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At the end of the day, we can endure much more than we think we can.
— Frida Kahlo



1y Serment d'Hippocrate

}lu moment d étre admis a devenir membre de la profession médicale, je m'engage
solennellement a consacrer ma vie au service de [ humanité.

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont dus.
Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes malades
sera mon premier but.

Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confis.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir [ honneur et les nobles
traditions de la profession médicale.

Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune considération
politique et sociale, ne s'interposera entre mon devoir et mon patient.

Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa conception.
Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales d une fagon
contraire aux lois de ['humanité.

Je m’y engage librement et sur mon honneur.

A {F -
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Le tout puissant et miséricordiew, quima donné la force etla patience d’accnmp[ir ce modeste travail.
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¥l o
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by
W Jespére avoir pu réaliser en ce jour un de tes réves et
étre digne de ton nom, ton éducation et ta confiance.
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rien qu'd nous deux . Merci d’étre la grande sceur que tu
es. Je te promets de toujours étre ld pour toi en retour
Mon estime pour toi est sans égale .Puisse ce lien de
fraternité nous unir d jamais. Je te souhaite une vie
prospére, pleine de réussite et de bonheur.

A ma chére deuxiéme maman Touria Safaa

Je remercie Dieu d’avoir pu grandir d tes cotés , tu as
orné mon enfance ta présence .Tes yeux pétillants plein
d’amour et de tendresse m’accordent une sérénité infinie
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%ﬂ’ Tu m’as toujours donné de ton temps, ton énergie et de
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/P Je ne te remercierai jamais assez pour ton aide précieuse

N {r‘ pour Lélaboration de ce travail. Je prie Dieu le tout
‘w“ puissant de préserver notre attachement mutuel, et
v W d’exaucer tous nos réves.



| W A Mes grands-méres hajja Khadija et hajja Ghita
'f Je me suis toujours senti comblé de votre amour et votre

Y tendresse. Par vos priéres et vos encouragements qui

m?w m'ont été d'un grand soutien au cours de mon

mwf parcours...Que Dieu vous garde en bonne santé et qu’il
/jj?? nous permette de profiter de votre présence d nos cotés.

A la Mémoire de mes deux Grands-péres (haj laarbi
Bensmail et (haj Mohammed Safaa
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J'aurais bien voulu que vous soyez parmi nous en ce

@’ jour mémorable. J'aurais voulu que vous assistiez d
o N , Laboutissement de ces années de dur labeur, Dieu en a
d” décideé autrement.... Vous étes et vous resterez pour

w toujours graver dans mon esprit et mon ceeur. Que dieu,
J\(f% le miséricordieux vous accueille dans son éternel paradis

) A Mes beaux-parents : Oncle Mohammed SAMI, tante
W’f Bouchra HAMIDI :
C A Yous m’'avez accueilli les bras ouverts.
/?’ Je vous dédie ce travail en témoignage de mon grand
\r“ respect et mon estime envers vous, pour vos conseils et
H‘W i votre soutien moral.

Jimplore dieu qu’'il vous apporte bonheur et santé.

A Mes beaux fréves Hamza et Adam SAMI

Que ce travail soit le témoin de toute mon affection, ma gratitude, et mon
attachement. Que dieu vous garde et vous procure santé et bonheur.

A ma grande famille « Mes oncles, Tantes, Cousins et
Cousines»

Veuillez trouver dans ce travail lexpression de Mon
amour et de mon affection.
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VYous étes pour moi plus que des amis! Je ne saurais
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/w vous porte. Je vous dédie ce travail en téemoignage de ma
grande affection et en souvenir des agréables moments
passés ensemble.

: Vous étes les meilleurs.
w\« ™ A mon amie d’enfance Imane, nous avons grandi
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‘ A ma Chére amie Nouha,
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w’w special d toi. Mevci pour ta géenérosité , ta complicité et
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,J’.J_- A mes amis(es) et collegues
Y 4/ A tous les moments qu’on a passé ensemble, d tous nos
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M
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acceptant de me confier ce travail.
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Liste des abréviations

: Agence francaise de sécurité sanitaire des produits de santé

: Agence nationale d'accréditation et d'évaluation en santé

: Antagonistes des récepteurs de I'angiotensine Il.

: Antécédent.

:Bandelette Urinaire.

:Cockcroft et Gault.

:Chronic kidney disease epidemiology.

: Débit de filtration glomérulaire.

:Facteur de Risque.

:Haute Autorité de Santé.

:Hypertension artérielle.

: Spectrométrie de masse avec dilution isotopique.

. Inhibiteurs de I'enzyme de conversion.

:Indice de Masse Corporelle

. Institut National des Statistiques et des Etudes Economiques.

. Insuffisance Rénale Chronique.

. Insuffisance rénale chronique terminale .

: Kidney disease : improving global outcomes OR Odd Ratio.

: Maroc Greffe Dialyse.

:Modification of the diet in renal disease.

:Medical Subject Headings, thésaurus biomédical de référence.



MG

MRC

NHANES

NKF

NKF/KDOQI

OMS

PEC

PKRD

RAC

RPC

RCP

: Médecin généraliste.

:Maladie Rénale Chronique.

: National Health and Nutrition Examination Survey NICE National Institute For
Health and Clinical Excellence.

: National kidney foundation.

: National kidney foundation / Kidney disease outcomes quality initiative.

: Organisation mondiale de la santé.

: Prise en charge.

: Polykystose rénale autosomique dominante.
: Rapport albuminurie / créatininurie.

: Ratio Protéinurie/Créatininurie.

:Resumé des caractéristiques des produits.
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L’infection,plus particulierement I'inféction sévere de I’enfant constitue a la fois une des
raisons majeures d’admission et une des complications principales des séjours en réanimation
pédiatrique. La mortalité des états de choc septique reste inacceptablement élevée, ceci importe
de définir rapidement la nature bactérienne, virale ou parasitaire de I'infection afin de mettre en

ceuvre rapidement la prise en charge thérapeutique la mieux adaptée.

Les techniques moléculaires actuellement développées (PCR simplex, multiplex)
constituent un progrés important pour le diagnostic des infections respiratoires,

neuroméningées et gastro-intestinales correspondant aux besoins et attentes des cliniciens [1].

La biologie moléculaire comprend l'ensemble des techniques basées sur I'étude, la
détection et la modification des acides nucléiques. C'est un outil a la fois de recherche, de
diagnostic et de prédiction des maladies en médecine humaine. Les techniques de biologie
moléculaire ont connu un essor extraordinaire ces derniéres années passant de processus
lourds, fastidieux et longs a mettre en ceuvre a des techniques partiellement ou totalement

automatisées[2,3].

La PCR multiplex est une nouvelle méthode de diagnostic des maladies infectieuses qui
permet de rechercher simultanément en un seul test I'ensemble des microorganismes les plus

fréquemment responsables d’une infection [1].

Les plateformes multiplex actuellement disponibles (BioFire Filmarray respiratoire),
(Filmarray Méningites/Encéphalites) et (BioFire Filmarray gastro-intestinal), permettent de
distinguer rapidement, les infections virales, des infections bactériennes ,favorisant ainsi la mise
en place d’une stratégie thérapeutique ciblée et précoce sur le pathogéne responsable ,avec pour
conséquence, une faible pression de sélection sur les antibiotiques et un meilleur pronostic pour

le malade [4].
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Ce travail de thése réalisé au sein du service de la réanimation pédiatrique de I'hopital
mere et enfant du CHU Mohammed VI Marrakech, avait pour objectif de démontrer 'apport de la

PCR multiplex sur :

1) Le profil bactériologique.
2) L’impact sur la stratégie thérapeutique.

3) L’impact sur le codt direct.
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|. CADRE ET PERIODE DE L’ETUDE :

Il s’agit d‘une étude rétrospective descriptive et analytique, portant sur 151 patients ayant
bénéficiés d’'une PCR au sein du service de la réanimation pédiatrique de I’hopital Mere Enfant du
CHU Mohammed VI de Marrakech. Cette étude se base sur un historique de données de 3 ans,

s’étendant entre Janvier 2018 et Décembre 2020 (depuis I'instauration de la PCR).
Il. SUPPORT DE L’ETUDE :

1. CRITERES D’INCLUSION :

Dans cette étude ont été inclus :
Les Patients hospitalisés au service de la réanimation pédiatrique agés de moins de 15 ans,
se présentant pour une symptomatologie infectieuse respiratoire, neurologique ou gastro-

intestinale et ayant bénéficiés d’'une PCR au cours de la période d’étude.

2. CRITERES D’EXCLUSION :

Dans cette étude ont été exclus:
e Patients n’ayant pas bénéficié de PCR.

e Patients non hospitalisés en réanimation pédiatrique.

[1l. RECEUIL DES DONNEES :

Le recueil des données a été fait a partir de la base des données du service de
microbiologie et des dossiers d’hospitalisation des patients admis au sein du service de la
réanimation pédiatrique de I’hopital Mére et Enfant du CHU Mohammed VI de Marrakech.

Les données ont été recueillies sur une fiche d’exploitation (Annexes) comportant les
données suivantes :

Profil épidémiologique du patient :

o0 Sexe
o Age

o Origine démographique
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o Statut vaccinal
Présentation clinique :
o Antécédents pathologiques
o Symptomatologie clinique
Signes respiratoires
Signes neurologiques
Signes gastro-intestinaux
Examens paracliniques :
Bilan sanguin
Bilan radiologique
Bilan bactériologique
Résultats de la culture
Résultats de la PCR multiplex
Diagnostic étiologique Prise en charge thérapeutique :
e Attitude thérapeutique initiale
e Attitude thérapeutique aprés résultat de la PCR

Evolution

IV. Diagnostic microbiologique :

1. Nature du prélévement

a- Prélevement nasopharyngé :

al-Préparation du matériel :

Le prélevement des sécrétions nasopharyngées a été réalisé par écouvillonnage en utilisant

un kit d’écouvillonnage fourni par le laboratoire avec un milieu de transport (Fig. 1).
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Figure 1 : Kit de préléevement nasopharyngé.

a2-Technique du prélévement par écouvillonnage nasopharyngé : (Fig. 2).

- Maintenir la téte du patient inclinée en arriere.

- Insérer I’écouvillon dans la narine, et le pousser délicatement le plus loin possible,
parallelement au palais.

- Laisser I’écouvillon en place quelques secondes puis le retirer lentement en lui
imprimant un léger mouvement rotatif. Procéder de méme pour ’autre narine avec
le méme écouvillon.

- Plonger I’écouvillon ensuite dans le milieu de transport : la tige est cassée
manuellement pour permettre la fermeture étanche du bouchon.

- Le tube est adressé au laboratoire de microbiologie, dans un milieu de transport

[5].

Figure 2 : Technique du prélévement nasopharyngé.

b- Prélévement neuromeningé :

bl-Préparation du matériel :

L’étude se fait sur des préléevements de LCR réalisés par des ponctions lombaires par

trocart adapté (Figure3), recueillis sur tubes stériles (Figure 4).
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Figure3 : trocart pour PL Figure 4 : Tubes stériles a LCR .

b2-Technique du prélévement :

La ponction lombaire correspond au prélévement du liquide céphalo-rachidien.
Ce geste est réalisé au moyen d'un trocart introduit entre deux vertebres du bas du dos,
généralement entre L4 et L5 ou L3 et L4, a I'endroit de la colonne ou la moelle épiniere n'existe

plus [ 6].

c- Prélévement gastro-intestinale :

Cl-Préparation du matériel :

L’examen se pratique sur des selles liquides, molles, glaireuses ou hémorragiques, ou sur
indications trés précises pour des selles solides. recueillies a I'aide d’un écouvillonnage rectal

(figure 5) [7.8].

Figure 5 : écouvillonnage rectal



https://www.doctissimo.fr/html/sante/analyses/sa_735_lcr.htm�
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C2- Technigue du prélévement par écouvillonnage rectal :

Le prélevement est réalisé dans les premiers jours de la maladie et, si possible, avant le
début de I'antibiothérapie. Les selles sont recueillies a I'aide d’un écouvillonnage rectal qui sera

acheminé dans un milieu de transport « Copan » [9, 10,11].

2. Traitement du prélévement :

Chaque prélévement recu au laboratoire a bénéficié d’une PCR multiplex par I’automate
FilmArray qui integre la lyse de I’échantillon, I’extraction des acides nucléiques, I'amplification,
la détection et I'analyse dans un systéme simple qui nécessite 2 minutes de préparation et une

durée totale d’analyse d’environ deux heures [12].

Tableau | : les pathogénes détectés par le panel respiratoire FilmArray

Virus : Bactéries :
Adénovirus Virus de la grippe A/H1- Bordetella pertussis
Coronavirus HKU1 2009 Bordetella parapertussis
Coronavirus NL63 Virus de la grippe A/H3 Chlamydophila pneumoniae
Coronavirus 229E Virus de la grippe B Mycoplasma pneumoniae
Coronavirus 0C43 Virus para influenza 1
Métapneumovirus humain Virus para influenza 2
Entérovirus/rhinovirus humains Virus para influenza 3
Virus de la grippe A Virus para influenza 4
Virus de la grippe A/H1 Virus respiratoire syncytial

Tableau Il : les pathogénes détectés par le panel ME FilmArray .

Virus Bactéries Levures
Cmv Pneumocoque Cryptococcus
Entérovirus Méningocoque neoformans/gattii
Herpes simplex virus 1 (HSV-1) Haemophilus influenzae
Herpes simplex virus 2 (HSV-2) Listeria monocytogenes
Human herpes virus 6 (HHV-6) Escherichia coli K1
Varicella zostervirus (VZV) Streptococcus B
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Tableau Il : les pathogénes détectés par le panel Gl FilmArray .

Bacteries : E.coli
Campylobacter(jejuni/coli/upsaliensis) E. coli entéro-agrégatif (EAEC)
Vibrio(parahaemolyticus/vulnificus) E. coli entéro-toxinogene (ETEC)
Salmonella spp. E. coli entéro-pathogéne(EPEC)
Plesiomonas.shigelloides. E.coli producteur de shiga-toxines (STEC)
Yersinia enterocolitica. E. coli 0157
Clostridium difficile (toxine A / B) E. coli entéro-invasif (EIEC) / Shigella spp.
Vibrio cholera

Virus : Parasites :
Adénovirus F40/41 Cryptosporidium spp
Astrovirus norivirus GI/Gll Giardia lamblia
Rotavirus A entamoeba histolytica
Saprovirus (I, I, IV, V) cyclospora cayetanensis

3. Principe de la PCR :

3.1 Préparation de la cassette :

La préparation d’une cassette FilmArray® est tres simple, elle nécessite moins de 5 minutes

de manipulation en incluant le nettoyage de la zone de travail (Fig. 6).

Insérer la cassette Ajouter le tampon Insérer la cassette

Injecter la solution

dans la station d’hydratation

de chargement

de I'échantillon et Péchantil dans I'instrument
I'échantillon Bl lon et lancer lanalyse

Figure6 : préparation d’une cassette filmarray.

