 qui avait recu une nutrition parentérale SmofKabiven® est décédé d'un sepsis récidivant non
documenté sous caspofongine et une antibiothérapie a large spectre. Un mois avant sa mort, un abces du
flanc droit contenant M. restricta a été observé. L'autopsie n’a pas été réalisée pour déterminer la cause
de cette EIHN non documentée. Une évolution clinique et échocardiographique favorable a été observée
pour la patiente N°3 traitée par I'association antifongique amphotéricine B et 5-fluorocytosine modifiée
par la suite par du fluconazole. Lors de sa visite de contrbéle, trois mois apres le début de
I'antifongithérapie, cette patiente s’est totalement améliorée cliniquement sans aucun signe d'infection
avec une confirmation échographie transcesophagienne (ETO). En plus de I'utilisation d’un antifongique
efficace, le cathéter intraveineux doit étre retiré (246,247,264,266).

110

HOUHAMDI
(CC BY-NC-ND 2.0)



Les Malassezia sont des levures lipophiles lipo-dépendantes, et par conséquent leur croissance in
vitro doit étre supplémentée par des agents lipidiques présents en particulier dans I'huile d’olive. La
méthode la plus utilisée, dans la littérature, consiste a rajouter I'huile d'olive sur les milieux Sabouraud
contenant du cycloheximide (actidione) ou a utiliser un milieu plus spécialisé comme la gélose de Dixon qui
contient du mono-oléate de glycérol (239,247,249,273). Dans notre étude, nous avons cultivé M. furfur,
mais pas M. restricta, a partir du sang des kits El prélevés sur tubes héparinés et congelés a -80°C. La
signification clinique de la culture de M. furfur a partir du sang des trois patients n’est pas claire. Cela a été
déja également rapporté par Alpert et al. (246). A ce jour, nous n’avons pas d’explication et il nous semble
nécessaire d’explorer ce point. En revanche, nous avons signalé pour la premiere fois la possibilité de
cultiver M. furfur sur les géloses au sang utilisées en routine dans le laboratoire de bactériologie (COS et
PVX a 35°C en atmosphere aérobie) avec une simple supplémentation de 2 a 3 gouttes d’huile d'olive
stérile par gélose. De maniére surprenante, M. furfur a provoqué une hémolyse compléte de la gélose au
sang, comme S. aureus. Pour rappel, ces géloses ont été utilisées uniquement pour vérifier I'éventuelle
pousse concomitante de bactéries dans le sang prélevé qui ne pourraient pas étre détectées sur des
géloses mycologiques (contenant des antibiotiques) utilisées ; CAN2 ou CHROMagar® Malassezia.

En conclusion, nos trois premiers cas d’EIHN a M. restricta que nous décrivons montrent que cette
levure est un agent étiologique sous-diagnostiqué des EIHN. D’aprés notre étude, I'EIHN causée par M.
restricta est associée aux soins, avec une porte d’entrée cutanée, survenant aprés un remplacement
valvulaire chez les trois patients avec de multiples cathéters et la notion de nutrition parentérale avec du
SmofKabiven® pour deux patients. La documentation microbiologique a été possible par la PCR
panfongique ADNr 18S et par I'analyse histologique en utilisant la coloration argentique de Grocott-Gomori
a partir de valves excisées. La forte association entre M. restricta et 'EIHN exige une attention particuliere
pour son diagnostic. Nos données confirment qu'il semble fortement approprié d'inclure la coloration
GMS, la PCR panfongique et éventuellement la culture spécifique de Malassezia spp., en tenant compte de
ses particularités culturales dans des algorithmes décisionnels pour le diagnostic des EIHN. Cela permettra
de déterminer réellement l'incidence et l'impact de cet agent pathogéne. Enfin, nous avons également
démontré une réaction sérologique croisée entre les anticorps anti-mannanes des Malassezia et ceux de C.
albicans. Cette séro-réaction croisée présente un impact médico-thérapeutique majeur. L'EIHN a M.
restricta, naturellement résistante aux échinocandines, pourrait étre mal diagnostiquée comme une
infection fongique invasive a C. albicans dont les échinocandines constituent un des traitements de
référence. Le schéma thérapeutique associe I'amphotéricine B ou des azolés associés a la flucytosine,
comme mentionné dans les recommandations européennes des El. Les mesures associées doivent inclure
I'ablation des cathéters et éventuellement, le cas échéant, I'arrét de la nutrition parentérale avec le
débridement chirurgical.
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L’endocardite infectieuse correspond a la prolifération de microorganismes, généralement bactériens et rarement fongiques,
au niveau de I'endocarde suite a une dissémination microbienne hématogene. C'est une pathologie peu fréquente mais qui
reste |étale en I'absence d’une prise en charge médicochirurgicale précoce et adaptée a I'agent causal. Au cours des derniéres
décennies, ses facteurs de risque, son épidémiologie et son étiologie microbiologique ont été modifiés. En raison du progres
médical, le taux d’endocardites associées aux soins et aux procédures invasives a augmenté, et I'espéce Staphylococcus aureus
est devenue le principal germe responsable. De nouvelles techniques diagnostiques utilisées au cours des derniéres années, en
particulier en cas d'endocardites infectieuses a hémoculture négative, incluant des tests sérologiques, I'auto-
immunohistochimie et les analyses par biologie moléculaire, ont contribué a I'amélioration de la prise en charge de cette
pathologie. En dépit de ces progres, 5,2 % des cas restent encore a ce jour sans documentation étiologique. Ces endocardites
sont généralement plus graves. L'identification rapide de I'agent étiologique est a la fois primordiale et critique pour une
meilleure prise en charge thérapeutique de chaque patient.

