UNIVERSITE MOHAMMED V - RABAT
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT-

ANNEE: 2018 THESE N°: 47
APPORT DU SEQUENCAGE MULTIPLEX DU LIQUIDE
D’ASPIRATION BRONCHIQUE DANS LA PRISE EN CHARGE
DIAGNOSTIQUE DES INFECTIONS RESPIRATOIRES

CHEZ L’ENFANT MOINS DE 5 ANS
(& PROPOS DE 700 CAS)

THESE

PAR

Mr. M’barek AKANOU
Né le 25 Juin 1991 a Timzit, Taroudant

Four ['Obtention du Boctorat en Medecine

MOTS CLES : Infection — Respiratoire — Séquengage — Multiplex — Enfant.

JURY

Mr. M. ZOUHDI PRESIDENT
Professeur de Microbiologie

Mr. H. TLIGUI RAPPORTEUR

Professeur de Parasitologie
Mme. M. SEFFAR

Professeur de Microbiologie
Mr. H. AIT OUAMAR

Professeur de Pédiatrie
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2A¢ UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT
! ‘.1 | FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

19741981 : Professeur Bachir LAZRAK wwm
1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI w\“ww"“y
1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI =S / “\«N’
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI .:I S

2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI Drrits
ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. Mohamed KARRA

1-ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS
ET
PHARMACIENS

PROFESSEURS :
Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes

Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHY AOUI Mohamed

Décembre 1988
Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. CHAD Bouziane

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Médecine Interne — Clinique Royale
Anesthésie -Réanimation
pathologie Chirurgicale

Pathologie Chirurgicale

Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Pathologie Chirurgicale
Neurologie




Janvier et Novembre 1990

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

Février Avril Juillet et Décembre 1991

. CHKOFF Rachid

. HACHIM Mohammed*
. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. TAZI Saoud Anas

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
AZ70UZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa
BELKOUCHI Abdelkader

BENSOUDA Yahia

. BERRAHO Amina
BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar
KHATTAB Mohamed
SOULAYMANI Rachida
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

Pr.
Pr.

AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil
BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq
DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

. JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

ars 1994

M

Pr.
Pr.

Pr

Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENJAAFAR Noureddine
BEN RAIS Nozha

. CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique V.D a la pharmacie+Dir du
CEDOC

Chirurgie Générale V.D Aff. Acad. et Estud
Anesthésie Réanimation

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstétrique

Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Chirurgie Générale
Microbiologie

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la

FMPA

Gynécologie Obstétrique
Traumato-Orthopédie

Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique

Médecine Interne




Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. HASSAM Badredine

. IFRINE Lahssan

. JELTHI Ahmed

. MAHFOUD Mustapha
. RHRAB Brahim

. SENOUCI Karima

ars 1994

M

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

ars 1995

M

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*

OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ALAMI Mohamed Hassan
. BEN SLIMANE Lounis

. BIROUK Nazha

. ERREIMI Naima

. FELLAT Nadia

. HAIMEUR Charki*

Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur HMI Med V
Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. KADDOURI Noureddine

. KOUTANI Abdellatif

. LAHLOU Mohamed Khalid
. MAHRAOUI CHAFIQ

. TAOUFIQ Jallal

. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AFIFI RAJAA

. BENOMAR ALI

. BOUGTAB Abdesslam
. ER RIHANI Hassan

. BENKIRANE Majid*

. KHATOURI ALI*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan

BOURKADI Jamal-Eddine

ECHARRAB EI Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
ISMAILI Hassane*
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
ROUIMI Abdelhadi*

Décembre 2000

Pr

. ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr
Pr
Pr
Pr

. BALKHI Hicham*

. BENABDELJLIL Maria
. BENAMAR Loubna

. BENAMOR Jouda

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie
Cardiologie

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM
Anesthésie-Réanimation

Meédecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie Directeur Hop. Chekikh Zaied
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Neurologie

ORL

Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*

HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf

NOUINI Yassine

SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL HAOURI Mohamed *
FILALI ADIB Abdelhai
HAIJJI Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina

Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZ1Z Noureddine*
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENYASS Aatif
BERNOUSSI Abdelghani
DOUDOUH Abderrahim*
EL HAMZAOUI Sakina*
HAJJI Leila

HESSISSEN Leila

JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
. NIAMANE Radouane*

Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie
Ophtalmologie
Radiologie
Rhumatologie
Pédiatrie g
Cardiologie li

Ophtalmologie :

L
4 R
—

Biophysique
Microbiologie
Cardiologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

(mise en disponibilité)



Pr.
Pr.
Pr.

RAGALA Abdelhak
SBIHI Souad
ZERAIDI Najia

Décembre 2005

Pr.

CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHEMLAL Lahsen*
AKJOU]J Said*
BELMEKKI Abdelkader*
BENCHEIKH Razika
BIYI Abdelhamid*

BOUHAFS Mohamed El Amine

BOULAHY A Abdellatif*

CHENGUETI ANSARI Anas

DOGHMI Nawal
FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun
HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*
SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid
ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAIJJI Larbi*

AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie

Parasitologie

Anesthésie réanimation Directeur ERSM
Biochimie-chimie

Pharmacie clinique

Ophtalmologie

Pharmacie galénique

Chirurgie générale

Chirurgie générale




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*
ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*

MARC Karima
MASRAR Azlarab
MRABET Mustapha*
MRANI Saad*

OUZZIF Ez zohra*
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
TABERKANET Mustafa*
TACHFOUTI Samira
TAJDINE Mohammed Tarig*
TANANE Mansour*
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr.

DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*
Pr TAHIRI My El Hassan*
Mars 2009

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUZAHIR Ali*
AGDR Aomar*

AIT ALI Abdelmounaim*
AIT BENHADDOU El hachmia
AKHADDAR Ali*
ALLALI Nazik

AMINE Bouchra
ARKHA Yassir
BELYAMANI Lahcen*
BIIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae*
BOUI Mohammed*

Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie

Radiothérapie

Anesthésie réanimation
Microbiologie

Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologique

Meédecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie

Biochimie-chimie

Médecine interne

Radiologie

Microbiologie

Microbiologie

Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie
Neuro-chirurgie
Radiologie
Rhumatologie
Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BOUNAIM Ahmed*
BOUSSOUGA Mostapha*
CHAKOUR Mohammed *
CHTATA Hassan Toufik*
DOGHMI Kamal*

EL MALKI Hadj Omar
EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid*

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna *
KABBAIJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
L’KASSIMI Hachemi*
LAMSAOURI Jamal*
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MESSAOUDI Nezha *
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRAJ Latifa
RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :

Octobre 2010

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALILOU Mustapha
AMEZIANE Taoufig*
BELAGUID Abdelaziz
BOUAITY Brahim*
CHADLI Mariama*