Cette étape consiste a injecter dans la cassette, préalablement insérée sur la station de
chargement, une solution d’hydratation et le tampon de lyse contenant 200 uL de notre

échantillon dilué dans un milieu Cary-Blair.

- 10 -



Apport du Diagnostic moléculaire en pathologie infectieuse En milieu de réanimation pédiatrique

Des orifices sont prévus a cet effet sur la cassette et des codes couleurs indiquent a
I’opérateur I'orifice d’injection de chaque solution.

L’aspiration des solutions dans la cassette est réalisée grace a un vide d’air qui permet de
s’affranchir de toute mesure de volume.

Cette préparation doit étre effectuée dans des conditions d’hygiene strictes, sous une
hotte dédiée apres nettoyage de la zone de travail et de la station de chargement [13,14].
Etapes ::

Avant I'analyse, on prépare la cassette en y injectant la solution d’hydratation et

I’échantillon combiné avec son tampon (Fig. 7).

Reagent
Storage

Chemicalj
Circuit
Board

Sample
Extraction & 1% Stage

Preparation Multiplex
PCR 2nd Stage PCR

Figure 7 : schéma d’une cassette Filmarry.

La Station de chargement de la cassette a été concue pour éviter les erreurs, en fournissant
des instructions et des indications visuelles sous la forme de fléches de couleur, afin de garantir
le chargement correct de la cassette. Elle contient 2 puits : le bleu ou on introduit le flacon

d’injection d’hydratation et le rouge pour le flacon de I’échantillon.

-11 -
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Les étapes de préparation de I’échantillon et de la cassette sont les suivantes

A-La cassette est introduite dans la station | B- La solution d'hydratation est injectée dans
de chargement _ I'orifice d’hydratation de la cassette

C-Le tampon d'échantillon est ajouté au | D- L’échantillon est ajouté au flacon en
flacon d'injection d'échantillon : utilisant la pipette de transfert

-12 -
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F-Le mélange échantillon / tampon est

E-Le flacon d’échantillon est fermé et
injecté dans I'orifice d’échantillon de la

retourné 3 fois pour mélanger

>

cassette.

I’échantillon.

A- Introduction de la cassette dans le

G- La cassette est préte pour I’analyse

'.*"f -l'_"L,E. u}

automatisée. bloc de I'automate.

- 13-
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3.2. Principe de I’analyse :

Une fois la cassette insérée dans l'automate FilmArray®, toute I'analyse est automatisée
jusgu’au rendu du résultat. Les réactifs nécessaires a I'extraction et purification des acides
nucléiques, la transcription inverse, les PCR et la détection sont contenus dans la cassette sous
forme lyophilisée. Une fois I'analyse lancée, plusieurs étapes vont se succéder dans les différents

compartiments de la cassette [13, 15].

Prélevement ’ Lyse Fixation Lavage Elution

’ —_— ,:'.s
\ APAL
' ' " . I'
\ \ /
-~ 7 ‘\s-‘/
__ __

e Lyse et purification des acides nucléiques :

L’échantillon est tout d’abord lysé par une combinaison de processus chimiques et
mécaniques (broyage par billes) afin de libérer les acides nucléiques. Ces derniers sont ensuite
capturés, lavés et élués selon une technique utilisants 62 billes magnétiques. Ces étapes sont
réalisées dans les trois premiers compartiments de la cassette. (Figure n°7) [13.15.16].

e Transcription inverse et 1ére PCR multiplex

De nombreux agents entéro-pathogénes sont des virus a ARN, une étape de transcription
inverse (RT-PCR) est donc nécessaire afin de convertir I’ARN viral en ADN complémentaire avant
I’lamplification. En paralléle, une premiere réaction de PCR se déroule afin d’amplifier
d’éventuelles séquences cibles présentes dans I’échantillon. La solution d’acides nucléiques
purifiés est mélangée a une solution préchauffée contant les réactifs nécessaires a la
transcription inverse et a la premiére réaction de PCR (amorces, transcriptase,...). Cette premiére
PCR permet d’enrichir la solution en acides nucléiques cibles présents dans I’échantillon

[13.16.17].

- 14 -
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e 2é&me PCR (PCR nichée)

Avant cette deuxiéme réaction, les produits de la premiére PCR sont dilués et mélangés
avec un agent intercalant fluorescent (LCgreen® Plus). Cet agent émet un signal de fluorescence
lorsqu’il est fixé sur I’ADN double brin. L’analyse FilmArray® fait appel a la technique dite de la
PCR nichée (nested PCR). Cette technique consiste a réaliser une deuxieme réaction de PCR
ciblant une séquence d’acides nucléiques inclus dans les produits d’amplification de la premiére
réaction. Cette opération est réalisée dans des micro-puits contenant une deuxiéme paire
d’amorces ciblant des séquences d’acides nucléiques spécifiques des agents pathogénes
recherchés. Dans chaque puit se déroule donc une réaction de PCR simple si la séquence cible
est présente. Cette technique de PCR nichée permet de limiter fortement les problémes
d’amplification non spécifique (fixation des amorces sur un site incorrect) et donc d’améliorer la
spécificité de la réaction. Chaque paire d’amorces est présente en trois exemplaires (trois puits
contenant la méme paire d’amorces) [13, 18].

e Controles de qualité :

Deux contrdles sont inclus dans chaque cassette :

e RNA Process control (contrdle du traitement de I’ARN)

Ce controle cible un  produit de transcription (ARN) d’'une levure,
Schizosaccharomycespombe, présente sous forme lyophilisée dans la cassette. Ce contrble passe
par toutes les étapes du processus d’analyse, notamment la lyse, I’extraction et purification des
acides nucléiques, la transcription inverse, la 1ere étape de PCR, la dilution, la 2éme PCR et la
fusion de I’ADN. Un résultat positif indique donc que toutes ces étapes se sont déroulées

correctement [13.19].

- 15 -
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e PCR2 control (contrble de PCR 2)

Ce controle utilise une cible d’ADN séchée dans les micro-puits avec les amorces
correspondantes. Un résultat positif indique que la 2éme réaction de PCR s’est déroulée
correctement.

Pour qu’une analyse soit validée, les deux tests de controle doivent étre positifs, le
systéme émet alors un rapport d’analyse comportant les résultats de type détecté / non détecté,

pour chaque pathogéne recherché [13.20 ,21].

3.3-Interprétation :

L’analyse automatique des courbes de fusion (Fig8) par le logiciel permet de générer le
rapport complet (Figures 9 a, b, c.)

3 critéres sont nécessaires :

1. Au moins 2 des 3 courbes de fusion positives
2. Point de fusion dans la plage spécifique du test

3. Point de fusion d’au moins 2 des 3 courbes similaires (a1°C).

Courbss s fhusiom SSrwass

LU ]

e 2 o L Pics de fusion

Figure 8 : Représentation des dérivées des 3 courbes de fusion pour 2 cibles différentes

- 16 -
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g; FilmArray™ $
sl Respiratory Panel Bl D FLEE
wwrw_BloRrelx com

Run Summary

Sample ID: . DN Run Date: 16 May 2018 4:23 FM

Detected: Mone Controls: Passed

Equivocal: Mone
Result Suemmany

Mot Detected Adenovinus

Mot Detected Comonavirus 220E

Mot Detected Coronavinus HEL

Mot Detected Coronawvirus MLE3

Mot Detected Coronawvirus (2C43

Mot Detected Human Metapneumowirus

Mot Detected Human Rhimowirus/Enterowvirus

Mot Detected Influenza &

Mot Detected Influenza B

Mot Detected Paraimfluenza Wirus 1

Mot Detected Paraimfluenza Wirus 2

Mot Detected Paraimfluenza Wirus 3

Mot Detected Parainfluenza Virus 4

Mot Detected Respiratory Syncytial Virus

Mot Detected Bordefafa perfussis

Mot Detected Chlampdophila pneumonias

Mot Detected AMycoplaams preumonise
Run Details

Pouch: Respirstory Pamel v1.7 Protocol: NP5 v30
Run Status: Completed operater- [
Serial No_: 14080838 Instrument: ZFADSE0Z
Lot No_: 873918

Figure 9a: Modeéle de rapport de résultat Filmarray panel respiratoire .

-17 -



Apport du Diagnostic moléculaire en pathologie infectieuse En milieu de réanimation pédiatrique

FilmArray®
Meningitis / Encephalitis (ME) Panel -IvD ~ B'© $ FIRE

Run Summary

Sample ID: I | Run Date: 21 Jun 2015
1:47 PM
Detected: Human herpesvirus 6 Controls: Passed

/L\. WARNING: The FilmArray ME panel does not distinguish between latent and active CMV and HHV-6 infections. Detection of these
viruses may indicate primary infection, secondary reactivation, or the presence of latent virus. Results should always be interpreted
in conjunction with other clinical, laboratory and epidemiological data.

Result Summary
Bacteria
Not Detected Escherichia coli K1
Not Detected Haemophilus influenzae
Not Detected Listeria monocytogenes
Not Detected Neisseria meningitidis
Not Detected Streptococcus agalactiae
Not Detected Streptococcus pneumoniae
Viruses
Not Detected Cytomegalovirus
Not Detected Enterovirus
Not Detected Herpes simplex virus 1
Not Detected Herpes simplex virus 2
Not Detected Human herpesvirus 6
Not Detected Human parechovirus
+ Detected Varicella zoster virus
Yeast
Not Detected Cryptococcus neoformans/gattii
Run Details
Pouch: ME Panel v1.4 Protocol: CSFv2.0
Run Status: Completed Operator: m———
Serial No.: 01422247 Instrument: [TIFA"FA2430

Lot No.: 140411A

Figure 9b: Modéle de rapport de résultat Filmarray panel ME .
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FilmArray
Gl Panel BIOGSFIRE
Run Summary
Sample ID: | N | Run Date: 27 Sep 2013
12:03 PM
Detected: Clostridium difficile toxin A/B Controls: Passed
Result Summary
Bacteria
Not Detected Campylobacter
v Detected Clostridium difficile toxin A/B
Not Detected Flesiomonas shigelloides
Not Detected Salmonella
Not Detected Vibrio
Not Detected Vibrio cholerae
Not Detected Yersinia enterocolitica
Diarrheagenic E. coli/Shigella
Not Detected Enteroaggregative E. coli (EAEC)
Not Detected Enteropathogenic E. coli (EPEC)
Not Detected Enterotoxigenic E. coli (ETEC) It/st
Not Detected Shiga-like toxin-producing E. coli (STEC) stx1/stx2
N/A E. coli 0157
Not Detected Shigella/Entercinvasive E. coli (EIEC)
Parasites
Not Detected Cryptosporidium
Not Detected Cyclospora cayetanensis
Not Detected Entamoeba histolytica
Not Detected Giardia lamblia
Viruses
Not Detected Adenovirus F 40/41
Not Detected Astrovirus
Not Detected Norovirus GI/GlI
Not Detected Rotavirus A
Not Detected Sapovirus [
Run Details
Pouch: Gl Panel v2.1 Protocol: Stool FAv2.3
Run Status: Completed Operator: John Madison (jrm)
Serial No.: 00788640 Instrument: ITI FA"FA1315"
Lot No.: 133813

Figure 9c: Modéle de rapport de résultat Filmarray panel Gl.
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V. Etude statistique :

Le logiciel Microsoft Excel a été utilisé pour toutes les analyses statistiques.
Les variables catégoriques ont été exprimées en fréquences et en pourcentages tandis que les

variables continues sont exprimées sous forme de moyenne et de déviation standard.
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Résultats :

|. PROFIL EPIDEMIOLOGIQUE

Sur une période de 3 ans, 151 patients hospitalisés ont été inclus dans cette étude.
A.L’age :
L’age des patients inclus dans notre étude était compris entre 1jour et 180 mois (15 ans),
avec une médiane d’age de 11 mois et la tranche d’age la plus représentée

était inférieur a 1 an (Figure 10).

51%

19%
17%
13%
13 BEL ——
10 11 17
infalAn 1a2Ans 2a5Ans 5Ans a 15 Ans

m PCR_RESPIRATOIRE m PCR_NEUROMENIGEE m PCR_GASTROINTESTINALE

Figure10 : Répartition des patients selon les tranches d’age.
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B. Le sexe :

Sur les 151 patients, 93 étaient de sexe masculin (62%) et 57 étaient de sexe féminin (38%)

avec un sexe ratio H /F de 1 ,6. (Figure 11).

B Féminin

= Masculin

Figure 11: Répartition des patients selon le sexe.

C. Le motif d’hospitalisation :

Dans notre étude , la détresse respiratoire était le motif d’hospitalisation le plus fréquent
(31.7%), suivie par les méningo-encéphalites (21.8%), les bronchopneumopathies (17,8%), les

gastroentérites (12.5 %), et les états de mal convulsifs (11.2%).
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Tableau | : Motif d’hospitalisation des patients prélevés.

Motif d’hospitalisation Pourcentage Nombre des patients
Détresse respiratoire 31.7% 48
Méningo-encéphalites 21.8% 33
Bronchopneumopathies 17.8% 27
Gastroentérites 12.5% 19
Etats de mal convulsifs 11.2% 17
Autres 4.6% 7
Total général 100% 151

D.L’Origine démographique :

Cette étude a montré que 69% des patients prélevés étaient d’origine urbaine et 31% étaient

d’origine rurale (Figure 12).

69%

H Urbaine

Rurale

Figurel?2 : Répartition des patients selon I’origine démographique.
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E. Le Statut vaccinal :

Dans cette série, 77% des patients étaient bien vaccinés selon le programme national

d’immunisation, alors que 23% avaient une vaccination incomplete (Figure 13).

H NON
mQUI

Figure 13: statut vaccinal des patients prélevés.

II. PRESENTATION CLINIQUE :

A. Antécédents pathologiques :

Des antécédents pathologiques particuliers ont été retrouvés chez plusieurs enfants et ont

été répartis comme suit :

Tableau Il : Répartition des différents antécédents pathologiques recherchés .

Antécédents pathologiques : Pourcentage
Bronchiolites virales 40.20%
Méningites 15.42%
Immunodépression 11.02%
Epilepsie 10.13%
Asthme 7.11%
syndrome polymalformatif 6.35%
Hydrocéphalie 5.07%
Prématurité 3.09%
RAS 1.61%
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B. Symptomatologie clinique :

b-1 manifestations cliniques :

Le tableau clinique a I’admission, était fait de plusieurs symptomes, qui ont été résumés

sur la figure suivante :

Hypotonie I 2%
Diarrhée I 3%
Douleurs abdominales | 4%
Toux NN 6%
Convultion et troubles de conscience GGG 10%
Vomissement NN 11%
SD meningé NN 12%
Anomalies auscultatoires I 13%
SLR I 15%
Fievre I —— 24%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%

Figurel4 : Répartition des patients selon les symptomes cliniques présentés.

b-2 Fievre :
Sur I’ensemble des patients prélevés 59% étaient fébriles tandis que 41% étaient apyrétiques

avec une température moyenne a I'admission chiffrée a 37.9°C (Figure 15).
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41%

59%

B APYRETIQUE mFIEVRE

Figurel15 : Répartition des patients selon la température a I’admission.

lll. Profil paraclinique des patients prélevés.