L'objectif principal de notre travail a consisté a améliorer le diagnostic microbiologique de ces endocardites. Nous avons
évalué I'apport d’un kit de biologie moléculaire (Molzym UMD-Universal Microbial Detection, Bréme, Allemagne) permettant la
détection simultanée de microorganismes bactériens et fongiques, par une approche de PCR universelle, a partir des
prélevements de valves cardiaques de patients atteints d’endocardite infectieuse a hémoculture négative. Ce kit permet
I’extraction des ADN microbiens aprés leurs enrichissements suite a I’élimination de I’ADN humain dans le prélevement,
I"amplification des acides nucléiques par Polymerase Chain Reaction et leur séquencage.

Cette approche nous a permis d’identifier 'agent étiologique dans 100 % (16/16) des cas de notre série rétrospective
d’endocardites certaines sans diagnostic étiologique. Dans 13 cas sur 16 (81,25 %), I'étiologie était bactérienne compatible avec
le diagnostic d’endocardite. L’originalité de notre travail réside dans la documentation, pour la premiere fois, de trois cas (18,75
%) d’endocardites infectieuses a Malassezia restricta ; une levure lipophile lipo-dépendante saprophyte faisant partie du
microbiote cutané de 'homme. Ces trois cas étaient principalement associés aux soins et a l'utilisation de dispositifs
intravasculaires, dont deux sont survenus chez des patientes en dénutrition sévere ayant nécessité une nutrition parentérale
avec du SmofKabiven®. Nous avons également démontré une réaction sérologique croisée entre les anticorps anti-mannanes de
cette levure et ceux de Candida albicans. Cette séro-réaction croisée présente un impact médico-thérapeutique majeur. En
effet, I’endocardite infectieuse a Malassezia restricta, naturellement résistante aux échinocandines, pourrait étre mal
diagnostiquée comme une infection fongique invasive a Candida albicans dont les échinocandines constituent un des
traitements de référence.
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Amélioration du diagnostic microbiologique des endocardites infectieuses a hémoculture négative
avec la description des trois premiers cas adultes dus a Malassezia restricta.

Th. D. Pharm., LYON 1, 2017, 117 p.

RESUME
L’endocardite infectieuse correspond a la prolifération de microorganismes, généralement bactériens et

rarement fongiques, au niveau de I’endocarde suite a une dissémination microbienne hématogéne. C’est une
pathologie peu fréquente mais qui reste 1étale en 1’absence d’une prise en charge médicochirurgicale précoce
et adaptée a I’agent causal. Au cours des derniéres décennies, ses facteurs de risque, son épidémiologie et son
étiologie microbiologique ont été modifiés. En raison du progrés médical, le taux d’endocardites associées
aux soins et aux procédures invasives a augmenté, et I’espéce Staphylococcus aureus est devenue le principal
germe responsable. De nouvelles techniques diagnostiques utilisées au cours des dernieres années, en
particulier en cas d'endocardites infectieuses a hémoculture négative, incluant des tests sérologiques, 1’auto-
immunohistochimie et les analyses par biologie moléculaire ont contribué a I'amélioration de la prise en
charge de cette pathologie. En dépit de ces progres, 5,2 % des cas restent encore a ce jour sans documentation
étiologique. Ces endocardites sont genéralement plus graves. L’identification rapide de 1’agent étiologique est
a la fois primordiale et critique pour une meilleure prise en charge thérapeutique de chaque patient.

L’objectif principal de notre travail a consisté a améliorer le diagnostic microbiologique de ces
endocardites. Nous avons évalué 1’apport d’un kit de biologie moléculaire (Molzym UMD - Universal
Microbial Detection, Bréme, Allemagne) permettant la détection simultanée de microorganismes bactériens et
fongiques, par une approche de PCR universelle, a partir des prélevements de valves cardiaques de patients
atteints d’endocardite infectieuse a hémoculture négative. Ce kit permet 1’extraction des ADN microbiens
apres leurs enrichissements suite a 1’élimination de I’ADN humain dans le prélévement, I’amplification des
acides nucleiques par Polymerase Chain Reaction et leur sequencage.

Cette approche nous a permis d’identifier 1’agent étiologique dans 100 % (16/16) des cas de notre série
rétrospective d’endocardites certaines sans diagnostic €tiologique. Dans 13 cas sur 16 (81,25 %), I’étiologie
est bactérienne compatible avec le diagnostic d’endocardite. L’originalit¢ de notre travail réside dans la
documentation, pour la premiére fois, de trois cas (18,75 %) d’endocardite infecticuse a Malassezia restricta ;
une levure lipophile lipo-dépendante saprophyte faisant partie du microbiote cutané de ’homme. Ces trois cas
sont principalement associés aux soins et a l’utilisation de dispositifs intravasculaires, dont deux sont
survenus chez des patientes en dénutrition sévére ayant nécessité une nutrition parentérale avec du
SmofKabiven®. Nous avons, également, démontré une réaction sérologique croisée entre les anticorps anti-
mannanes de cette levure et ceux de Candida albicans. Cette séro-réaction croisée présente un impact médico-
thérapeutique majeur. L’endocardite infectieuse a Malassezia restricta, naturellement résistante aux
échinocandines, pourrait étre mal diagnostiquée comme une infection fongique invasive a Candida albicans
dont les échinocandines constituent un des traitements de référence.

MOTS CLES : endocardite infectieuse, endocardite infectieuse a hémoculture négative, étiologie,
endocardite fongique, Malassezia restricta, diagnostic, biologie moléculaire
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