CHEMSI Mohamed*

DAMI Abdellah*

DARBI Abdellatif*
DENDANE Mohammed Anouar
EL HAFIDI Naima

EL KHARRAS Abdennasser*
EL MAZOUZ Samir

EL SAYEGH Hachem
ERRABIH Ikram
LAMALMI Najat
MOSADIK Ahlam
MOUJAHID Mountassir*
NAZIH Mouna*

ZOUAIDIA Fouad

Mai 2012

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMRANI Abdelouahed
ABOUELALAA Khalil*
BELAIZI Mohamed*
BENCHEBBA Driss*

Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique

Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique

Chirurgie Générale

Microbiologie

Meédecine interne

Gynécologie obstétrique

Rhumatologie

Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail
Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
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Les infections respiratoires aigu€s (IRA) restent la principale cause de déces
chez les jeunes enfants dans les pays de bas et moyen revenu, représentant pres de
1,4 million de décés annuels et 18% des décés mondiaux chez les enfants de moins
de cinq ans [1,2,3], Des estimations récentes suggerent que l'incidence mondiale
des hospitalisations chez les jeunes enfants liées a des infections séveres ou tres
séveres des voies respiratoires inférieures peut atteindre 11,9 millions (IC 95,3
10,3-13,9 millions) et 3,0 millions (2,1-4,2 millions) d'épisodes annuels.
Respectivement [2,4], représentant un fardeau énorme pour les systemes de santé,

généralement fragiles dans de tels contextes [4].

Les IRA sont parmi les causes les plus fréquentes de consultation chez les
médecins dans le groupe d'age pédiatrique [2]. Une proportion substantielle de
cas de pneumonie et les déces sont attribuables a deux pathogénes bactériens,
Streptococcus pneumoniae [5]. Et Haemophilus influenzae type b (Hib) [6]. Bien
que leur charge et la répartition géographique diminuée depuis la mise en ceuvre
progressive des deux vaccins conjugués disponibles contre eux [7]. Inversement
la charge des IRA liées au virus, tels que le virus respiratoire syncytial (RSV),

est de plus en plus reconnu cause de mortalité associée a la pneumonie [1, 3,8].

La capacité¢ de détecter et de distinguer rapidement de multiples organismes
infectieux est essentielle au diagnostic précis des épidémies saisonnicres et
sporadiques, et des pathogeénes émergents [9]. Cela exige la disponibilité de tests de
diagnostic suffisamment souples pour une identification rapide et précise de
nouvelles cibles, car les tests de diagnostic conventionnel pour les pathogenes
respiratoires sont limités par une sensibilit¢ médiocre ou un temps d'exécution

prolong¢ [10].

L’objectif de notre travail est de démontrer I’importance du séquengage
multiplex (technique RespiFinder) basé sur I'amplification de la sonde multiplex
ligand-dépendante (MLPA), dans la prise en charge diagnostique des infections

respiratoires chez I’enfant de moins de 5 ans.
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1. Définition :

Les IRA correspondent aux infections aigués de I’oreille, du nez, de la

gorge, de la trachée, de la broche, des bronchioles, ou des poumons. On

distingue essentiellement deux types des IRA [11]:

¢ Les IRA du voies aériennes supérieures : infections du nez, de larynx,

gorge, et de I’oreille moyenne

* Les IRA du voies aériennes inferieur : épiglotte, trachée, bronches,

bronchioles, poumons.

Dans notre travail on s’intéresse aux IRA des voies aériennes inférieures ou

appelées également les infections respiratoires aigu€s basses communautaires

(IRABC).

I1. Rappels anatomophysiologiques des voies respiratoires

A. Anatomie des voies respiratoires

Les voies respiratoires sont des canalisations permettant le passage de 1’air

depuis le nez et la bouche vers les poumons et les alvéoles pulmonaires au cours

de la ventilation. Elles sont classées en :

¢ Voies respiratoires supérieures ou voies aériennes supérieures (VAS) qui

sont extra thoraciques :

Nez et fosses nasales
La bouche
Pharynx (carrefour aérodigestif)

Larynx (la gorge)

¢ Voies respiratoires inférieures (VRI) ou voies aériennes inférieures (VAI)

qui sont intra thoraciques et reparties en 2 zones :



Zone de conduction et transition :
Voies extra pulmonaires : trachée
Voies intra pulmonaires : bronches

Zone respiratoire

Conduits et sac alvéolaires, alvéoles pulmonaires

Infections aigués des voies
- fosses ' respiratoires supérieures (IAVRS)
d'Eustache s Ko e
respiratoires  Ofite moyenne
pharynx langue A supérieures  Pharyngite
Ia o™l s s vos
- piratoires  respiratoires supéri
v oesophage  inferieures i e
odte trachée Epiglotme Croup/Faux croup
| arygite }(Maladies provo-
by poumon gauche 4 :
onche droite poumon gauche ;aryngr:)trachexte quant un stridor)
__ ronchite
— petites bronches Bronchiolite
, Pheumonie
—— - bronchioles -

INMATAMIC AC I 'ADDADCII DCADIDATNAIDE

Figure 1 : Anatomie de I’appareil respiratoire [11- 12]

B. Physiologie et mécanismes de défense
1. Physiologie :

La physiologie respiratoire de 1’enfant est différente de celle du jeune enfant
surtout le nouveau-né. Normalement la pression partielle du sang en oxygene est de
75mmHg chez le nourrisson, le volume gazeux intra thoracique chez le nouveau-né
est de 200ml, le rythme respiratoire du nourrisson varie entre 30 et 40 cycles/min.
Par I’¢limination de I’exceés de Co? et ’enrichissement en O? du sang venant des

cavités cardiaques droites, le poumon joue un réle important dans la régulation de



I’équilibre acido-basique. Aussi les troubles de 1’équilibre retentissent sur le
poumon : il y a augmentation de la résistance artériolaire pulmonaire en cas
d’acidose, 1’alcalose provoque surtout des apnées [11].

2. Mécanismes de défense :

Les mécanismes de défense des voies aériennes sont nombreux, leur
intrication garantit un résultat optimal. Dés la naissance, les voies aériennes
supérieures (en particulier le rhino-pharynx) sont colonisées par une flore
bactérienne saprophyte. Les voies aériennes basses, en particulier le « poumon

profond », demeurent en principe stériles [13].

On décrit généralement deux lignes de défense. La premiere est constituée
par le revétement épithélial et ’appareil muco-ciliaire des voies aériennes, la

seconde par le systéme immunitaire des muqueuses [14].

s Le revétement épithélial :

Les cellules épithéliales (cellules ciliées, cellules caliciformes, cellules a
bordure en brosse) constituent une ligne de défense mécanique car elles
possedent des récepteurs pour certaines protéines et pour des virus, en particulier
les nombreux rhinovirus. Le renouvellement des cellules superficielles est assuré
par les cellules basales. Toute rupture de la continuité¢ cellulaire facilite la

colonisation, puis la surinfection microbienne.