A. Bilan sanguin :

Un syndrome infectieux a été défini biologiquement par la présence d’une
Hyperleucocytose a prédominance neutrophile (globules blancs >10000/mm3, PNN> 7000, et une

CRP >5 mg / ml).
La numération de la formule sanguine a été réalisée chez tous les patients, et la CRP a été
réalisée chez 93% des patients.
Dans notre série, 59,3 % et 52,8 % des patients avaient respectivement une augmentation

de la CRP, et une hyperleucocytose a prédominance neutrophile.

B. Bilan radiologique :

B1l-Thoracigue :

Dans cette étude, des radiographies pulmonaires ont été réalisées chez 46.3% des enfants
prélevés (N=151) Ces radiographies thoraciques étaient considérées comme normales chez 37.5 %

des patients, tandis que chez 62,5% des patients, des anomalies radiologiques ont été retrouvées.
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B2-Cérébral :
Dans cette étude, des scanners cérbraux ont été réalisés chez 31.25% des enfants prélevés
pour symptomatologie neuroméningée (n=52), des anomalies ont été retrouvées chez 62% des

patients.

IV. TRAITEMENT PROBABILISTE :

Chez les patients prélevés pour suspicion d’infection respiratoire ,97 % ont recu une
antibiothérapie probabiliste. Plusieurs molécules ont été administrées chez ces patients, avec une
nette prédominance de l'association Amoxicilline +Acide clavulanique chez 53% des enfants,

suivie par les macrolides (15%) (Figure 16).

Abstention

Amox + genta+macrolides

Amox+C3G+ + genta
Amox +Macrolide

C3G+Genta+Macrolides

Amox+ AC+macrolides

C3G

C3G + Genta

Macrolides

Amox+ AC

15%
53%

Figure 16: Répartition des différentes molécules administrées en antibiothérapie probabiliste
pour suspicion d’infection respiratoire.

Chez les patients prélevés pour suspicion d’infection neuroméningée 95% ont recu une
antibiothérapie probabiliste. Plusieurs molécules ont été administrées chez ces patients avec
une nette prédominance de céphalosporine de troisieme génération, soit Céfotaxime ou

Ceftriaxone, a doses élevées chez (72%) des patients prélevés (Figure 17).
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m C3G = Amoxicilline Amoxcilline+genta Abstention

Figure 17 : Répartition des différentes molécules administrées en antibiothérapie probabiliste

pour suspicion d’infection heuromeningée.

Chez les patients prélevés pour suspicion d’infection gastro-intestinale, 91% ont recu une
antibiothérapie probabiliste. Plusieurs molécules ont été administrées chez ces patients avec

une nette prédominance de céphalosporine de troisiéme génération chez 45% des patients

(Figure 18).
Abstention 9%
Ciprofloxacine 7%
Macrolide 13%
C3G + Metronidazol | 15%
C3G+ GENTA __ 11%
C3G | 45%

Figure 18: Répartition des différentes molécules administrées en antibiothérapie probabiliste
pour suspicion d’infection gastro-intestinale.
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V. PROFIL MICROBIOLOGIQUE :

A. Prévalence générale :

Sur ’ensemble des enfants inclus dans notre série :
e L’infection respiratoire a été documentée chez 52% (n=78).
e L’infection neuroméningée a été documentée chez 34% (n=52).

e L’infection gastro-intestinale a été documentée chez 14 % (n=21).

Al-Résultats méthodes conventionnelles :(culture)

-L’infection respiratoire n’a été documentée chez aucun patient.
-L’infection neuromeningée a été documentée chez 3 patients soit un taux de
positivité globale de 6% (n=52).

-L’infection gastro-intestinale a été documentée chez 7 patients soit un taux de

positivité globale de 33% (n=21).

Tabeau lll : Résultats des méthodes conventionnelles :

Résultat GASTRO-INTESTINALE NEUROMENIGEE RESPIRATOIRE Total
méthode général
conventionnelle
Négatif 14 49 78 141
Positif 7 3 0 10
Total général 21 52 78 151

A2 -Résultats PCR :

-L’infection respiratoire a été documentée chez 60 patients soit un taux de positivité

globale de 77% (n=78).

-L’infection neuroméningée a été documentée chez 12 patients soit un taux de positivité

globale de 24% (n=52).
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-L’infection gastro-intestinale a été documentée chez 15 patients soit un taux de positivité

globale de 71% (n=21).

Tableau IV :Résultats de la technigue PCR :

Négatif 6 40 18 63
Positif 15 12 60 87
Total général 21 52 78 151
PCR_GASTROINTESTINALE PCR_NEUROMENIGEE PCR_RESPIRATOIRE
M Positive W Négative

Figurel9 : Taux de détection par FilmArray des échantillons analysés.

A3 - Concordance du Filmarray avec les méthodes conventionnelles dans la détection des

Dans notre étude :
- le panel Gl FilmArray avait détecté 22 bactéries et la culture avait identifié 9 bactéries sur

21 prélevements gastro-intestinaux réalisés.
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-Le panel NM FilmArray avait détecté 9 bactéries et la culture avait identifié 3 bactéries sur

52 préléevements neuromeningés réalisés.

-Le taux de positivité global par la PCR (58%) est >> a celui de la culture (7%).

A-4 -Utilisation du Filmarray sur des prélévements testés négatifs par les autres méthodes

LeFilmarray NM avaitdétecté 3 cas de pneumocoque, 2 Haemophilus et 1 méningocoque

dans des prélévements testés négatifs par les autres méthodes.

Tableau Va : Prélévements négatifs par culture et détectés par Filmarray NM.

Nombre de patients Culture Filmarray
3 Négative Pneumocoque
2 Négative Haemophilus
1 Négative Méningocoque

LeFilmarray Gl avait détecté 3 cas de Clostridium difficile, 3 Shigella ,1 Campylobacter et 6

Escherichia coli dans des prélévements testés négatifs par les autres méthodes.

Tableau Vb : Prélevements négatifs par culture et détectés par Filmarray Gl.

Nombre de patients Culture Filmarray
3 Négative Clostridium difficile
3 Négative Shigella
1 Négative Campylobacter
6 Négative Escherichia coli
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B. Agents pathogeénes identifiés par la téchnigue PCR :

B1- Répartition selon le type de pathogéne :

Dans cette étude, Il'ensemble des germes identifiés était 113 germes.
Concernant les types d’agents pathogénes détectés, les virus sont largement dominants avec 71%
d’échantillons positifs, suivis des bactéries avec 27% positifs, les parasites sont nettement

minoritaires avec 2% (Figure 20).

2%

= Virus [ Bacteries Parasites

Figure20 : répartition des patients selon I’étiologie bactérienne ou virale.

B2- La répartition des agents pathogenes détectés.

Dans I’ensemble des infections respiratoires documentées par la PCR le germe le plus
fréquent était le rhinovirus (n=30), suivi par le VRS (n=17), suivi par le virus parainfluenzae (n=9)

(Figure 21).
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Bordetella pertussis 1%
Mycoplasma pneumoniae 1%
Adenovirus 11%
Metapneumovirus 11%
Virus parainfluenzae 12%
Virus respiratoire syncytial 23%

Enterovirus/Rhinovirus 41%

Figure 21: La répartition des agents pathogénes détectés par le panel respiratoire FilmArray.

Dans I’ensemble des infections neuroméningées documentées par la PCR le germe le plus
fréquent était le streptococcus pneumoniae (n=5), suivi par I'Haemophilus influenzae de type B

(n=3), suivi parl’Herpes simplex de type 1 (n=2) (Figure 22).

Enterovirus | 8%
N,meningitidis | 8%
Herpes simplex virus | 17%
H,influenzae b | 25%
S,pneumoniae | 42%

Figure22 : La répartition des agents pathogénes détectés par le panel ME FilmArray .
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Dans I'ensemble des infections gastro-intestinales documentées par la PCR le germe le plus
fréquent était Escherichia coli entéropathogéne (n=5) suivi par Escherichia coli entéro-invasif

(n=4), suivi par I’entérovirus VRS (n=3) (Figure 23).

Adenovirus

Sapovirus

Salmonella

E,coli enteroaggregative

E,coli productrice de shiga-toxine

Clostridium
Enterovirus
E,coli enteroinvasive 15%
Shigella 15%

9%

E,coli enteropathogene

Figure 23: La répartition des agents pathogénes détectés par le panel Gl FilmArray.

C. Répartition selon les tranches d’age :

C1- Infections respiratoires :

L’Enterovirus /Rhinovirus était prédominant chez toutes les catégories étudiées dont I'age
est inferieur a 5 ans avec un taux de 42%, cependant chez les patients plus de 5 ans le seul

germe rencontré était le VRS (Figure 24).
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100%
Sl
Ans
8% 2% 17% 33%
23% 46% 8% 15% 8%
1a240s o ]
8% 2% 40% 10% 2% 6% 31%
ofa1ans [N I
0% 20% 40% 60% 80% 100%
W Adénovirus M Bordetella pertussis Entérovirus/Rhinovirus
B Métapneumovirus B mycoplasma pneumoniae virus parainfluenzae

M Virus respiratoire syncytial

Figure 24: Répartition des agents pathogenes,dans I’atteinte respiratoire : selon les différentes

tranches d’age.

C2 -infections neuromeninggés :

Chez les enfants moins de 1 an la fréquence de I’enterovirus et du streptocoque
pneumoniae était équiprobable 50 % ; chez la tranche d’age 1-2 ans le germe le plus fréquent
était I’haemophilus influenzae avec un taux de 67 % ,ce méme taux est retrouvé chez la tranche
d’age 2-5 ans ou le germe le plus fréquent était I’herpes simplex virus ,cependant I’enterovirus

était le germe le plus fréquent chez la tranche d’ age d’enfant plus de 5 ans , il représentait 75%

de I'ensemble des agents détectés (Figure 25).
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25% 75%
5Ans a 15 Ans

67% 33%
2a5Ans

67% 33%
1a2Ans

50% 50%
InfalAn

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

M Enterovirus W H,influenzaeb  m Herpes simplex virus B N,meningitidis ™ S,pneumoniae

Figure 25 : Répartition des agents pathogénes ,dans I’atteinte neuromeningé selon les

différentes tranches d’age.

C3- infections gastro-intestinales :

La salmonelle était le seul agent identifié chez les enfants dont I'age est superieur a 5 ans et I'agent
prédominant chez les enfant dont I'age est entre 1 et 2 ans (33%), entre 2 et 5 ans I'E.coli entéroinvasif

était I'agent le plus fréquent (29%) et pour les enfants dont I'age est inferieur a 1 an, 'adenovirus était le

germe le plus prépondérant ,il représentait 31% de I'ensemble des agents détectés (Figure 26).

s ans 3 15 ans |

29% 14% 14% 14% 29%

2asans | s

33% 17% 17% 17% 17%

1a2ans | I
8% 8% 8% 31% 8% 8% 15% 8% 8%

2 1ans [ I

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

W Adenovirus B Clostridium M E,coli enteroaggregative
M E,coli enteroinvasive M E,coli enteropathogene M E,coli productrice de shiga-toxine
H Enterovirus B Salmonella H Sapovirus

Figure 26 : Répartition des agents pathogénes dans I’atteinte gastrointestinale, selon les

différentes tranches d’age.
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D. Répartition selon la symptomatologie clinique :

Les premiers Symptomes sont peu spécifiques et varient en fonction du

germe infectieux :

Virus respiratoire syncytial

virus parainfluenza

mycoplasma pneumoniae

W APYRETIQUE

Met i
etapneumovirus ®m FIEVRE

Enterovirus/Rhinivirus

Adenovirus

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure27 : Distribution des différents agents pathogénes dans I’atteinte réspiratoire selon la

température moyenne a I’admission.

shigella
salmonella
E,coli productrice de shiga-toxine
E,coli enteropathogene | m APYRETIQUE
E,coli enteroinvasive H FIEVRE
E,coli enteroagreagregative

clostridium

0% 50% 100%

Figure 28: Distribution des différents agents pathogénesdans I’atteinte gastrointestinale selon la

température moyenne a I’admission.
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S,pneumoniae

N,meningitidis
H APYRETIQUE

H,influenzae b B FIEVRE

Enterovirus

(I

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 29: Distribution des différents agents pathogénes dans I’atteinte neuroméningée selon la

température moyenne a I’admission.

E. Proportion de chaque agent infectieux identifiés dans la mono ou la

coinfection :

La proportion de chaque groupe d’agent pathogéne identifié¢ dans les coinfections était

différente entre les agents étudiés.

E1- Infections respiratoires :

Dans cette série, le panel respiratoire FilmArray a détecté 45 échantillons qui contiennent
un seul pathogéne, soit un taux de 60 % des mono infections dans la population étudiée.

L’analyse des échantillons par le panel respiratoire FilmArray a mis en évidence au moins
deux pathogénes dans 29 échantillons sur 74, soit un taux de co-infection de 40 %.

La coinfection la plus détectée dans ce travail, était I’association Rhinovirus+Adenovirus,

suivie de I’association Rhinovirus + Entérovirus.
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Tableau VI : Proportion de chaque agent infectieux détecté par le panel respiratoire FilmArray
dans la mono et la coinfection virale.

PCR_RESPIRATOIRE Adenovirus 8 0 8
Bordetella pertussis 1 1 0
Enterovirus/Rhinovirus 30 20 10
Metapneumovirus 8 6 2
mycoplasma pneumoniae 1 0 1
virus parainfluenzae 9 6 3
Virus respiratoire syncytial 17 12 5

Total général 74 45 29

8 1 30 1 9
33% 25% 33% 29%
100% 100% 100%
0,
67% /5% 67% 71%
o S o 5 ) > >
W« & & © § o &
Qo S S o O N N
¥ & < < \)@ QO S\
e \\’bQ 0(,)\ (\Q/\) QQ@ ,b(b\ é\&
E)é@/ 0\‘\\‘\ Q\’\?Q ((\’b \)r—,Q . \(Z;\’
< 0\ O Q) & Q
<P <2 NG R &
< (’oQ \)(_)Q
Q A‘\&

MONO INEFECTION CO-INFECTION

Figure 30: Proportion de chaque agent infectieux détecté par le panel respiratoire FilmArray dans

la mono et la coinfection virale.

- 40 -



Apport du Diagnostic moléculaire en pathologie infectieuse En milieu de réanimation pédiatrique

E2-infections neuromeningées :

Dans ce travail, aucune coinfection n’a été détectée.

Tableau VIl : Proportion de chaque agent infectieux détecté par le panel NM FilmArray dans la
mono et la coinfection virale.

PCR_NEUROMENIGE Enterovirus 1 1 0
H,influenzae b 3 3 0
Herpes simplex virus 2 2 0
N,meningitidis 1 1 0
S,pneumoniae 5 5 0
Total général 12 12 0
1 3 2 1 5
100% 100% 100% 100% 100%
Enterovirus H,influenzae b  Herpes simplex virus  N,meningitidis S,pneumoniae
MONO INEFECTION CO-INFECTION

Figure 31: Proportion de chaque agent infectieux détecté par le panel NM FilmArray dans la

mono et la coinfection virale.