De plus, la structure anatomique des voies aériennes s’oppose a I’infection de
fagon mécanique par le jeu de la conformation anatomique particuliere du nez et
des fosses nasales, de nombreux changements de continuité, et des bifurcations
bronchiques successives. Finalement, chez [I’enfant, dans les conditions

physiologiques, les voies aériennes inférieures sont normalement stériles.



< L’appareil muco-ciliaire :

Les cellules du revétement épithélial sont munies de cils vibratiles en
mouvement incessant ou métachrone. On désigne sous ce terme, un mouvement
transmis de proche en proche, de cil a cil. Il est comparé de fagon imagée aux

ondulations que provoque le vent sur un champ de blé [14].

Les dyskinésies ciliaires primitives(DTCP) décrites par Afzelius sous le
terme de « syndrome des cils immobiles » se traduisent par des infections sino
bronchiques et par des bronchectasies en raison d’un défaut total et généralisé de

I’épuration muco-ciliaire.

Toutes les agressions chimiques, physiques, ou infecticuses que subit la
muqueuse respiratoire, entrainent des troubles plus ou moins durables du
fonctionnement muco-ciliaire. Ainsi le tabagisme, passif ou actif, diminue la
motilit¢ ciliaire. De méme I’infection & virus respiratoire syncytial (VRS)
entraine des Iésions des cils (abrasion des cellules épithéliales, perte des cils,
désorganisation de leur mouvement). Apres la plupart des infections a virus ou a
mycoplasmes, la normalisation de la fonction ciliaire demande largement plus

de quatre semaines [14-15].

s Le systéme immunitaire :

Des formations lymphoides sont présentes sur toute la surface de la
muqueuse respiratoire, ORL et bronchique. Ce systéme immunitaire muqueux
est désigné sous le terme générique de MALT (Mucosa Aassociated Lymphoide
Tissue), constitué par le tissu lymphoide de la muqueuse des fosses nasales et
des sinus, de I’anneau de Waldeyer (végétations adénoides et amygdales

palatines), et du BALT (Bronchial Associated Lymphoide Tissue).



Son fonctionnement est schématiquement celui du systéme lymphoide. Les
stimulations antigéniques entrainent une multiplication, puis une différenciation
des lymphocytes T (Thl et Th2). Au cours de la réponse anticorps « primaire »
les lymphocytes B immature produisent des immunoglobulines de type IgD et
surtout des IgM, peu spécialisées. Les sollicitations antigéniques ultérieures des
plasmocytes leur font produire des IgG et des IgA. La production des sous
classes d’immunoglobulines est chronologiquement la suivante : 1gG3, IgGl,
IgAl, IgG2, 1gG4, IgE, 1gA2 [14-15].

Les IgA de sécrétion (IgAs) participent au phénomene d’exclusion
antigénique.

Dés leur arrivée sur I’épithélium, les particules et surtout les germes sont
captés par les IgAs, puis le tapis muco-ciliaire les entraine vers le carrefour

aérodigestif.

Au cours des déficits en IgA sériques et sécrétoires, ce défaut d’exclusion
antigénique s’accompagne d’infections muqueuses digestives et respiratoires,

plus fréquentes et/ou plus séveres.

% Particularités pédiatriques :

Le nouveau-né posséde des anticorps de type IgG transmis par sa mere, qui
va les perdre au cours des trois premiers mois, en particulier les 1gG2. Dans le
méme temps, la capacité du jeune enfant a fabriquer des IgG2 est relativement
limitée au cours des 12-18 premiers mois (« trou immunitaire »). Or ces
immunoglobulines  correspondent aux anticorps dirigés contre les

polysaccharides constitutifs des capsules de nombreuses bactéries [14,16].



La production d’IgG chez le feetus débute vers le 6éme mois, mais leur
taux reste faible jusqu’au 8¢me mois. Cette insuffisance est compensée par un
transfert placentaire actif des IgG maternelles qui atteint son maximum a la
40¢me semaine. Ainsi, le taux des IgG du nouveau-né normal peut étre supérieur
de 10% au taux de la mere. Les prématurés présentent, donc constamment une
hypo-gamma-globulinémie : son intensit¢é est corrélée au degré de Ia
prématurité. De plus, le retard de croissance intra-utérin qui s’accompagne
d’insuffisance placentaire entraine aussi une hypo-gamma-globulinémie [14,17].
Par ailleurs, la synthése des IgA est trés lentement progressive : les valeurs
définitives ne sont obtenues qu’apres 1’age de 4 ans, souvent aux alentours de 8-
10 ans. L’une des conséquences de cette immaturité immunitaire est le portage
ORL de bactéries comme streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae et
Moraxella( Branhamella) catarrhalis [17] . Le pourcentage d’enfants normaux
dont le rhino-pharynx est colonis¢ par ces trois bactéries est relativement
important : 19 a 26,7% pour S. pneumoniae, 13 a 18,7% pour H. influenzae et
28,3 a 36% pour M. catarrhalis [13,14]. Ainsi, a un moment donné, un enfant
sur cinq est porteur au moins d’un de ces trois germes. Le pourcentage de
colonisation dépend de I’age, de I’ethnie, des conditions socio-économiques, de
la présence d’une infection familiale, de la saison, du pays, des pathologies dont
I’enfant est atteint, des antibiotiques recus, des nombres de 1’antibiothérapie, de

la vaccination, et du mode de garde [17].



C. Physiopathologie :

La contamination des pneumopathies infectieuses est interhumaine. Les
agents pathogénes responsables de la pneumonie ont plusieurs voies d’accés aux
poumons. Bien que I'on dispose de peu d'informations sur la pathogenése chez
l'enfant, il est communément admis que souvent ce sont des bactéries déja
présentes dans le nez ou dans la gorge qui passent dans les poumons par
inhalation et provoquent l'infection. Les agents pathogénes peuvent aussi étre
vehiculés par les gouttelettes en suspension dans l'air; la pneumonie peut aussi
étre consécutive a une infection du sang, I’inhalation des germes, parfois
accidentelle (en cas de noyade, par exemple). Au moment de la naissance ou peu
apres, le nouveau-né court davantage de risques de contracter une pneumonie
par exposition a des agents pathogeénes dans la filiere génitale, ou & des matieres

contaminées pendant I’accouchement [18].
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II1. Données épidémiologique