E3- infections gastro-intestinales :

Dans cette série, le panel Gl FilmArray a détecté 7 échantillons qui contiennent un seul

pathogene, soit un taux de 25 % des mono infections dans la population étudiée.
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L’analyse des échantillons par le panel Gl FilmArray a mis en évidence au moins deux

pathogenes dans 20 échantillons sur 27, soit un taux de co-infection de 75 %.

La coinfection la plus détectée dans ce travail, était I'association Enterovirus+shigella, suivie de

I’association E. coli +shigella.

Tableau VIII : Proportion de chague agent infectieux détecté par le panel Gl FilmArray dans la
mono et la coinfection virale.

Appareil

Germe 1 Total MONO COINFECTION

PCR_GASTROINTESTINAL adenovirus 1 0 1
clostridium 3 2 1

E,coli enteroaggregative 2 0 2

E,coli enteroinvasive 4 0 4

E,coli enteropathogene 5 3 2

E,coli productrice de shiga-toxine 2 0 2

enterovirus 3 0 3

salmonella 2 1 1

saprovirus 1 1 0

shigella 4 0 4

Total général 27 7 20

1 3 2 4 2 3 2 1 4q
0%
33%

100%
67%

40%

100% 100% 100% 100%

60%

50%

100% 100%

50%
0% 0% 0% 0% 0% 0%
& S ¥ 5 & & ® & >
S < 3 KRG o S d s S
'S ) & & O < < BN
° S $ & & & N R
3 & & & R & s &
'b% . QJ(\ \’Q}
J W S
o) (o) . ¢
x& © N
S < ©
& «
© MONO INEFECTION CO-INFECTION

Figure32 : Proportion de chaque agent infectieux détecté par le panel Gl FilmArray dans la mono

et la coinfection virale.
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VI. PEC thérapeutique :

Chez les enfants prélevés, 96 % ont recu une antibiothérapie probabiliste.
Aprés la documentation des infections grace a la PCR, le traitement a été adapté en fonction
de l'agent pathogeéne détecté (bactérien, viral, parasitaire), et en prenant en considération
I’évolution clinique et paraclinique du patient. (Figure 33).

)

fhh?“

Résultatde la PCR

&

e S . . intenir le trai t
Maintient du Modrf‘ncunon gt Initialisation Arrét du traitement Maintenir le tra't,emen
traitement traitement (bonne évolution)
51.77% 46.32% 1.91% 37.91% 62.09%
Arrét du traitement Autres
1.08% 45.24%

Figure 33: Prise en charge thérapeutique aprés résultats PCR.

Patients chez qui une infection d’origine bactérienne a été suspectée avec un résultat

positif de la PCR -

e L’antibiothérapie initiale a été maintenue chez 51,77% des patients.

e L’antibiothérapie a été modifiée chez 46.32% des patients, avec arrét chez1.08 %des
patients et changement de molécule chez 45.24% des patients adapté en fonction de
I’agent pathogéne identifié.

e 1.91% des patients ont bénéficié d’une initiation d’ATB.
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Patients chez qui une infection d’origine bactérienne a été suspectée avec un résultat négatif de

la PCR :

e L’antibiothérapie initiale a été maintenue chez 62,09% des patients avec une bonne
évolution clinique et paraclinique.

e L’antibiothérapie initiale a été arrétée chez 37,91% des patients.

Vil. Impact sur le collt :

L'un des objectifs de ce travail était de réaliser I'évaluation économique (analyse colt-
efficacité et analyse de l'impact budgétaire) de la mise en place de la PCR au sein du service de la

réanimation pédiatrique de I’hopital Mére enfant du CHU Mohammed VI Marrakech.

Pour cela nous avons estimé les gains / pertes sur le colit chez un patient ayant bénéficié
d’un test PCR au cours de son hospitalisation et en vue de la complexité de certains gains lié a la
technique, nous nous sommes focalisés que sur les impacts directs que nous avons quantifié au

moyens des hypothéses portant principalement sur :

1. Gains / pertes sur le colt lié aux tests :

%+ Apres entrevue avec le service de biologie, le colit moyen estimé pour le test PCR
multiplex était de : 1200 DH.
+ En vue de la variabilité dans les colits des méthodes classiques, nous avons

simplifié les hypothéses en prenant une moyenne de : 90 DH.

Ainsi, les gains /pertes estimés sur le co(it lié au test est de 90 - 1200 = -1110DH

Par conséquent ,la technique PCR offre un coit suppl/émentaire de 1110 DH .

2. Gains / pertes sur la rapidité du test :
4+ Durée du résultat du test PCR : 6H .

+ Durée du résultat avec les méthodes classiques en moyenne: 48H.

- 44 -



Apport du Diagnostic moléculaire en pathologie infectieuse En milieu de réanimation pédiatrique

%« Colt moyen d’une journée en réanimation : 1800 DH.

L’'impact dans ce cas se matérialise par le nombre de jour en attente du résultat :
(48-6)/24 * le colit moyen d’un jour passé en réanimation = (48-6)/24 * 1800 = 3150 DH
Par conséquent ,le gain enregistré par la technique PCR était de 3150 DH par patient.

3. Gains ou pertes liés au colt du traitement probabiliste choisi a tort :

+ Dans les résultats obtenus dans la partie traitement probabiliste, 46.32 % des

patients ayant une PCR positive ont été sujet de modification de traitement.

+ L’efficacité de notre test était de 95 %..

Ceci dit, un bon diagnostic avec la technique PCR nous permet de faire des économies en

termes de traitements probabilistes administrés a tort.
Par conséquent le gain probabiliste estimé etait :

Efficacité du test * Pourcentage des patients sujet de modification du traitement * co(t du

traitement donné a tort = 95%*46.32%*200 DH = 90 DH .

- En conclusion I'impact en terme de colt_direct de la technique PCR est la somme

des économies / pertes générés : 3150 DH +90DH - 1110 DH =2 130 DH
VIIl. Evolution :

L’évolution a été favorable chez 87 % des patients avec une amélioration clinique a la sortie.

Les cas de décés ont été notifiés chez 24 de nos patients, sur cette période d’étude.
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1-Rappel :

I. Définitions :

Un comité d’experts a précisé en 1992 un certain nombre de définitions concernant

I’infection et ses manifestations cliniques, en les graduant selon leur sévérité.

Ces définitions ont leurs limites car elles sont descriptives et non explicatives. Elles
décrivent un syndrome clinique et non un processus physiopathologique biochimique ou

immunologique .

Il. Caractéristiques Epidémiologiques :

A. La Mortalité [22]:

Les maladies infectieuses sont la premiere cause de mortalité infantile a travers le monde :
7.5M de déces/ an.

Leurs prévalences varient en fonction de I’age, de I’ethnie, des conditions socio-
économiques, hygiéniques et sanitaires, de la localisation géographique, de la saison, des
pathologies dont I’enfant est atteint, du nombre et de la famille des antibiotiques recus, et de la
vaccination.

Bien qu’une tendance a I'amélioration du pronostic a été observé dans la derniere décennie, la
mortalité des infections infantiles graves reste trés élevée, de I'ordre de 40% globalement :
e 5% dans les pays industrialisés.

e 35% dans les pays en voie de développement.
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Figure 34 : principales causes de mortalité des enfants moins de 5 ans selon OMS en 2015.

B. Le Colt][22]:

e Le colit moyen d’une hospitalisation en réanimation était deux fois plus élevé chez
les patients atteints de sepsis sévere, que ceux hospitalisés sans critéres de sepsis

sévere.

Ill. PHYSIOPATHOLOGIE :

La physiopathologie de I'infection qui résulte de l'invasion de I'organisme par des agents
infectieux (bactérie a gram négatif et a gram positif, champignons, virus) est complexe.
Au cours des états infectieux graves, il y a une activation des nombreux systemes cellulaires
(macrophages, leucocytes, plaquettes, cellules endothéliales...) et humoraux (complément,

coagulation, protéases).
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Il apparait actuellement que l'activité pro-inflammatoire semble localisée au niveau du site
infecté et qu'il existe plutot une réponse anti-inflammatoire systémique généralisée. Il est
difficile de caractériser en urgence le profil immunitaire d'un patient septique, rendant difficile
I'évaluation de thérapeutiques a visée inflammatoire dans cette situation. Il existe enfin
probablement une composante de susceptibilité d'ordre génétique a la réponse inflammatoire a
I'infection pouvant expliquer une mortalité différente chez des patients pour un tableau clinique

de gravité identique [22, 23,24].

Binding of
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gram-nagative bacili  Sm— peptidoglycan of B . :
v o CDI4 gram-pasitive bacilli - \

J WAL T
| / .)Tuuu‘ L ' Transcription of '
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Figure 35: Physiopathologie du sepsis .
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IV. Diagnostic clinigue :

Le diagnostic est aisé quand il existe un foyer infectieux cliniquement et/ou
bactériologiquement identifié, mais ce foyer n’est pas toujours évident dés I’examen clinique
d’admission. 1l doit étre recherché de maniére systématique, surtout s’il existe un contexte
favorisant comme un terrain de débilité, une période postopératoire, un séjour prolongé ou

récent en réanimation ou une ventilation artificielle [27].

A. L’anamnése [28] :

Interrogatoire du patient et de son entourage :
e Le calendrier vaccinal pour le nourrisson et le type d’allaitement.
e la date de début des troubles.
e Antécédents de traumatisme ou de chirurgie.
e Comorbidités.
e contexte épidémiologique particulier.
e Contage récent.
e Rechercher une porte d’entrée (ORL : otalgie, otoscopie).
e Rechercher un terrain particulier : immunodépression, prématurité...
e Rechercher les signes fonctionnels et signes associés .
e Rechercher une antibiothérapie récente (risque de décapiter une infection

bactérienne).

B. les Signes clinigues :

Les principaux signes cliniques sont contenus dans les définitions des états infectieux

graves et du choc septique :
a- Latempérature:

La fievre est bien sir de grande valeur, mais elle peut étre absente si le patient est dans un

état de débilité, incapable de se défendre (> 38,5 °C ou < a 36,5 °C).
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L’état de choc survient habituellement aprés un clocher thermique avec des frissons

intenses induisant une consommation accrue en oxygene [29].

b-  Les signes cutanés:

Initialement, Les extrémités sont chaudes, séches, bien perfusées, réalisant le classique
tableau de choc chaud. L’évolution est marquée par l’aggravation des signes de souffrance
tissulaire périphérique, avec apparition de marbrures qui débutent classiquement a la face
interne des genoux pour s’étendre aux membres inférieurs et a I'abdomen, les extrémités

deviennent froides, moites et cyanosées [30].

c- L ’état hémodynamique :

Classiquement, le stade initial est marqué par une accélération de la FC, le pouls est
bondissant, témoignant d’un syndrome hyperkinétique. Secondairement, on note des valeurs
plus élevées de la FC avec un pouls filant. C’est la conséquence de la diminution du volume
sanguin circulant par accentuation des troubles de la perméabilité et/ou aggravation, parfois

brutale et précoce de la défaillance vasculaire [29,30].

d- L’état respiratoire :

La polypnée initiale avec PaCO2 basse (hypocapnie) laisse rapidement la place a une
hypoxémie par anomalie du rapport ventilation/perfusion, la polypnée s’aggrave et la respiration
devient superficielle. Le syndrome de détresse respiratoire ajgiie est une complication classique

du choc septique [29].

e- L’état neurologique :

Les signes neurologiques centraux (trouble des fonctions supérieures, trouble de vigilance,
une altération de la conscience ou une confusion voire signe de focalisation) apparaissent
précocement, parfois avant toute anomalie hémodynamique [31]. L’évolution est marquée par
I’aggravation des signes avec un état d’agitation, témoin du manque d’oxygénation du cerveau

[29].

f- Les signes gastro-intestinaux :

Les symptomes comprennent des nausées, des vomissements et une diarrhée (avec ou sans

présence de sang et de mucus) qui peuvent entrainer une perte liquidienne intravasculaire
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responsable d'une déshydratation, I’examen est marqué par des crampes abdominales voir une
défense pariétale et dans les cas les plus séveres une insuffisance rénale oligoanurique peut

subvenir.le manuel merck [32].

V. Diagnostic microbiologique :

Le diagnostic de laboratoire des maladies infectieuses fait appel a deux grands types de
techniques :
v Des techniques dites directes qui permettent de rechercher I’agent pathogéne en cause
ou une partie de celui-ci (antigéne, génome)
v Des techniques indirectes qui mettent en évidence la réponse de I’hGte a I'infection (le
plus souvent réponse immunitaire humorale ou "sérologique") .
A. La culture :
La culture représente I’examen de référence puisqu’elle va permettre d’isoler I'agent
pathogéne, de [lidentifier et de tester sa sensibilité aux antibiotiques. Cependant, les
hémocultures ne sont positives que dans 5 a 25 % des cas d’aprés les différentes données de la

littérature [33].

B. La microscopie :

La microscopie est une technique rapide, mais sa fiabilité dépend de I'expérience du
technicien et de la qualité de I'équipement. La réglementation réserve souvent l'utilisation du
microscope a visée diagnostique aux laboratoires agrés. .La plupart des prélevements
nécessitent une coloration qui met en évidence les micro-organismes pathogénes. L’examen
microscopique des tissus peut étre nécessaire pour distinguer la maladie invasive d'une

colonisation de surface; une distinction qui n'est pas aisément obtenue par les cultures [33].

C. La Sérologie:

La sérologie peut étre utile pour le diagnostic des infections atypiques devant un contexte

évocateur mais n’apporte qu’un diagnostic rétrospectif en général [33].
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D. les tests immunologiques:

En dehors de I'aide apportée a I'observation de formes atypiques a I’examen direct, la
détection d’antigénes solubles est précieuse lorsqu’une antibiothérapie est déja instaurée,
inhibant la culture. La sensibilité de cet examen est cependant assez faible : lorsqu’on n’observe
pas de bactéries a 'examen direct, la recherche d’antigénes solubles est trés souvent négative

[40].

E. La Biologie moléculaire :

Plusieurs PCR spécifiques existent avec de bonnes sensibilités et spécificités. Ces
techniques augmentent la sensibilité du diagnostic de la pneumonie certes, mais ne sont pas
recommandées en routine.

v La PCR (Polymerase chain reaction) ou RT-PCR (Reverse transcriptase polymerase
chain reaction) est la technique par excellence de biologie moléculaire employée
pour la détection du génome viral.

v' La PCR est une réaction en chaine au cours de laquelle les produits issus d’un
premier cycle d’amplification servent de matrice pour le cycle suivant. La quantité
théorique des produits de PCR double a chaque cycle d’amplification par répétition
des étapes de dénaturation, d’hybridation et d’élongation [34].

Il existe différentes méthodes utilisées au laboratoire pour le diagnostic moléculaire, la plus
utilisée dans notre contexte et le sujet de notre étude : PCR ou RT-PCR multiplex (BioFire
FilmArray respiratoire ,neuromeninge ou gastro-intestinal Panel) qui permet de distinguer

rapidement les infections virales des infections bactériennes .
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Tableau IX : Méthodes moléculaires utilisées au laboratoire pour le diagnostic [35] :

Méthode

Description

Commentaires

PCR ou RT-PCR
conventionnelle

Détection par électrophorése sur
gel avec agent intercalant, Southern blot
suivi par une hybridation de sondes
marquées (enzymes, radio-isotopes)

Absence de quantification
Contaminations fréquentes

PCR OU RT-PCR en
temps réel

Produits de PCR évalués a chaque
cycle Amorces spécifiques fluorescente

Multiplexage limité
Quantitatif ou semi-quantitatif
Hautement spécifique Faible
risque de contamination
Possibilité de PCR « maison »

PCR ou RT-PCR
multiplex

PCR conventionnelle afin de fixer
les amorces aux cibles Plusieurs
amorces et cibles dans la méme

réaction d’amplification

Excellent multiplexage
Quelques tests commercialisés
Absence de quantification
Risque de contamination

a) Apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic des maladies Infectieuses [36] :

Les méthodes moléculaires jouent désormais un role important pour le diagnostic des

infections en pratique médicale. C’est surtout pour la détection de pathogénes difficilement

cultivables, notamment les virus, que la PCR est devenue la méthode de référence. Si elle a

remplacé les méthodes traditionnelles pour certaines indications, la PCR n’est pas applicable

dans tous les cas, et elle n'est pas infaillible. Il est donc important de savoir quand on peut

employer les méthodes moléculaires, quelles sont leurs forces et leurs faiblesses, afin de pouvoir

les prescrire de facon rationnelle.

Le diagnostic de laboratoire des maladies infectieuses se base sur deux approches :

1)Détecter le microbe lui-méme (directement par microscopie ou aprés culture)

ou I'une de ses structures moléculaires (protéines ou acides nucléiques).

2)Mesurer

la réponse

cellulaire(stimulation lymphocytaire).

immunitaire humorale (anticorps

spécifiques) ou
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Le choix de I'approche analytique dépend du questionnement clinique, du type de
pathogene et de I’existence de tests de laboratoire pour le pathogéne en question.

Si les anticorps et les antigénes sont bien des structures moléculaires, le terme

« Diagnostic moléculaire» se référe a des méthodes de détection et d’analyse du génome
d’un organisme.

Les premiéres méthodes d’analyse de I’ADN, comme le Southern blot, existaient déja dans
les années passées, mais c’est le développement de la PCR au milieu des années 1980 qui
démocratisa leur utilisation [37].

Tres rapidement, la possibilité d’amplifier ’ADN et I’ARN (acide ribonucléique) fut utilisée
pour la détection de pathogenes. Trente ans plus tard, la PCR est une méthode centrale du
laboratoire de microbiologie [38,39].

b) Etapes de I’analyse moléculaire :

L’analyse d’échantillons par les méthodes moléculaires se divise en trois étapes :
-  Extraction de I’ADN et/ou de I’ARN a partir de I’échantillon primaire .
- Amplification d’une séquence ADN/ARN cible du pathogéne par PCR .
-  Détection de I'amplificat.

Les méthodes couvrant ces trois étapes se sont perfectionnées au cours des années.
Une des principales innovations fut le développement de la PCR en temps réel, permettant de
combiner les étapes 2 et 3, réduisant considérablement la durée de I’analyse. Ainsi, un résultat
est actuellement disponible en 6 heures, alors qu’il fallait plusieurs jours a I'origine.Hormis leur
grande rapidité par rapport a la culture, les méthodes basées sur la PCR sont tres spécifiques et
sensibles, souvent plus que les méthodes traditionnelles. De plus, le développement de tests
moléculaires pour un pathogene particulier peut étre relativement aisé, pour autant que des
séquences génétiques de référence soient disponibles. Ceci permet la mise sur pied des tests
moléculaires en quelques semaines et une réaction rapide a I’émergence de nouveaux

pathogénes, comme ce fut le cas lors de la pandémie de grippe A/HIN1 en 2009, ou plus
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récemment avec la grippe A/H7N9 ou le coronavirus MERS (Middle East respiratory syndrome

coronavirus) [40].

c) Fenétre d’utilisation des méthodes moléculaires :

La détection par PCR est souvent opposée a la détection d’anticorps. Les méthodes
moléculaires, tout comme la détection d’antigenes, permettent un diagnostic dans la phase
aigué d’une maladie, avant I'apparition d’anticorps.La présence d’anticorps dans le sérum n’est
en effet mesurable au plus tot qu’apres quelques jours (rubéole, varicelle), voire quelques
semaines (virus respiratoires, maladie de Lyme) [41].

Dans la phase aigué, une PCR positive démontre le plus souvent une infection, alors qu’une
sérologie négative doit étre répétée dans un délai adéquat pour mettre en évidence une
séroconversion [41,42].

Il faut néanmoins rappeler que pour certaines maladies, par exemple la mononucléose
infectieuse, les anticorps spécifiques sont présents au moment des symptomes.

La détection d’anticorps suffit alors pour confirmer un diagnostic [43].

Les méthodes moléculaires peuvent servir au diagnostic de pratiquement toutes les
infections aigués.

Elles ne sont toutefois pas toujours nécessaires au diagnostic. Ainsi, un état fébrile avec des
symptomes respiratoires en période de grippe ne justifie pas nécessairement une PCR. De méme,
un tableau de varicelle chez un enfant ne requiert pas systématiquement une analyse de
laboratoire.

Par ailleurs, la PCR n’est pas utile au diagnostic de certaines infections, mais peut étre utile

dans leur suivi ou dans certaines situations.
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d) Détection de pathogénes :

Virus :

En permettant la détection de pathogenes pas ou difficilement cultivables, les méthodes
moléculaires ont révolutionné la microbiologie médicale, principalement pour le diagnostic des
maladies virales. En effet, la culture de virus nécessite des lignées de cellules humaines ou
animales immortalisées et peut prendre plusieurs semaines. Elle est de moins en moins utilisée
et a été largement supplantée par la PCR, qui a également remplacé la sérologie pour de
nombreuses indications, telles que I'infection aigué a Herpés ou a Varicella zoster ou le zona
[42,44].

e Bactéries et champignhons

Contrairement aux virus, les techniques moléculaires n’ont pas remplacé les cultures pour
les bactéries ou les champignons. Elles ont toutefois pris une place importante pour la détection
de pathogenes spécifiques tels que Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (MRSA) ou
Clostridium difficile. De plus, la détection de certaines bactéries a croissance lente ou requérant
des conditions de cultures tres particulieres (mycobactéries, Chlamydia) a également été
améliorée et simplifiée par le développement de PCR spécifiques.

e Parasites :

La détection par PCR est disponible pour de nombreuses infections parasitaires comme la
toxoplasmose, la leishmaniose, I'amibiase (distinction entre Entamoebahistolytica et dispar) ou
la malaria. Pour ces maladies, les méthodes traditionnelles (microscopie ou sérologie) restent
encore trés utilisées, mais il est vraisemblable que les méthodes moléculaires gagnent en

importance dans les prochaines années [45].

e) Quantification de pathogénes :

Outre une simple détection, les méthodes moléculaires modernes permettent également de
donner des indications quantitatives, par exemple pour suivre I’évolution de la charge virale des
virus VIH ou de I’hépatite C sous thérapie, et de détecter ainsi I’émergence de souches

resistentes.
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f) Identification et caractérisation par séquencage :

Bien que le séquencage de I’ADN ait été développé avant la PCR, toutes les méthodes
modernes se basent désormais sur celle-ci. Son application la plus commune en microbiologie
est la détection et l'identification de bactéries par le séquencage de I’ADN ribosomal. La
séquence de ce géne étant spécifique a une espéce ou une famille, une identification est rendue
possible, aussi lorsque la bactérie n’est pas ou plus cultivable. Cette méthode de PCR
bactérienne n’est cependant utile que pour des préléevements normalement stériles, comme les
implants ou le liquide céphalorachidien. La détection de mutations causant des résistances aux
thérapies est une autre application du séquencage, utilisée par exemple pour la caractérisation

des virus VIH ou CMV.

VI. Prise en charge thérapeutique :

En effet la rapidité de réalisation du Filmarray permet d’avoir un diagnostic positif ou non
dans un délai qui ne dépasse pas les 6h, ceci a pour effet la diminution de prescriptions
d’antibiotiques et antiviraux de facon probabiliste et de diminuer donc la prévalence de

résistance bactérienne.

2-Discussion des résultats :

A travers cette étude, nous avons essayé, dans un premier temps de dresser I’épidémiologie
des infections respiratoires, neuroméningées et gastro-intestinales chez les enfants hospitalisés
au service de la Réanimation pédiatrique au CHU Med VI de Marrakech et dans un deuxiéme
temps, d’évaluer le gain potentiel qu’apporte la technologie FilmArray , ainsi que son impact sur
le processus de prise en charge de ces infections, par rapport aux autres méthodes

conventionnelles a savoir (examen direct + culture).
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. L’apport de la PCR multiplex dans la prise en charge des

infections :

A. La biologie moléculaire :

Les infections respiratoires, neuroméningées et gastro-intestinales en réanimation par leur
prévalence, leur gravité et les dépenses de santé qu’elles entrainent sont un enjeu majeur de
santé publique. Elles sont plus fréquentes chez les enfants que chez les adultes et constituent
une cause importante de prescription inutile d’antibiotiques. La symptomatologie des
gastroentérites est trés variée et non pathognomonique. Le diagnostic de ces infections repose
le plus souvent sur des arguments cliniques et épidémiologiques.

Concernant leur prise en charge, les investigations microbiologiques ne sont pas
systématiques et [|’antibiothérapie probabiliste est initiée et fondée sur des probabilités
étiologiques découlant de la connaissance de I’épidémiologie des gastroentérites et des facteurs
de risque propres au patient. Des tests diagnostiques conventionnels sont disponibles mais la
sensibilité, la spécificité et le délai de réponse de ces tests ne sont pas réellement satisfaisants
d’ou le besoin d'un développement de tests de diagnostic rapide. Les panels respiratoires -
neuroméningés et gastro-intestinaux de ces plateformes comprennent les agents pathogeénes les
plus fréquemment impliqués. Cette approche par panel et syndrome couplée a une technologie
innovante présente de nombreux intéréts. Elle permet, a partir d’un seul et unique prélévement
(prélévement nasopharyngé, du LCR ou des selles), la détection et I'identification simultanée de

délais treés courts.

B. Les plateformes de PCR Multiplex:

Les infections infantiles en réanimation représentent un fardeau important pour la santé
publique, différentes méthodes de laboratoire telle que la PCR en temps réel (PCR Monoplex) ont
été utilisées par les laboratoires cliniques pour tester les germes impliqués dans les infections

respiratoires, neuroméningées ou des gastro-entérites, et certaines de ces méthodes ne
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permettant généralement de tester qu’un seul germe par test. En comparaison, les essais
moléculaires multiplex pour la détection simultanée d'agents pathogénes gastro-intestinaux
connus, réduisent les délais d'obtention de résultats précis et identifient également les infections
et/ou les coinfections qui n'ont pas été diagnostiquées par des méthodes de test de routine pour
des agents pathogenes uniques, toutefois leurs capacités de détection varient selon les
plateformes.

Dans notre étude nous avons utilisé la plateforme multiplex, actuellement disponible a
hopital CHU Mohammed V de Marrakech (BioFire FilmArray respiratoire ,neuromeninge ou
gastro-intestinal Panel) qui permet de distinguer rapidement les infections virales des infections
bactériennes, favorisant ainsi la mise en place d’une stratégie thérapeutique ciblée précocement
avec pour conséquence, une faible pression de sélection des antibiotiques et un meilleur

pronostic.

Il. Profil épidémiologique

A-L’age :

L’age des patients inclus dans notre étude était compris entre 1jour et 180 mois (15 ans),
avec une médiane d’age de 11 mois et la tranche d’age la plus représentée était inférieur a 1 an.

Ceci rejoint les résultats d’une étude menée en Chine en 2018 s’intéressant aux infections
respiratoires chez les enfants dont la tranche d’age la plus représentée était moins de 12 mois
[47]. En Belgique, des études similaires rapportent une médiane d’age de 7 mois [48]. De méme,
des études faites en France 2009 et en Tunisie 2001 s’intéressant aux infections
neuroméningées chez les enfants ol la tranche d’age la plus représentée était entre 1 mois et 1
an. [49,50].

Tandis que les résultats d’'une étude italienne s’intéressant aux infections gastro-

intestinales ont rapporté une médiane d’age de 12 ans [51]..
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Tableau X : Comparaison de I'dge.

Etude Médiane d’age
Présente étude 11 mois
France [49] 2009 1 mois et 1 an
Tunisie [50]2001 1 mois et 1 an
Belgique [48] 7 mois
Chine [47] 2018 < 12 mois
Italie [51] 2017 12 ans

B-le sexe :

Dans notre étude, nous avons recensé 62% patients de sexe masculin et 38 % de sexe
féminin avec un Sex-ratio H/F= 1.6 soit une nette prédominance masculine ce qui concorde
parfaitement avec les données de la littérature :

Dans une étude menée au Québec, une prédominance masculine a été notée avec un sexe
ratio 1,7 [52] , méme résultat observé au niveau de I’ étude effectuée en chine avec un sexe ratio
de 1,24 [47].

Selon I'étude menée a Ghana 68% des patients étaient de sexe masculin vs 32% de sexe
féminin soit un sex-ratio de 2.1, le méme sex-ratio était constaté dans I’étude a Dakar avec un
taux de 67%masculin vs 33 % féminin soit un ratio de 2.03 [53.54].

Cette prédominance ne fait pas la regle ; une étude menée a New York a montré une
prédominance féminine [55], tandis qu’une étude francaise menée au niveau des hopitaux de

Strasbourg a rapporté un sexe ratio de 1 [56] .
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Tableau Xl : comparaison du sexe ratio.

Etude Sexe ratio (H/F)
Présente étude 1.6
New york [55] 2017 0.67
Etude francaise [56] 1
Chine [47] 1.24
Québec [52] 1.7
Dakar [54] 2.03
Ghana [53] 2.10

C-La vaccination :

Dans cette série, 77% des patients étaient bien vaccinés selon le programme national
d’immunisation, et 23% de nos patients avaient une vaccination incompléte.
ce taux de vaccination varie d’une étude a I'autre, I’étude faite au Chu de Lille en 2012 [57], au
CHU Mohammed VI de Marrakech en 2018 [58 ] et I’étude faite par N.Dash et al en 2007 [59] aux

Emirats arabes avaient respectivement un taux de 91%, 95% et 92%. (Figure 36).

91% 95% 92%
77%

Présente étude CHU Lile 2012 CHU Mohamed 6 N.Dash et al au EMIRATE
marrakech

Figure36 : taux de vaccination des différentes études.
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lll. Présentation clinique et paraclinique des patients prélevés :

A. Présentation clique :

1. Antécédents pathologiques :

Les résultats de notre étude ont montré que 5.07 % de nos patients présentaient un
syndrome poly malformatif, Ainsi une étude menée en Belgique, a également montré la présence
d’un syndrome malformatif chez 2,1% des enfants hospitalisés pour IRA basses [60].Cependant
une étude canadienne, a pu démontrer la présence d’une atteinte cardiovasculaire chez 10,42%
des enfants admis pour IR [52].