A. Morbidité et mortalité :

Parmi toutes les IRA, la pneumonie responsable de 15% du nombre total de
déces des enfants de moins de 5 ans. C’est la premié¢re cause infectieuse de
mortalité chez I'enfant. 922 136 enfants de moins de 5 ans sont morts de
pneumonie en 2015. Elle représente 21% des déces en Afrique. Ce taux monte a
28% si on inclut la période néo-natale de 4 semaines aprés la naissance, soit pres
d'un tiers de la totalit¢ des décés. La pneumonie a pneumocoques est plus
meurtriere que la rougeole, le paludisme et le sida réunis alors que 30%
seulement des malades ont acces aux traitements. La plupart des déces
interviennent chez les enfants de moins de 2 ans et dans les pays les plus
pauvres. Ce fléau peut €tre endigué notamment grace a la vaccination anti-

pneumococcique [19].
B. Facteurs de risque :

De nombreuses études ont mis en €vidence la place des facteurs de risque
dans l'importance des pneumopathies chez les enfants de moins de 5 ans. La
fréquence annuelle des épisodes de pneumopathie se trouve élevée grace aux
facteurs et aussi ces facteurs augmentent le risque de complication surtout de

détresse respiratoire [19] :

e Des facteurs saisonniers et climatiques : saison froide et saison des pluies
dans les pays du Sud, influence directe du climat (température ambiante,
teneur en eau de ’atmosphere) et indirecte (mode de vie, promiscuité)

e L[’environnement : surpeuplement, pollution de I’air ambiant (tabagisme,

fumées domestiques : feux de cuisine, chauffage au bois ou aux bouses)
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e Le sexe masculin : sex-ratio 1,7/1

e L’age : le risque de déces le plus élevé est chez le nourrisson de 1 a 3 mois

e La prématurité

e Deéficit en zinc

e [’¢état nutritionnel : arrét de 1’allaitement maternel, malnutrition protéino
énergétique,

e Un déficit immunologique congénital ou acquis (infection a VIH/Sida) -
un bas niveau d’éducation du pére et de la mere

e Un bas niveau socio-¢conomique du pays.

C. Etiopathogénie

Les bactéries et les virus sont les principaux agents pathogeénes
responsables de broncho-pneumopathie chez I’enfant ; mais il est difficile de

déterminer la part respective de ces agents.

De nombreuses études étiologiques ont montré que les infections

bactériennes viennent compliquer les infections virales [11,20].
1. Les virus :

Ce sont le virus syncitial respiratoire et les virus para influenzae I et Il ou
rhinovirus. Leur porte d'entrée est surtout naso-pharyngien, ils entrainent des
Iésions locales ou étendues a tout le tractus respiratoire en se fixant sur les
cellules épithéliales, par contre certains virus peuvent se diffuser dans

l'organisme.
L'organisme a trois sortes de réactions face a l'agression virale :

- Réaction immuno-sécrétoire locale avec élévation des IgA sécrétoires.
- Réaction humorale qui intéresse surtout les IgG et [gM sériques.

- Réaction cellulaire.

12



2. Les bactéries :
Les plus fréquentes sont :

Haemophilus influenzae, le pneumocoque et le staphylocoque, l'infection
bactérienne intéresse surtout la partie sous glottique de l'appareil respiratoire.
L'étendu, la localisation et la systématisation des lésions déterminent la gravite

du tableau clinique
2.1. Pneumocoque :

Clest le germe qui méme s'il n'est pas le plus souvent en cause, doit étre envisagé

en premier car il donne les pneumonies les plus graves, quelques fois mortelles.

Selon une mise au point récente, publiée par “ British thoracic society*
(BTS) ; on estime a 39% environ I’origine pneumococcique des pneumonies de

I’enfant dans les pays développés [20].
2.2. Haemophilus influenzae type b :

L’ heemophilus influenzce est une bactérie présente dans le nasopharynx de
plus de 15% des enfants non immunisés [20], La fréquence varie de 5 a 20%
selon les pays et séries. Fréquent dans le tiers-monde, il tend a diminuer dans les

pays ou la vaccination est courante.

Les infections a Haemophilus ont toujours été trés caractéristiques du jeune

enfant de moins de un an.
2.3. Staphylocoque :

Il est devenu rare dans les pays occidentaux, 1% des causes de pneumonie
aprés 18 mois a Paris. 1l reste encore fréquent dans le tiers-monde et donne des
atteintes pleuro pulmonaires gravissime avec une mortalité supérieure a 60 % a

4 jours d’évolution.
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2.4. Mycoplasma pneumoniae

C'est la cause la plus fréquente des pneumonies de I'enfant de plus de 2 ans
dans les pays occidentaux. La fréquence est sous-évaluée car l'infection n'est pas

suffisamment recherchée.

Toutes les études ont bien montré que les infections & Mycoplasme sont
exceptionnelles avant un an, assez rares entre 1 et 4 ans, et trés fréquentes entre

cing et 15 ans [20].

Les infections respiratoires a mycoplasmes atteignent surtout l'enfant et

l'adulte jeune et surviennent surtout en automne et en hiver.
2.5. Moraxella catharalis :

Le role de ce germe, assez fréquent dans les infections respiratoires hautes,

est diversement apprécié dans les infections respiratoires basses.
2.6. Chlamydia pneumoniae :

Chlamydia pneumonice est la principale chlamydia a [’origine des
pneumonies communautaires. Leur fréquence dans les pneumonies de I’enfant
est de I'ordre de 4 & 6 % et peut atteindre 10 a 14 % apres dix ans quand on
combine PCR et sérologie chez des patients ambulatoires [20], mais le portage

asymptomatique peut alors entrainer une surestimation [20]

Chlamydia trachomatis : est a l'origine de pneumopathies séveres de la
période néonatale, par transmission maternelle au moment de l'accouchement.

Un germe dont I'importance est sous-estimé en pédiatrie

14



IV. Etude sémiologique des infections respiratoires aigue basses
A. Diagnostic clinique

Distinguer les infections des voies respiratoires hautes (au-dessus des

cordes vocales) et basses (en dessous) nécessite une analyse clinique rigoureuse

L’inspection de I’enfant au repos, permet de juger de I’intensité et du type

de dyspnée travers I’analyse des ¢léments suivants :
» Appréciation de 1'état général ;
Mesure de la fréquence respiratoire, au calme, (majorée par la fievre);

Recherche d'une cyanose

YV V V

Recherche de signes de lutte, parfois appelés signes de rétraction :
e Battement des ailes du nez.
o Tirage
» Geignements expiratoires ;
» Auscultation et percussion thoracique ;
» Examen des fosses nasales, de la cavité buccale et du pharynx ;
» Examen du tympan
Une atteinte des voies respiratoires basses peut étre isolée ou étre associce
a une atteinte des voies respiratoires hautes. Toutefois la distinction entre

infections des voies respiratoires hautes et basses n'est pas toujours facile, en

particulier dans les infections d'origine virale.

1. Diagnostic positif

1.1. Examen Clinique :
Les ¢léments en faveur d'une infection respiratoire basse :

» Température supérieure a 38,5 °C ;

» Fréquence respiratoire (Fr) :

15



- Tachypnée +++ :
e De I- 12 mois> 50 cycles/min
e De | 2mois - 5 ans : > 40 cycles /min.
» Geignement expiratoire ;
» Refus ou difficultés de boire, surtout chez le nourrisson de moins de 1
an;

» Signes de lutte ;

A\

Anomalies a l'auscultation pulmonaire, diffuses ou localisées.
» Latoux
1.2. Examen paraclinique :

1.2.1. Examen radiologique :

La preuve d’une pneumonie ne peut étre obtenue que par la radiographie de
thorax. Le diagnostic radiologique de pneumonie repose sur la présence d'une

opacité parenchymateuse :

Opacité alvéolaire unique ou multiple, exceptionnellement bilatérale

souvent systématisée avec éventuel broncho gramme aérien.
Atteintes interstitielles (réticulaires ou reticulo-nodulaires) des hiles vers la
périphérie.
1.2.2. Examens biologiques

Limites en ambulatoire & la Numération de formule sanguine (NFS), la

CRP et la procalcitonine
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1.2.3. Examens microbiologiques

=» Hémoculture :

Examen de référence avant I'antibiothérapie, sans la retarder. Positive, elle

apporte la certitude
=» Examen cytobactériologique des crachats :
Réalisation et interprétation difficile chez I'enfant
Pas d'intérét en ambulatoire.
=>» Sérologies :
Intérét épidémiologique certain.

=» Biologie moléculaire PCR (Polymérase Chain Réaction) :
¢ PCR multiplex (15-20 agents détectés)
Analyse sur séquenceur automatique/ analyse par approche Luminex :
2. Diagnostic différentiel :
a. Infection des voies respiratoires hautes. En faveur :
= Rhinorrhee, obstruction nasale, pharyngite, otite ;
» Une auscultation normale des deux champs pulmonaires.
b. Corps étranger infra-bronchique :
= Début rapide, sans rhinite préalable ;
» [nterrogatoire des parents : syndrome de pénétration ?

B. Les tableaux cliniques

La plupart des déces par les infections respiratoires aigué€s sont dus a des

infections aigué€s des voies respiratoires inférieures [21].
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Cependant toutes les infections aigués des voies respiratoires inférieures ne
sont pas graves par exemple la bronchite est relativement fréquente mais

rarement mortelle [22].
1. La bronchite ou la trachéobronchite aigué :

C’est I’inflammation de 1’arbre trachéobronchique le plus souvent d’origine
virale (Virus Respiratoire Syncitial, Virus para influenza, Virus influenza A et
B,). Cependant des bactéries (Hémophilus influenzae Chlamydia pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, Bordetella pertussis, Streptococcus pneumoniae,
Moraxella catarrhalis) sont responsables des poussées de surinfection des

bronchites chroniques.

Une toux fréquente parfois émétisante, en général plus nette en couchée

que débout caractérise cette entité.
2. La bronchiolite aigué du nourrisson :
L’étiologie est presque exclusive : le Virus Respiratoire Syncitial.

Toujours précédée par une infection des voies aériennes supérieures, la
bronchiolite peut s’installer brusquement par une dyspnée impressionnante; la
respiration rapide et superficielle avec tirage sous et intercostal et balancement
thoraco-abdominal, le thorax dévie distendu, hypersonore, A 1’auscultation il
existe un sifflement avec quelques rales fins disséminés et des sibilants.

L’auscultation a distance retrouve souvent un « wheesing ».

La radiographie pulmonaire montre une hyperclarté diffuse avec
abaissement des coupoles diaphragmatiques, une distension thoracique avec

horizontalisation des cotes.
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La cyanose, la sueur, les troubles de la conscience signent la gravité de
cette pathologie et indiquent I’épuisement. En cas de répétition de ces
symptomes a plus de deux reprises, il est préférable de parler alors d’Asthme du

nourrisson.
3. La staphylococcie pleuro pulmonaire :
Survient a tout age mais surtout avant 6 mois. Le tableau clinique associe :
e Des signes généraux : température a 39-40°C, asthénie ;
e Des signes respiratoires : polypnée, toux seche, tirage, cyanose ;
e Des signes abdominaux : météorisme abdominal qui peut faire penser a

une occlusion.

L’examen physique retrouve surtout une matité et parfois une diminution

modérée du murmure vésiculaire.
4. La pneumonie franche lobaire aigué (PFLA) :

Souvent due au pneumocoque, le début est brutal avec des signes généraux,
une fievre sup a 39 °C avec frissons et une altération de 1’état général, le tout
accompagne de douleurs thoraciques a type de point de cote associé a une tous

productive.

L’examen physique retrouve une matité localisée, une augmentation des
vibrations vocales, une diminution du murmure vésiculaire et un souffle tubaire

parfois entouré de rales crépitants.

La radiographie thoracique de face et profil montre une opacité homogéne

segmentaire bien limitée avec bronchogramme aérique.
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Deux formes cliniques importantes marquent la particularité chez I’enfant :

e Des vomissements et des douleurs abdominales pouvant simuler une
urgence abdominale ;

e La forme pseudo méningée avec céphalées, vomissements, nuque
douloureuse, faisant discuter I’opportunité d’une ponction lombaire.

5. Les pneumopathies virales ou apparentées :

Elles ont comme prototype la pneumonie atypique primitive & Mycoplasma
pneumoniae. Comparativement a la PFLA, les signes distincts de la pneumonie
atypique ont un début moins brutal, une fieévre moins élevée avec des
symptdmes ORL associés et surtout une toux séche puis productive. L’aspect
radiologique typique est celui de la pneumonie interstitielle. Le diagnostic est

confirmé par la sérologie.

La triade symptomatique, trouble respiratoire avec altération fébrile de
I’état général, et signes neurologiques doit orienter vers une adénovirose, surtout
s’1l existe des symptomes associés tels que les adénopathies, une pharyngite, une

conjonctivite et une éruption diverse.