Pour la prématurité, une étude menée au niveau du CHU de Caen a objectivé un antécédent
de prématurité chez 14,28 % des enfants pris en charge pour IRB [61]. Dans notre étude, 3.09%
des enfants présentaient des antécédents de prématurité.

Un antécédent de méningite était présent chez 15.42% de nos patients. En Algérie en 2014
ce taux dépasse 54% [62], ce méme taux est retrouvé dans I’étude faite en France en 2012 qui
était de 52% [57], de méme que dans I’étude de van de beek el al dont le taux était de55 %.

11.02 % des patients étaient immunodéprimés, cependant en inde, une étude menée en
2017 a montré que 49,1% des infections gastro-intestinales détectées étaient chez des patients

immunodéprimés [63] (Figure 37).
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55%

54% 599

49%

14% 15%
10% i 11%
sd malformative prématurite méningites immunodepression

Figure 37: Antécédents pathologiques des différentes études .

2. Symptomatologie clinigue :

a) fievre :
Le signe le plus fréquemment retrouvé était la fievre avec un taux de 59%, et une
température moyenne a I’admission chiffrée a 37.9°C.
Ceci rejoint une étude faite en Algérie en 2014 [62] ou le taux de la Fiévre était de 85%. Le
méme taux était constaté dans une autre étude faite par Van de Beek et al avec une température
moyenne a I'admission de 38°C. Ce taux était encore plus important dans I’étude faite en France,

qui était de 95% avec une température moyenne a I’admission de 37,6°C [57].

Tableau XII : répartition de la fiévre selon les différentes études.

Fiévre Température moyenne
Notre étude 59% 37.9°C.
Van de beek et al. 84% 38°C
Algérie 2014 [62] 85% 37,2°C
France 2012 [57] 95% 37.6°C
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b) portage asymptomatigue de I’infection:

Dans notre étude, 85% des patients avaient au moins deux symptomes, nécessitant leur
hospitalisation en réanimation.

Cependant il faut savoir qu’aucun signe clinique ne permet de différencier une infection
virale d’une infection bactérienne [64] , ce d’autant plus qu’une infection virale peut précéder
I'infection bactérienne.

En outre, lorsque I'analyse est réalisée par méthode génotypique, la présence de I’ADN ou
ARN d’un pathogéne n’est pas systématiquement synonyme de symptomes cliniques d’infection.

C’est principalement le cas pour les virus, en effet, méme si la relation entre la présence
d’un virus dans nos échantillons et la présence de symptomes cliniques n’est pas a prouver [65],
Une infection par I'un de ces virus est suivie d’'une excrétion post-infection ,par exemple,
norovirus peut étre détecté plusieurs semaines apres l'infection [66], de méme pour rotavirus,
adénovirus ou Astrovirus [67.68].

Des agents bactériens peuvent aussi étre mis en évidence, sans qu’une symptomatologie
clinique y soit associée. C’est le cas par exemple de Salmonella spp. qui peut étre détectée
plusieurs mois aprés une infection [66] ou encore de Campylobacter pour lequel un portage
asymptomatique peut aussi exister.

Enfin, des cas de figure similaires peuvent se rencontrer avec les agents parasitaires, en
effet et selon I’étude de pettoello-Mantovani et ish Horowitz, il n’est pas rare de mettre en
évidence un portage asymptomatique de Cryptosporidiumspp. ou de Giardia lamblia, [69,70].

Ce portage asymptomatique peut aussi étre détecté par les méthodes diagnostiques
conventionnelles mais la sensibilité élevée des techniques moléculaires augmente ce risque en
détectant des pathogénes présents en tres faible quantité.

De ce fait, le délai de détection d’une excrétion virale post-infection peut étre allongé et le
portage asymptomatique d’une bactérie entéro-pathogéne sera détecté a des concentrations

trés faibles. De plus, un résultat positif de FilmArray® signifie que I’ADN ou I’ARN de I’'agent
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pathogéne a été détecté dans le prélevement, mais n’informe pas sur sa viabilité et donc sur sa
responsabilité dans la symptomatologie.

Ces données montrent une fois de plus I'importance de la juste prescription de cette
analyse, de la confirmation par méthode phénotypique pour les bactéries, de la confrontation du
résultat au contexte clinique et du dialogue clinico-biologique afin de ne pas passer du sous-

diagnostic au surdiagnostic.

B. Profil paraclinique :

1. Bilan sanquin :

En pratique, les examens biologiques se limitent a la C-réactive protéine (CRP) et la
numération de la formule sanguine (NFS). Ces différents tests ne peuvent a eux seuls différencier
avec certitude une infection bactérienne d’une infection virale, [71,72]. Seul un faisceau
d’arguments cliniques, biologiques et radiologiques peut orienter le diagnostic étiologique et de

ce fait, la décision thérapeutique.

a) numération sanguine :

L’existence d’une hyperleucocytose (GB>20000/mm3) a prédominance de polynucléaires
neutrophiles est évocatrice d’un syndrome infectieux bactérien, mais ce parameétre reste non
spécifique.

Dans notre série 52,8 % des patients avaient une hyperleucocytose a prédominance

neutrophile

b) Protéine C Réactive (CRP) :

La CRP est une protéine de la phase aigué de I'inflammation. Elle reste le marqueur le plus
sensible des marqueurs habituellement employés, mais elle manque de spécificité [71]. D’aprés
les données de la littérature et selon AJaye ; la CRP permet rarement de distinguer les origines
bactériennes et virales des infections [72].

Dans notre étude 59,3 % des patients avaient une CRP >5 ng/ml.
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Tableau XIll : Etude comparative du bilan infectieux .

Globules blancs (médiane ) Médiane de la CRP
Présente étude 17350 5
Japon (juillet 2019) [73]. 10612 2.65
Canada 2017 [52]. 12500 29.5

2. Bilan radiologique :

a) Thoracique :

Dans notre étude, des radiographies pulmonaires ont été réalisées chez 46.3% des enfants
prélevés(N=151), ces radiographies thoraciques étaient considérées comme normales chez 37.5
% des patients, tandis que chez 62,5% des patients, des anomalies radiologiques ont été
retrouvées.

Tableau XIV : Etude comparative de taux de prévalence d’anomalies radiologiques :

Taux de prévalence
Présente étude 62.5%
Canada [64], (2017) 79.2%
Phoenix [75], (2018) 66%
Caen [76], (2014) 62.5%
Californie [74], (2017) 42%
b) Cérébral :

Dans cette étude, des scanners cérébraux ont été réalisés chez 31.25% des enfants prélevés
pour symptomatologie neuromeningée (n=52), des anomalies ont été retrouvées chez 62% des

patients.

- 67 -




Apport du Diagnostic moléculaire en pathologie infectieuse En milieu de réanimation pédiatrique

IV. Evaluation des performances diagnostiques de la technologie

FilmArray en comparaison avec les autres méthodes :

L’analyse moléculaire permet une augmentation significative du taux de positivité par

rapport aux méthodes conventionnelles déja testées dans d’autres publications, notamment

grace a sa sensibilité supérieure et a la variété des pathogenes ciblés par une seule analyse.

A-Taux de positivité global :

Sur un total de 78 échantillons nasopharyngés : L’infection respiratoire était
documentée chez 60 patients grace au panel respiratoire FilmArray, soit un taux de
positivité global de 77% cependant I'analyse par culture était négative chez
I’ensemble des patients.

Sur un total de 52 prélevements de LCR: L’infection neuroméningée était
documentée chez 12 patients grace au panel neuromeningé FilmArray ,soit un taux
de positivité global de 24%, tandis que I'analyse par culture n’était positive que chez
3 patients, soit un taux de positivité global de 6%.

Sur un total de 21 préléevements des selles : l'infection gastro-intestinale était
documentée chez 15 patients grace au panel Gastro-intestinal FilmArray, soit un
taux de positivité global de 71%, en revanche I’analyse par culture était positive chez

7 patients soit un taux de positivité global de 33%.

Le taux de positivité global par la PCR (58%) est >> a celui de la culture (7%).

Ces taux de positivité sont presque similaires a I’étude multicentrique européenne de Spina

et al.[77]Conventionnelles vs FilmArray®) 18,1% vs 54,2% et I’étude mono centrique de HILMOINE

Antoine - Université de Lille-(phase1)[78] 24.7% pour les méthodes conventionnelles vs 66.7%

pour FilmArray , mais aussi supérieurs a ceux obtenus dans d’autres études avec par exemple : (

8,3% vs 33,0% pour I’étude de Khare et al [64] .
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Tableau XIV : Taux de positivité comparé aux autres études .

Panel FilmArray Méthodes conventionnelles
Notre étude 58% 6%
HILMOINE Antoine 66.7% 24.7%
Spina et al 54.2% 18.1%
Khare et al 33% 8.3%

La différence des taux de positivité peut étre expliquée par le nombre d’échantillons qui est
plus bas par rapport aux autres études (nombre d’échantillons dans I’étude de Khare et al. :230,

709 dans I’étude Spina et al. Et un nombre d’échantillons de 182 dans I’étude H. Antoine).

B-Concordance du panel FILMARRAY avec les autres méthodes:

Dans notre étude le panel Gl FilmArray avait détecté 22 bactéries et la culture avait identifié
9 bactéries sur 21 prélevements gastro-intestinaux réalisés. Par ailleurs le panel NM FilmArray
avait détecté 9 bactéries et la culture avait identifié 3 bactéries sur 52 préléevements
neuroméningés réalisés.

Dans une étude rétrospective menée aupres d’une population pédiatrique, Messacar et ses
collaborateurs [2016] incluent 138 échantillons, 45 (33 %) étaient rapportés positifs par un test
clinique conventionnel et 43 (31 %) par le Filmarray neuromeningé, résultant en une concordance
de 96 %.

D’autre part, Arora et ses collaborateurs [2017] ont comparé I’analyse de 62 échantillons de
LCR d’enfants 4gés de 0 a 3 mois avec suspicion de méningite par Filmarrary neuroméningé, a
celle effectuée par les cultures conventionnelles, La détection du Streptococcus agalactiae était
rapportée chez 5 enfants, aussi bien en utilisant la culture conventionnelle que le Filmarray
neuroméningé. Un suivi clinique effectué aupres de 4 des 5 enfants apres un traitement aux
antibiotiques, a révélé que le Streptococcus agalactiae pouvait & tre détecté chez trois enfants en
utilisant le Filmarray neuroméningé, ce qui n’é tait pas le cas pour les cultures conventionnelles

[80].
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L’évaluation prospective réalisée a Bichat Claude Bernard ent re janvier et septembre 2017
était pareille aux résultats des études citées auparavant, Une autre étude réalisée par Graf et al
en Etats unis sur une population pédiatrique a conclu les mémes valeurs de concordance, soit
95%.[81] .

Ces études concordent avec notre étude, en effet nous avons atteint un taux de concordance
pour les bactéries de 80% entre le Panel Filmarray neuroméningé et les méthodes
conventionnelles et un taux de concordance de 80% entre les méthodes conventionnelles et le

Panel Filmarray gastrointestinal.

Tableau XV : taux de Concordances dans les différentes études :

Etude Taux de concordances
Présente Infections respiratoires 100%
étude : Infections neuroméningéés 80%
Inféctions gastrointestinales 68%
Arora et ses collaborateurs 100%
Messacar et ses collaborateurs 96 %
Graf et al en Etats-Unis 95%

C-Utilisation du Filmarray sur des prélévements testés négatifs par les

autres méthodes :

Dans notre étude, le Filmarray NM avait détecté 3 cas de pneumocoque, 2 Haemophilus et
1 méningocoque dans des prélevements testés négatifs par les autres méthodes. Par ailleurs le
Filmarray Gl avait détecté 3 Clostridium difficile, 3Shigella, 1 Campylobacter et 6 Escherichia coli

dans des prélevements testés négatifs par les autres méthodes.
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Tableau XVI : Prélévements négatifs par culture et détectés par Filmarray.

Nombre de patients Culture Filmarray
3 Négative Pneumocoque
2 Négative Haemophilus
1 Négative Méningocoque
3 Négative Clostridium difficile
3 Négative Shigella
1 Négative Campylobacter
6 Négative Escherichia coli

L’étude prospective de Launes et ses collaborateurs [2017] incluant 20 enfants atteints de

méningo-encéphalite avait pour objectif de vérifier les échantillons de LCR préalablement

évalués a l'aide de cultures bactériennes ou de PCR en te

mps réel, en se servant du Filmarray

neuromeningé quatre des vingt échantillons de LCR évalués entérovirus négatifs par PCR en

temps ré el avaient é té rapportés positifs par le

Filmarray neuromeningé. Par ailleurs, le virus

Herpés humain de type 6 (HHV-6) avait é té identifié chez trois patients qui n’étaient pas

diagnostiqués positifs par méthodes classiques [82] .

Tableau XVII : Résultats de I’analyse de LCR des 20 patients atteints de méningoencéphalite

ayant un résultat négatif par les autres méthodes dans I’étude de Launes [99]

Nombre de Patients :

Coloration GRAM et Culture
Bactérienne :

FMEP

13 Négatif Aucune Détection
Négatif EV
3 Négatif HHV-6

D’autre part dans I’étude de Aurora et al, I'analyse par culture était négative chez 57 enfants

tandis que 4 d’entre eux avaient un résultat positif par FMEP. Chez les quatre cas positifs au

FMEP, le Streptococcus agalactiae était détecté dans deux cas et I’Escherichia ¢ oli K1 dans les

deux autres[80] .
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V. Profil microbiologique :

Dans cette étude, I'ensemble des germes identifiés était 113 germes.
Concernant les types d’agents pathogenes détectés, les virus sont largement dominants avec
71% d’échantillons positifs, suivis des bactéries avec 27% positifs, les parasites sont nettement

minoritaires avec 2%.

A. Prévalence générale des agents pathogénes identifies :

1. Infections respiratoires :

L’infection respiratoire a été documentée chez 52% des patients (n=78).
Des résultats variés ont été rapporté dans la littérature .

Tableau XVIII: Comparaison du taux de positivité des échantillons nasopharyngés :

Taux de positivité :
Etude présente 52 %
Caire [83] (2016) 93.8%
Naples [85] (2018) 84.7%
Bruxelles [60] (2016) 83.9%
Chine [47] (2018) 80.08%
Turquie [84] (2017) 48.2%
New York [86] (201 3) 45.9%
1-1-virus :

Le Rhinovirus a occupé la premiére place (30) suivi par le VRS (13),la prédominance de ces
virus dans notre étude souligne le role potentiel de ces derniers dans les infections respiratoires

aigues de I'enfant.
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Tableau XIX : I’agent pathogéne le plus retrouvé selon les études :

L’agent le plus détecté

Etude présente Rhinovirus

ltalie [76] 2017 Rhinovirus

Centre Afrique [87] (2014) Rhinovirus

Chine [47] (2018) Rhinovirus

Cambodge [88] (2014) Rhinovirus

Ghana [89] (2018) Rhinovirus

Turquie [90] (2019) Rhinovirus
France [91] (2014) VRS
Normandie [92] (2010) VRS

Rhinovirus :

Dans I'ensemble des infections respiratoires documentées par la PCR ,le germe le plus
fréquent était le rhinovirus (n=30) avec un taux de positivité de 40%. La prédominance du
Rhinovirus a été rapportée également par plusieurs données précédemment publiées dans la
littérature [84, 89, 88,87].