Le diagnostic d’une broncho-pneumopathie d’origine viral repos sur repose
sur des arguments épidémiologiques (notion d’une épidémie de creche...),

cliniques (catarrhe oculo-nasal) et biologique (leuconeutro-pénie, lymphocytose).
6. Les pneumopathies récidivantes :

Se définissent comme des foyers radiologiques persistant plus de 15 jours
ou se répétant a quelques mois d’intervalle (2ou 3) dans le méme territoire. La
radiographie du thorax doit étre faite non seulement devant un épisode fébrile
avec foyer auscultatoire mais également devant une toux qui persiste plus de 15

jours ou qui récidive.
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% La pneumopathie récidivante ou persistante dans le méme

territoire :
La fibroscopie bronchique s’impose a la recherche :

- D’un corps étranger passé inapercu et qui, laissé en place

- D’une compression extrinséque par une adénopathie ou une
malformation congénitale (kyste broncho génique, malformation
vasculaire ou bronchique...)

- Des tumeurs plus rares telles les carcinomes mucoépidermoides ou
autre tumeur.

- D’un granulome tuberculeux

¢ Les pneumopathies récidivantes dans des territoires différents :
Quatre étiologies doivent étre évoquées :

- La sinusite ou le foyer infectieux ORL.

- L’asthme se révele fréquemment par des épisodes de pneumopathies
récidivantes de I’enfant.

- La mucoviscidose.

- La résistance aux antibiotiques est une hypothése qu’il faut
systématiquement étudier surtout si la pneumopathie récidive dans un

laps de temps court (inférieur a un mois).
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V. Prise en charge thérapeutique

A. Hospitalisation :

L’hospitalisation est rarement nécessaire. Elle doit étre demandée en cas de

gravité du tableau clinique

Tableau 1: Critéres de gravité et d’hospitalisation

s Signes respiratoires :
- Tachypnée > 60c /min pour enfant plus de 2 ans et > 70 si moins de 2
ans
- Signes de lutte respiratoire
- Geignement
- Sa02 <92 %
- Signes d’Hypercapnie : sueurs, HTA
s Signes digestifs :
- Vomissements, Refus de boire, Déshydratation.
- Fiévre mal tolérée ; asthénie importante.
s Terrain :

- Déficit immunitaire, Drépanocytose, Cardiopathie congénitale,
Mucoviscidose Dysplasie broncho-pulmonaire, Age < de 6 mois,
Asthme sévére

*  Signes radiologique :
- Abces, extension aux deux lobes, Epanchement pleural

L)

L)

B. Traitement symptomatique
e Repos au lit, maintenir I’enfant dans des bonnes conditions thermiques.
e Dégager le nez.
e Oxygénothérapie
e Eviter la déshydratation.

e Prévenir la malnutrition.
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C. Antibiothérapie

L’impossibilité d’écarter un processus bactérien explique la décision de
mise en route rapide d’une antibiothérapie probabiliste sans délai quel que soit
I’age, avec réévaluation clinique indispensable a 48-72 heures [23]. Voir

(tableau 2).
1. Avant I’age de 3 ans :

L’amoxicilline per os (80 a 100 mg/kg en trois prises par jour) est
recommandée en premiére intention pendant dix jours. Le pneumocoque étant le

1" agent responsable des pneumonies de I'enfant avant 3 ans [23].
2. Aprés I’age de 3 ans :

L'amoxicilline (80 a 100 mg/kg en trois prises par jour) est prescrite en
premicre intention avec un macrolide (14 jours) s'il y a suspicion de pneumonie

atypique (Mycoplasma et C. pneumoniae [23]).

En l'absence d'amélioration ou devant une aggravation, un facteur de risque
doit étre recherché, tel que la drépanocytose, une infection a VIH/Sida, ... Une
autre ¢étiologie que le pneumocoque, une résistance du pneumocoque aux

antibiotiques prescrits doivent aussi étre recherchées [19].
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Tableau 2: Antibiotiques utilisés dans le traitement des pneumonies bactériennes de

I’enfant

Amoxicilline : 100 a 200 mg/kg/24H per os, par 1.V. en 4 fois
Amoxicilline +acide clavulanique : 80 mg/kg/24H en 3 fois
Erythromycine : 50 mg/kg/24H per os en 3 fois

Oxacilline : 150 a 200 mg/kg/24H par 1.V. en 3 a 4 fois
Gentamycine : 5 mg/kg/24H par I.M. en 2 fois

Céfotaxime : 50 a 100 mg/kg/24H par L.V. en 3 a 4 fois
Cefazoline : 100 mg/kg/24H par 1.V. en 3 a 4 fois

Cortimoxazole : 8 mg/kg/24H de triméthroprime per os en 2 fois
Cefuroxime : 20 a 30 mg/kg/24H per os en 3 fois

S ER e Re TR

D. Traitement en dehors de I'antibiothérapie

1. Kinésithérapie respiratoire :

Il faut la débuter a la phase sécrétant de la pneumopathie pour une durée de
6 séances, l'accélération du flux expiratoire semble la méthode de référence. Elle
augmente la clairance du mucus. Malheureusement il n'existe pas d'études
¢valuant l'action de la kinésithérapie. Mais il semble évident qu’un jeune enfant

dont la toux est peu efficace va bénéficier de ce drainage [20].
2. Fluidifiants bronchiques :

IL s'agit des mucolytiques vrais et mucorégulateurs tel que
(Apixol®,Akintex®, Stodal ®, Drill® ). Bien que leur prescription soit
fréquente, aucune étude pédiatrique n'a montré leur intérét dans ce contexte et il
n'existe aucune étude de pharmacocinétique chez l'enfant. La prescription de ces

produits n'est donc pas justifiée dans les pneumopathies communautaires de

'enfant [20].
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3. Antis inflammatoires :

La corticothérapie est proposée en cas de pneumopathie avec Atélectasie
d'un lobe ou d'un segment sans que cette attitude ait été¢ évaluée par des études

randomisées et contrélées [20].
E. Prévention des IRA chez I'enfant :

Pour diminué le nombre des déces par pneumonie, il faut aussi appliquer
des mesures préventives efficaces afin que les enfants soient en meilleure santé

et courent moins de risques de contracter cette pathologie [24].
1. Mesures spécifiques : les vaccinations

La vaccination permet de lutter contre les décés dus a la pneumonie. Elle
¢évite d’abord que I’enfant ne contracte des infections, 8 Haemophilus influenzae
type b (Hib) par exemple, susceptibles d’entrainer directement des pneumonies,
ou d’autres maladies infectieuses dont la pneumonie pourrait €tre une

complication (coqueluche ou rougeole, par exemple) [24].