Notamment une étude effectuée en Argentine qui rejoint ce classement avec un taux
d’infection par le Rhinovirus de 42,5%, ainsi qu'une étude au Ghana qui avait présenté également
des résultats similaires [89].

Devant la place qu’a occupé le Rhinovirus dans I’épidémiologie des Infections réspiratoires
aigues chez I’enfant dans notre contexte comme premier virus détecté dans les poumons , on
doit repenser aujourd’hui au pouvoir pathogéne de ce groupe viral classiqguement associé aux

rhumes (Figure 38).
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45,6%

Présente étude Argentine Ghana

Figure 38:répartition du rhinovirus selon les différentes études .

VRS :

Dans notre étude le VRS occupait la deuxiéme place (n=13), soit un taux de positivité de
23%. Ce méme taux est retrouvé dans I’étude effectuée en Argentine ou le VRS a été détecté chez
27,5%. [89].

Cependant en Normandie, le VRS a représenté I'agent majeur des Bronchiolites virales prises
en charge (33,9% ) des 5356 virus isolés chez les enfants hospitalisés pour une infection
respiratoire aigue au centre hospitalier universitaire (CHU) de Caen et a I’hopital de Flers
[92].Une autre étude menée a Toulouse, a rapporté une prévalence élevée du VRS détecté dans

49,9% des cas [97] (Figure 39).

49,9%

33,9%
0y
23.0% 27,5%

Présente étude Argentine Normandie Toulouse

Figure 39: répartition du VRS dans les différentes études.
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1.2 Bactéries :

L’étiologie bactérienne a été démontrée chez 2% de nos patients. Une étude menée a Naples
en 2017 a montré que les 3 bactéries recherchées n’étaient retrouvées que chez 24 / 356 des
patients soit 6,7% [85].

Bortdetella pertussis / Mycoplasme pneumoniae :

Dans notre série, un seul cas de Bortdetella pertussis a été détecté, pareil pour le
Mycoplasme pneumoniae, un seul cas a été identifié.

D’apres les résultats d’une étude réalisée en Egypte en 2016, I’agent bactérien le plus
détecté lors des IRA basses de I’enfant était Bordetella pertussis (2%), Mycoplasme pneumonie
(1%) [83].

La détection du Mycoplasme pneumoniae était relativement faible mais conformément aux
études précédentes qui ont rapporté la détection du Mycoplasme pneumoniae par PCR dans 1,3%
et 4,5% chez les enfants dgés de moins de 5 ans [93,94] .

Une fréquence plus élevée a été retrouvée par Defilippe et al. et Hadi et al. qui ont rapporté

un taux de détection de 12% et 10%, respectivement [95,96].

2.Infections neuroméningées :

L’infection neuroméningée a été documentée chez 34% des patients (n=52).

2.1. Bactéries :

o Pneumocoque et méningocoque :

Dans notre étude les pathogénes les plus fréquents étaient le Streptococcus pneumoniae et
Neisseria meningitidis chez 50% des cas. Un taux de positivité encore plus élevé a été remarqué
dans I’étude de Van De beek el al [98] avec un taux de 80%. Dans une étude faite a I’hopital
d’enfant de Rabat entre 2009 et 2013 un taux de positivité similaire a été constaté, soit 71% des

cas [99].Le méme taux était retrouvé aux CHU Mohammed VI de Marrakech en 2010 [100] .
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Tableau XX : Taux de positivité du méningocoque et pneumocoque selon les études.

Répartition du pneumocoque et méningocoque
Notre étude 50%
Van de beek et al. 80%
Hoépital des enfants de Rabat 70%
Chu Mohammed VI marrakech 71%
France 66%

Haemophilus :

L’incidence de I’'Haemophilus a diminué par l'introduction de la vaccination obligatoire.
Cependant dans notre étude 3 cas ont été positif pour ce pathogéne ce qui représente un taux
de 25%.

Un taux encore plus élevé a été constaté dans I’étude faite au CHU Mohammed VI en 2010,
soit 19.5 % [100]. Dans I’étude réalisée a I’hopital des enfants a Rabat entre 2009 et 2013 un
taux de seulement 10% été retrouvé [99], Une étude d’actualisation des donné es
épidémiologiques réalisée en France en 2009, L’Haemophilus représente seulement 3.5% des
pathogénes responsables de la méningite bactérienne. [101]. Par contre en Mozambique en

2007, I’'Haemophilus représentait 33% des méningites bactériennes. (Figure 40).

33,0%

23,0%
19,5%

10,0%
3,5%

Présente étude CHU Mohamed VI I'hopital des enfants  France en 2009 Mozambique en
en 2010 a Rabat entre 2009 2007
et 2013

Figure 40 : Taux de positivité de I’Haemophilus selon les études.
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Cette différence est expliquée par le taux de vaccination qui differe d’un pays a 'autre.
En effet le taux de vaccination a I’Haemophilus frole les 100% en France tandis qu’en

Mozambique ce taux ne dépasse pas les 60%.

2.2. Virus :
Dans notre étude I’HSV était le virus le plus détecté avec un taux de positivité de 4 %, vient
ensuite I’entérovirus qui représentait 2% des virus détectés.
Dans les deux études de F Frantzidou et al [102] et celle de L Kupila et al [103].
les méningites virales sont les plus fréquentes, Les entérovirus représentent (22% pour
I’étude de Frantzidou et 26% pour celle de Kupilla), Les virus de I’herpés (HSV) (HSV-2 et HSV-1
représentent 15% pour Frantzidou et 17% pour Kupilla.

Tableau XXI : Taux de positivité des virus selon les études.

HSV Enterovirus
Notre étude 4 %, 2%
F Frantzidou et al 15% 22'%
L Kupila et al 17% 26%

3. Infections gastro-intestinales :

3-1 Bactéries :

EPEC

De nombreuses études ont mis en évidence EPEC chez des patients présentant des troubles
digestifs, que ce soit dans des pays développés ou en voie de développement, démontrant leur
caractere pathogene [104,105], ainsi dans notre série son taux de positivité était de 23%.

Par ailleurs, on retrouve que ce dernier est le pathogene le plus détecté dans I'étude de
Buss et al, Khare et al ,spina et al, Piralla et al , et enfin I’étude monocentrique de H. Antoine
,cependant dans I’étude de Murphy et al on le retrouve dans la 3eme position aprés le C.difficile

et le Norovirus .
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Par ailleurs, une étude de Hu et al. a montré que dans de nombreuses publications, on
retrouve autant d’EPEC, chez les sujets présentant des symptomes digestifs que chez les sujets
asymptomatiques [65].

Autre exemple, une étude réalisée au Pays-Bas sur 5197 échantillons de selles dont 95,4%
ne présentaient pas de symptomes de GEA, a mis en évidence EPEC dans 19,9% des échantillons
provenant de patients asymptomatiques [123]. Des études cas-témoins tirent les mémes
conclusions, avec des taux de détection d’EPEC allant de 6,3 a 7,6% dans les groupes
symptomatiques contre 9,9 a 10,7% dans les groupes controles des études de Ochoa et al,
Nataro et al [105,107].

Ces données mettent en lumiére la nécessité d’approfondir les connaissances sur la
pathogénicité d’EPEC. La réalisation d’autres études évaluant les sérotypes, les pathovars et les
facteurs de virulence, en fonction de la symptomatologie présentée, pourrait aider a préciser s’il
existe des facteurs liés a la souche ou a I’hote qui feraient qu’EPEC exprime ou n’exprime pas
son pouvoir pathogene.

Salmonella :

Les Salmonelles appartiennent a la famille des Entérobactéries, elles sont une cause
fréquente de GEA bactérienne. Dans notre étude nous avons détecté une seule fois ce germe
avec un taux de positivité de 4 %, ce qui I’a classé au 6eéme rang des bactéries détectées. Nos
résultats viennent rejoindre ceux de plusieurs études notamment celles spina et al ou la
salmonelle est classée au 7éme rang, 9éme rang dans I'étude de Murphy et al ,5éme rang dans
I’étude Khare ,9éme rang dans I’étude de Buss et al, et enfin la 7éme position dans I’étude de
Zhang et al. Ces études confirment que la salmonella n’est plus le principal agent pathogéne
gastro-intestinal bactérien dans le monde. Les études épidémiologiques constatent un
changement du taux de prévalence de cette derniere qui est essentiellement par I’ obligation
légale des états de prendre des mesures hygiéniques de prévention ce qui a considérablement

modifié le spectre de cet agent pathogéne au cours des derniéres années.
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Tableau XXII : Classement des détections de Salmonella dans les différentes études.

Etude Rang

Notre étude 6 éme rang

Khare et al [108] 5 éme rang

Zhang et al 7 éme rang

Spina et al 7 éme rang

Buss et al [110] 9 éme rang

Murphy et al [109] 9éme rang
3-2 virus :

Rotavirus :

Le Rotavirus constitue I’agent étiologique le plus fréquent dans notre série avec un taux de
positivité de 11 %.

On constate que les taux de Rotavirus sont devenus nettement inférieurs avec I'introduction
du vaccin a Rotavirus , avec un taux de positivité de 14,5% pour Calderaro et al. [111] et
seulement 4 % pour Stockmann et al.[112].Cette différence peut s’expliquer par la vaccination
contre le rotavirus, I’étude de Calderaro et al a été réalisée en Italie ou cette vaccination est
recommandée et remboursée, celle de Stockmann et al. a été réalisée aux Etats-Unis ou cette
vaccination est trés fréquente aussi.

Tableau XXIll :Détection du Rotavirus dans plusieurs études.

Etude Positivité
Notre étude 11%
Zhang et al 15.4%

Calderaro etal [111]. 14.5%
Stokman et al[112]. 4%

Norovirus :

Dans notre étude nous avons détecté deux fois ce germe avec un taux de positivité de 6 % .
Un taux allant de 5.7 jusqu'a 13.9% est décrit dans I’étude de Khare et al [108]. Un taux moins
élevé de 3.8 % a été rapporté par I’'étude menée par Buss et al [110] ,un taux de 8.9% a été
rapporté par Murphy et al. [109] et enfin un taux similaire a notre étude avec un pourcentage de

17.7 % dans I'étude Zhang et al.

- 79 -



Apport du Diagnostic moléculaire en pathologie infectieuse En milieu de réanimation pédiatrique

Autres virus :

Nous avons aussi mis en évidence un Adénovirus, un Sapovirus et un Astrovirus avec un
taux de positivité similaire de 4%, montrant leur réle non négligeable dans les épidémies de GEA
bien que les deux derniers ne sont pas recherchés par les tests de routine. D’autres auteurs ont
découvert des taux similaires de Sapovirus a 2% dans I’étude de murphy et al [109] et d’autres
allant de 8,2% a 8,8% [111,112].

3-3 parasites :

Dans notre étude nous avons détecté 1 giardia lamblia soit un taux de détection de 4%, Ce
protozoaire cosmopolite est le plus répandu dans les maladies intestinales humaines qui
touchent préférentiellement les enfants .

Ceci rejoint les résultats de I’étude de H. Antoine en France une seule giardia a été détecté
par FilmArray et aucune n’a été détecté par I'’examen parasitologie des selles, cependant 17
giardia ont été détecté dans I’étude de Murphy et al et Spina et al par FilmArray ,2 et 3 giardia
ont été détecté respectivement parmi 2257 et 709 échantillons par I’examen parasitologie des
selles dans les mémes études et enfin 2 gardia parmi 462 échantillons ont été détecté dans
I’étude chinoise de Zhang et al par FilmArray .

D’une part cela témoigne de la diminution de la prévalence de ce germe en Europe et en
Asie aussi bien qu’en Afrique et d’autre part de la sensibilité de la technologie FilmArray dans la

détection des parasites par rapport aux méthodes conventionnelles.

B. Proportion de chaque agent infectieux identifiés dans la mono ou la

coinfection :

La proportion de chaque groupe d’agent pathogene identifié dans les coinfections était

différente entre les agents étudiés.

1. Infections respiratoires :

Dans cette série, le panel réspiratoire FilmArray a détecté 45 échantillons qui contiennent

un seul pathogeéne, soit un taux de 60 % des mono infections dans la population étudiée.
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L’analyse des échantillons par le panel respiratoir FilmArray a mis en évidence au moins
deux pathogénes dans 29 échantillons sur 74 soit un taux de coinfection de 40 %.

La coinfection la plus détectée dans ce travail, était I’association Rhinovirus+Adenovirus,
suivie de I'association Rhinovirus + Entérovirus.

Tableau XXIV : Proportion de chague agent infectieux identifiés dans la mono ou la coinfection :

Appareil Germe 1 Total MONO CO INFECTION

PCR_RESPIRATOIRE Adenovirus 8 0 8
Bordetella pertussis 1 1 0
Enterovirus/Rhinovirus 30 20 10
Metapneumovirus 8 6 2
mycoplasma pneumoniae 1 0 1
virus parainfluenzae 9 6 3
Virus respiratoire syncytial 17 12 5

Total général 74 45 29

Une étude chinoise a rapporté que sur 773 infections confirmées, le taux de coinfection
arrivait a 25,5 % de cas [60]. L’association la plus rencontrée était Rhino / Entéro + PIV
présentant 10.6% (21/198) sur tous les échantillons positifs alors que I'association Rhino/ Entéro
et Adénovirus se retrouvait en 2 eme place (6 ,1 %), suivie par Rhino/Entéro plus VRS (5,6%) [47].
D’autres études ont également trouvé des taux de coinfections variant entre 7 et 15%
[113,114,115,116].

L’utilisation de la PCRm a pu prouver que I’existence des infections multiples est assez
courante [134],la fréquence de certains agents pathogenes dans ces derniers peut étre tres
élevée atteignant 27% , 30 % ou 46 % [ 117,118,119].Ce qui était le cas lors d’une étude
effectuée a Toulouse, tous les virus du panel respiratoire FilmArray ont été détectés lors des

coinfections [91].
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Martine et al rapportent des résultats similaires [138], ils ont pu détecter ’Adénovirus dans
les coinfections dans 52% des échantillons et le Coronavirus dans 50% des échantillons. La
prédominance du Rhinovirus dans les coinfections était illustrée également dans plusieurs
études [47].

Ainsi, la place importante des coinfections virales dans les infections respiratoires de
I'enfant a été largement rapportée par plusieurs études avec des différences selon les pays, les
populations, les groupes d’age, d’échantillonnage ou de méthode de laboratoire [76].

Concernant I'implication des coinfections dans la sévérité de la symptomatologie, une étude
européenne a montré que la présence d’une coinfection était corrélée avec des signes cliniques
plus séveres [120].

Cependant, la relation entre la présence de coinfection et la sévérité des symptdmes reste
toujours incertaine et peut dépendre de la nature de I’agent pathogéne détecté [91].

Tableau XXV : Comparaison du taux de coinfection.

Etude taux de coinfection
Notre étude 40%

Daniel T.roganet al 25.5%
Mahonny et al 15%
Olofsson et al 10%
Christine et al 7%

2. Infections gastro-intestinales :

Dans cette série, FilmArray Gl a détecté 7 échantillons qui contiennent un seul pathogeéne,
soit un taux de 25 % des mono infections dans la population étudiée.
L’analyse des échantillons par le panel Gl FilmArray a mis en évidence au moins deux
pathogenes dans 20 échantillons sur 27 soit un taux de coinfection de 75 %.

La coinfection la plus détectée dans ce travail, était I'association Enterovirus+shigella,
suivie de l’association E. coli +shigella. a savoir que les E. coli diarrhégéniques étaient

responsables a eux seuls de 60,85% des cas ou plusieurs pathogénes ont été détectés, ils sont
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d’ailleurs, comme dans des études comparables [121,111,109]les pathogénes les plus
fréquemment retrouvés en association.

Certains auteurs attribuent I'abondance de ces associations a une infection initiale, qui va
provoquer une inflammation engendrant un déséquilibre de la flore digestive, ce qui permet la
colonisation par d’autres agents pathogénes, notamment des entérobactéries dont fait partie E.
coli [109,122]. Ces résultats montrent la part non négligeable des co-infections dans les GEA,de
plus, elles sont largement sous-estimées par les méthodes conventionnelles [110].

Tableau XXVI : Les Coinfections les plus fréquemment détectées par FilmArray.

Etude Taux de coinfection :
Notre etude Enterovirus+shigella
Khare et al EPEC+Norovirus
Murphy et al EAEC+EPEC
Zhang et al EPEC+EAEC
Piralla et al Rotavirus+Campylobacter

VI. IMPACT SUR LA PRISE EN CHARGE CLINIQUE :

A-Impact sur le délai de rendu des résultats.

Dans notre étude nous avons mesuré les délais médians de rendu des résultats par
FilmArray®qui étaient de : 7h 30 min, contre 48 heures pour les methodes classiques (la culture).

D’autres études ont obtenu des délais de rendu de résultat relativement similaires aux
notres avec un temps moyen de 3,88 heures pour le FilmArray® contre 55,46 heures pour la
coproculture pour I’étude de Murphy et al et 8,94 heures vs 54,75 heures (FilmArray® vs
coproculture) pour I'étude de Beal et al. Et 6,45 heures pour FilmArray vs 59h58 min pour la
coproculture dans I’étude de H. Antoine.

Ces résultats montrent 'un des avantages majeurs du panel FilmArray® : la rapidité
d’analyse, qui est un vrai plus, notamment pour la bactériologie. Il faut rappeler que I’analyse
FilmArray® était entrée dans le fonctionnement de routine du laboratoire de I’hépital CHU

Mohammed V Marrakech.
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La rapidité de cette analyse apporte donc un gain majeur pour les examens de bactériologie
et de parasitologie, disciplines pour lesquelles les examens de routine sont longs a réaliser et un
traitement anti-infectieux est susceptible d’étre instauré. Concernant les recherches
virologiques, les tests conventionnels sont plus rapides mais leur sensibilité est inférieure [110].
Le FilmArray® limite donc le risque de non détection d’un agent viral et donc de non mise en
place des précautions complémentaires pour un patient porteur de virus.

Il existe un autre apport majeur du FilmArray® grace a sa rapidité, la proportion de patients
sortant avec un résultat complet a augmenté. Dans I’étude de H. Antoine en analysant les selles
par les techniques conventionnelles, 54,1% des patients hospitalisés sont sortis sans que le
clinicien n’ait obtenu l’ensemble des résultats, notamment ceux de la coproculture. Le
FilmArray® a permis de faire chuter ce taux a 7,5%, ce qui permet une prise en charge plus
efficace et plus rapide du patient. Cela évite aussi au médecin d’avoir a rappeler pour un patient
ayant une culture positive alors que celui-ci est déja sorti d’hospitalisation avant I’obtention du
résultat. En ce sens, cela représente un gain de temps pour le médecin.

L’analyse de ces données montre que la rapidité du FilmArray® contribue fortement a
optimiser la prise en charge globale du patient.

Tableau XXVII : Comparaison entre les délais de rendu des résultats dans plusieurs centres

hospitaliers :FilmArray VS méthodes conventionnelles.

Méthodes conventionnelles Panel filmarray
Notre étude 38h 7h30
CHU bicha 36h 3h
Messacar2016 28h 3h
Sara 2018 27h 1.5h
Barie canada 24h 2h25
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B-Impact du panel FilmArray sur I’'usage des antibiotigues :

Chez les enfants prélevés, 96 % ont recu une antibiothérapie probabiliste.
Aprés la documentation des infections grace a la PCR, le traitement a été adapté en fonction de
I'agent pathogene détecté (bactérien, viral, parasitaire), et en prenant en considération
I’évolution clinique et paraclinique du patient.

Patients chez qui une infection d’origine bactérienne a été suspectée avec un résultat positif
de la PCR:

%+ L’antibiothérapie initiale a été maintenue chez 51,77% des patients.

£ L’antibiothérapie a été modifiée chez 46.32% des patients, avec arrét chez1.08 %des
patients et changement de molécule chez 45.24% des patients adapté en fonction de
I’agent pathogéne identifié.

£ 1.91% des patients ont bénéficié d’une initiation d’ATB.

Patients chez qui une infection d’origine bactérienne a été suspectée avec un résultat

négative de la PCR :
£ L’antibiothérapie initiale a été maintenue chez 62,09% des patients avec une bonne
évolution clinique et paraclinique.
£ L’antibiothérapie initiale a été arrétée chez 37,91% des patients.

v" Selon I'étude francaise de H. Antoine, les résultats du panel Gl FilmArray® ont amené le
clinicien a instaurer un traitement spécifique pour 4 patients parmi 93 alors que le
résultat était positif pour 62/93 [123].

v' L’étude de Beal et al a évalué I'impact du FilmArray® sur le nombre de jours
d’antibiothérapie et n’a pas mis en évidence une diminution de consommation
d’antibiotiques statistiquement significative chez [I’enfant, avec 1,73 jours
d’antibiothérapie dans le groupe FilmArray® contre 2,12 jours dans le groupe
contrble[124].

v L'étude de M.cailleaux et ses collaborateurs en 2018 en France est une étude

prospective sur I'impact de l'utilisation d’une PCR multiplex type FilmArray® dans le
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diagnostic des infections suspectées du systeme nerveux central qui a permis de
conclure que grace a la réalisation de ce test, les traitements ont pu étre adaptés en
médiane 3 jours plus rapidement que lors de l'utilisation de la stratégie diagnostique
classique. Son utilisation a permis une diminution des prescriptions d’anti-infectieux
non adaptés [125].

L'étude de Rogers BB et all rapporte que la PCRm a permis une réduction dans la durée
d’antibiothérapie et une diminution de la durée d ’hospitalisation, et montre également
que la rapidité du résultat de la PCRm a entrainé une diminution dans |'utilisation des

antibiotiques, entre autres les antibiotiques a large spectre [126].

Les avantages apportés par le FilmArray® sur la mise en place de traitements anti-infectieux

sont donc :

v

v

v

En

Une instauration dans les plus brefs délais pour les pathogenes concernés.

Une instauration rapide pour les pathogénes ne nécessitant pas un traitement
systématique, mais dont la situation clinique du patient I’exigerait (ex : dégradation
clinique du patient)

La détection des pathogénes a traiter non suspectés ou associés.

Réduire la prescription de I’antibiothérapie probabiliste.

effet la rapidité de réalisation du Filmarray permet d’avoir un diagnostic positif ou non

dans un délai qui ne dépasse pas les 6h, ceci a pour effet la diminution de prescription

d’antibiotiques et antiviraux de facon probabiliste et de diminuer donc la prévalence de

résistance bactérienne.
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VIl. Impact sur le colt global de prise en charge du patient :

L’'impact médico-économique de I'implantation du FilmArray® ’a été évalué dans notre

étude :

-le colit direct de I'analyse PCR était de 1200 DH/test, Soit un colt supplémentaire de
1110 DH par rapport au méthodes classiques, le colit moyen d’une journée en réanimation était
de 1800 DH, soit un gain enregistré par la technique PCR de 3 150 DH par rapport aux méthodes
classiques par ailleur un bon diagnostic avec cette technique nous permet de faire des
économies en terme de traitements probabilistes administrés a tort, avec une estimation de

90dh.

Ainsi une étude récente de Beal et al [127] qui a évalué cet impact en comparant a un
groupe contrble : le nombre de journées d’antibiothérapie, les tests additionnels, les examens
d’imagerie et la durée d’hospitalisation.Cette étude conclut que le FilmArray® a permis une
diminution significative du nombre de tests additionnels, d’examens d’imagerie et de la durée
d’hospitalisation chez I’adulte (mesurée aprés la date du préléevement). Finalement, cette étude a
calculé que I'analyse des selles par FilmArray® permettait de diminuer de 293 dollars le colt par

patient.

Une autre étude réalisée a I'aide d’un autre test syndromique (xTagLuminex®) conclut que
cette nouvelle technique a augmenté le codt direct pour le laboratoire de 34 800 dollars mais a

permis de diminuer les colts liés a I'isolement des patients de 69 500 dollars [128].

Ces données montrent que méme si le colt direct de I'analyse est élevé par rapport aux

techniques conventionnelles, il est a rapporter au colt global de la prise en charge du patient.
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VIII.

Forces et limites :

1. Avantages de I’approche syndromique par FilmArray® :

La recherche systématique de 22 agents pathogenes par une technique moléculaire trés

sensible présente de nombreux avantages :

(0]

(0]

2.

Nombre de cas de GEA documentés microbiologiquement nettement amélioré.

Remplacement de 4 analyses différentes (rotavirus/adénovirus ; norovirus ;
coproculture; parasitologie) par une seule, ce qui : - Evite d’avoir a choisir I'un des tests
conventionnels, limitant ainsi le risque de retard de diagnostic ou de non-
documentation (ex : norovirus). — Evite par ailleurs, la prescription systématique de
I’ensemble des examens disponibles. - Simplifie le travail du technicien, améliore le flux
de travail. .- Détection de pathogéne dont la recherche n’est pas prescrite ou la
présence non suspectée notamment lors de co-infections - Obtention rapide du résultat
(avantage majeur pour la bactériologie et la parasitologie). Ces avantages montrent que
le panel réspiratoire, neuroméningé et Gastro-intestinale FilmArray® s’averent étre des
moyens efficaces pour palier au probleme du sous-diagnostic des infections infantiles

[123].

Limites de I’approche syndromique par FilmArray®

L’analyse comparative a aussi permis de mettre en lumiere quelques limites liées a

I'utilisation du panel Gl FilmArray®, notamment du fait de sa sensibilité élevée, du caractére

génotypique et qualitatif de cette analyse : - Obtention de résultats positifs chez des patients

asymptomatiques - Non-information sur la viabilité du pathogéne détecté (ex : Campylobacter) -

Risque de détection d’un portage asymptomatique (bactérien, parasitaire) ou d’une excrétion

virale post-infection. - Non-quantification des pathogénes qui pourrait aider lors de co-

infections. - Détection de nombreux E. coli diarrhégéniques non recherchés par la coproculture

et dont la pertinence clinique reste a évaluer. Ces limites peuvent poser un probléme

d’interprétation du résultat au clinicien.
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Cependant, ce probleme d’interprétation peut-étre fortement atténué par la juste
prescription de cette analyse (patients symptomatiques), une interprétation prudente des

résultats en les confrontant au tableau clinique et un dialogue clinico-biologique [123].
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L’approche syndromique est une nouvelle méthode de diagnostic des maladies infectieuses
,qui permet de rechercher simultanément et en un seul test I’ensemble des microorganismes ,les

plus fréquemment responsables d’une infection.

Cette approche ,non seulement elle permet le diagnostic étiologique ( distinction entre
infection virale , bactérienne ou fongique) , mais aussi I'optimisation de la prise en charge
médicale (traitement antiviral ou antibacté rien efficace et adapté ) etla maditrise du risque
infectieux, gra ce a une prise en charge plus rapide des patients en diminuant le temps , jusqu’au
diagnostic qui est estimé a 6heures pour une analyse par Filmarray et a 48 heures lorsque les

méthodes conventionnelles sont employées.
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RESUME:

Objectif : I'objectif de notre étude était d’évaluer I'apport du panel respiratoire,
neuromeningée et gastro-intestinal FilmArray dans la prise en charge des infections infantiles en
milieu de réanimation pédiatrique : profil bactériologique, impact sur la stratégie thérapeutique
et sur le colt direct.

Matériels et méthodes : il s’agit d’'une étude rétrospective a visée descriptive, réalisé sur
151 échantillons provenant des patients hospitalisés pour une pathologie infectieuse, au sein du
service de réanimation pédiatrique a I’hopital mere enfant du chu Mohammed VI de Marrakech.

Ce basant sur un historique de données de 3 ans.
Résultat :

-Durant cette période d’étude, nous avons colligé 151 malades agés de moins de 15 ans

avec une médiane d’dge de 11 mois. Une nette prédominance masculine a été notée (62%) .

-Les échantillons documentés durant cette période provenaient en grande partie des
patients hospitalisés pour détresse respiratoire 31.7% suivi par les méningo-encéphalites 21.8%,
les bronchopneumopathies 17.8%, les gastroentérites 12.5 % et les états de mal convulsifs
11.2 %.

-le taux de positivité dans notre étude était de 24% pour la PCR neuromeningée contre 6% par
méthodes conventionnelles, un taux de 71% pour la PCR gastro-intestinale contre 33% par
méthodes conventionnelles et un taux de 77% pour la PCR respiratoire cependant la culture n’a
pu identifier aucun germe.

-un taux de 60% de mono infections et de 40 % de coinfections par le panel respiratoire
FilmArray, un taux de 25% de mono infections et de 75% de coinfections par le panel gastro-
intestinale FilmArray, cependant aucune coinfection n’a été détecté par le panel neuromeningé
FilmArray.

-le rhinovirus était le pathogene le plus fréquemment détecté dans I’ensemble des
infections respiratoires soit un taux de 41%, le streptococcus pneumonie avec un taux de 41%
dans I’ensemble des infections neuroméningées et Escherichia coli entéropathogéne avec un

taux de 19% dans I'ensemble des infections gastro-intestinales documentées par la PCR .

-I’association Rhinovirus —-Adénovirus était La coinfection la plus détectée par le panel
respiratoire Filmarray , cependant La coinfection la plus détectée par le panel gastro-intestinale ,

était I’association Enterovirus+shigella, suivie de I'association E. coli