Le programme national d’immunisation (PNI), intégrée trois vaccins
peuvent réduire sensiblement le nombre des déces d’enfants par pneumonie, par
example les vaccins antirougeoleux, antipneumococcique conjugué, et anti-Hib

(voir Annex?2)
2. Mesures non spécifiques

La prévention passe principalement par une nutrition adéquate (notamment
l'allaitement au sein et I’apport en zinc), et la lutte contre la pollution de I’air a
I’intérieur des locaux. Les enfants séropositifs courent moins de risques de
contracter une pneumonie associée au VIH si on leur administre une dose
quotidienne de co-trimoxazole. Selon de récentes études, le lavage des mains

permettrait aussi de réduire I'incidence de la pneumonie [24].
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Biologie moléculaire :
Séquengage multiplex
Multiplex
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I. Introduction :

L’ordre des nucléotides dans les chaines des acides nucléiques (AN) détient
le secret de I’hérédité, des propriétés biochimiques du métabolisme et des
maladies. Ainsi le séquencgage devient indispensable dans les domaines de la

recherche, de la biotechnologie et du diagnostic médical [25].

Le domaine du séquengage a pu se développer suite au principe de Sanger
et Gilbert qui a mérité¢ le prix Nobel en 1977. C’est un séquencage par des
techniques de terminaison de chaine ou de fragmentation chimique couplées a la

séparation granulométrique par €lectrophorése sur gel.

Dans le séquengage de Sanger I’ADN cible est copié plusieurs fois en
produisant des fragments d’ADN de longueur différente. Des nucléotides
fluorescents, terminateur de chaine, marquent la fin du fragment et arrétent le

séquencage [26].

Au cours des années, la méthode de Sanger est devenue la méthode de
choix, et a connu un certain nombre d’améliorations facilitant le développement
des machines de séquengage de plus en plus automatisées. En 2005 les
technologies NGS (Next Generation Sequencing) ont révolutionné de nouveau
le monde des analyses et de la recherche médicale. De ce fait on parle de

séquenceur de 1ére génération, 2™, 3™ et récemment 4°™° génération.

Dans cette partie nous détaillons le séquencage de 1 “° génération qui a la
différence de la 2°™ et 3°™ génération nécessite la préparation de la librairie
d’ADN (1ére PCR qui résultent en amplicons) avant I’étape de séquengage. Ceci

en utilisant la technologie Respifinder.
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I1. Généralités
A. Séquencage :

Est une technique de biologie moléculaire qui se base sur 'utilisation de
marqueurs de couleurs fluorescentes (Fluorochromes) pour chaque type de base.
Ces marqueurs sont attachés aux quatre didesoxynucleotides terminaux utilisés
lors de la réaction du séquencage de I’ADN selon le principe de Sanger. Ce
dernier repose sur le méme principe de la PCR et fait appel aux méme

ingrédients avec un plus qui est le didésoxynucleotide [26].

@@ @ —oct: o sase

b =
= =

H H

Dideoxynucleotide (ddNTP)

OCH-> o Base

H H
H H

OH H
Deoxynucleotide (dNTP)

Figure 2: Différence entre désoxynucleotide et didésoxynucléotide
1. Méthode classique :

a. Principe

Dans la méthode classique dite également manuelle : la réaction nécessite
une amorce d'ADN, une matrice monocaténaire, une enzyme ADN polymérase,
ainsi que des désoxy- et didésoxy-nucléotides. L’ADN est divisé en quatre
parties aliquotés dans 4 tubes différents, dont chacun contient les quatre
désoxynucléotides standards (dATP, dGTP, dCTP et dTTP) avec I’un des quatre
didésoxy-nucléotides (ddATP, ddGTP, ddCTP et ddTTP) en présence de de
I'ADN polymérase. En effet on effectue quatre différentes réactions de

séquengage (Voir figure ci-dessous).
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ssDNA Template

TTACGTACTAATACTG
Anneal Label Rxn Termination Reaction
primer («-35S-dATP) (dNTPs + ddGTP etc.)

- DNA polymerase

- primer + template
- dATP", dGTP, dCTP, TTP =

Products of ddG Termination

5 AATG®
5 AATGCATG®
5 AATGCATGATTATG®

Figure 3 : Principe de la réaction de Sanger

Chaque réaction aboutit a la formation d’un segment d’ADN de taille
différente suite a I’incorporation du nucléotide modifié¢ (didésoxynucleotide) par
I’ADN polymérase. La réaction d’élongation s’arréte et permet d’identifier la

base finale [26]. (Voir exemple ci-dessous)

5-GAATGTCCTTTCTCTAAGTCCTAAG
3'-GGAGACTTACAGGAAAGAGATTCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5'

5-GAATGTCCTTTCTCTAAGTCCTAAGTCCTCCG
3'-GGAGACTTACAGGAAAGAGATTCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5'

5-GAATGTCCTTTCTCTAAGTCCTAAGTCCTCCGG
3'-GGAGACTTACAGGAAAGAGATTCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5'

5-GAATGTCCTTTCTCTAAGTCCTAAGTCCTCCGGATG
3'-GGAGACTTACAGGAAAGAGATTCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5'

5-GAATGTCCTTTCTCTAAGTCCTAAGTCCTCCGGATG
3'-GGAGACTTACAGGAAAGAGATTCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5'

5-GAATGTCCTTTCTCTAAGTCCTAAGTCCTCCGGATGGTACTTCTAG
3'-GGAGACTTACAGGAAAGAGATTCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5'

Figure 4: Exemple du tube de réaction du nucléotide G (dGTP, ddGTP)
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Ces fragments d’ADN sont séparés par électrophorése sur gel de
polyacrylamide. Leur migration se fait selon la différence de taille. Aprés
séparation de chacune des quatre réactions dans I'une des quatre voies
individuelles (lignes A, T, G, C), les bandes d'ADN sont visualisées soit par
autoradiographie soit par lumiére UV, et la séquence est lue manuellement a

partir des quatre cycles paralleles.
b. Lecture manuelle :

Lire du plus petit au plus grand :

Polvacrylamide gel electrophoresis of the "G" reaction

—| 5'- TCCTAAGTCCTCCGHATGETACTTCTAL

- TCCTAAGTCCTCCGGATGS
TCCTAAGTCCTCCHAT

- TCCTAAGTCCTCCH:
- TCCTAAGTCCTCCE

||
ocn U.IUI
|

—| 5= TCCTAAG

: AdG stops
] —new synthesis—a synthesis

Figure 5: Exemple de gel de migration pour une seule réaction : G réaction

¢ Pourquoi lire du plus petit au plus grand ?

¢ Lire du plus petit vers le plus grand revient a lire de la ligne d’arrivée vers la
ligne de départ (puits de migration). Le plus petit fragment correspond au
nucléotide stop le plus proche de ’amorce tandis que le plus grand segment
correspond au didésoxynucléotide le plus loin de I’amorce. De ce fait, nous
avons une partie fixe qui se répete dans chaque fragment. Autrement dit : le
grand segment inclut les autres petits qui sont partis loin de ce dernier et ainsi

de suite.

30



De la méme facon que I’exemple de la réaction G, les quatre réactions
peuvent étre migrées 1’une a c6té de I’autre sur le méme gel, et la séquence de
I'ADN est déduite suite a 1’alignement des différents fragments des quatre
réactions (G, A, T et C); du plus petit fragment au plus grand sous forme
d’échelle (voir schéma ci-dessous).

De cette fagon, nous arrivons a reconstituer le segment 5°-3’
(TCCTAAG...), et par la suite déduire le segment du départ par
complémentarit¢, DNA Template, (AGGATTC ...) [27].

Negative end_r G A T C

A C o
B—

| —

T s—

F
Wil

:f;*

!

! |

'y

%l

|

101
[
Bl

f

|
[

||\
[ i

|
|

Positive end

Figure 6: Lecture manuelle de la séquence d’AD
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Primer for
replication

@@ Strand to be sequenced
'

Primed DNA
Prepare four reaction mixtures; -
include in each a different

- g N

C (<] A VT :
Lo %

Separate
Replication products by
Primer 9&‘3",:?.'2..2'" gel electro
Prmer “NZ 4 ¥e | Séquence du brin

—~ — . 3'_5'
ZTeACT

Read seqence as
complement of bands
containing labeled strands

Figure 7: Schéma résumant les différentes étapes du séquencage classique

2. Méthodes modernes [27]
a. Principe :

Dans les méthodes modernes, le séquencage s’effectue en une seule
réaction : un seul tube peut contenir I’ensemble des ingrédients précédents et les
quatre  didésoxynuclétotides lesquels, cette fois «c¢i, sont marqués
(fluorochromes).

De cette facon, on obtient des fragments de différentes tailles dont la
terminaison est un didésoxynucleotide fluorescent (couleur bleue, rouge, verte et

jaune).
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e Label
dye linked termination with ddG TP

5'- TCCTCCG
3 ' -GGAGACTTACAGGAAAGAGATTCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5 "

dye-linked termunstion with ddATP

5'- TCCTCCGG?
3" -GGAGACTTACAGGAAAGAGATTCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5"

e Linked termination with ddTTF ’
S'- TCCT

3 -GEAGACTTACAGGAAAGAGATTCAGGATTC AGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5"
dye linked termination with ddCTP Q

5'- TCC
3 ' -GGAGACTTACAGGAAAGAGATTCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5"

Figure 8 : Exemple de 4 réactions (A, G, T et C) dans un seul tube

Ces bases sont par la suite séparées par ¢lectrophorese capillaire a travers

un polymere fluide pompé dans chaque capillaire : quatre réactions se font dans

une seule voie sur un gel.
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3AT
JAT o,
- -
Here's vhat the products Here's vhat the }::-h.".s
vould look like in vould look like in
separate gel lanes A single gel lanes

Figure 9: Comparaison du séquencage classique vs séquencage fluorescent

Une machine balaie la voie avec un laser. La longueur d'onde de
fluorescence du marqueur conjugué¢ aux ddNTP est interprétée par la machine
comme une indication de la réaction (ddG, ddA, ddT ou ddC) d'une bande
d'ADN particuliére. L’intensit¢ de la fluorescence se traduit en données sous

formes de pics (Voir exemple ci-dessous).

'1:“"":._“0"OC"CCCC’\)(‘
o0 el »no0

Figure 10: Pics des différents fragments
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b. Lecture automatisée :

Les petits fragments migrent plus vite que les plus gros et atteignent le
détecteur en premier. Dans la cellule de détection les fluorochromes fixés a
I’ ADN sont excités par un étroit faisceau de la lumiere laser qui est dirigé dans
le plan des capillaires des deux cotés a la fois du dessus et de dessous. Le
systtme capte la lumicre fluorescente sur l'optique de l'instrument, tout en
bloquant la lumiere laser. IlIs sont convertis en données multi-colorants pour
I'ensemble de l'exécution grace a des programmes informatiques. L ‘analyseur

génétique est un exemple pratique de la dite technologie [28].

Figure 11 : Image du gel de migration automatisé avec les différentes couleurs des

nucléotides
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1040, , 1120, , 1200 , 1280 , 1360, , 1440, , 1520, 1‘60P
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Figure 13 : Schéma résumant le séquencage méthode moderne

3. Amplification multiplexe de sondes dépendant de ligation

a. Définition :

La MLPA (Mutiplex Ligation Probe Dependent Amplification) est une
technique de quantification relative puisqu’elle se fait toujours par rapport a un
ou plusieurs témoins négatifs étudiés en parallele et issus d’un échantillon de
méme nature. C’est un séquengage ciblg¢, la région a détecter est déja limitée par

les sondes (voir figure 14) [29-30, 31-32].
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b. Principe :

Le principe général est fondé sur I’hybridation & une séquence cible
spécifique de deux oligonucléotides adjacents formant une sonde unique apres
ligation en utilisant une enzyme thermostable appelée ligase. Ces produits de
ligation seront ensuite amplifiés par PCR multiplexe grice aux amorces
universelles. Le produit d'amplification de chaque sonde a une longueur unique
allant de 130 pb a 400 pb. On obtient vers la fin comme dans la réaction de

Sanger des fragments de différentes tailles (voir figure 15).

L’une des deux amorces étant marquée par un fluorochrome, permettra la
détection des différents fragments obtenus, apres leur séparation
¢lectrophorétique sur un automate de séquengage. Les signaux fluorescents des

sondes seront normalisés afin de permettre la quantification de la séquence cible

[29-30, 31-32].

MIPA:

—

pl’ObES Rev primer site

Target DNA

Stuffer sequerce
(19-370 nt.)

Fwd primer site

Target specific Target specific
sequence 1 sequence 2

Probe oligao 1 (57 Probe oligo 2 (37)

Figure 14 : Exemple de sonde avec ces différentes parties
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Figure 15 : Schéma des différentes étapes de la MLPA

c. Lecture :

De méme que la réaction de Sanger, I’identification des fragments se fait
par €lectrophorese capillaire selon le méme principe (voir figure 16). Cependant
la différente réside dans le logiciel utilisé : dans le cadre de la MLPA on parle
d’analyse de fragments et le programme assurant la correspondance taille du

fragment-séquence cible s’appelle Size Calling au lieu de Base Calling.

Ainsi et afin de quantifier les éventuelles variations observées, on
procédera a la normalisation des intensités des signaux des sondes amplifiées.
Cette normalisation se fera a la fois par rapport a des sondes de référence (ou
contrdles) incorporées dans le mélange réactionnel et servant « d’étalon interne

» et par rapport aux échantillons d’ADN de méme nature servant de controles

négatifs [29-30, 31-32].
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probes N —/
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say _
\

/ / \ ——
RSV hMPV Rhino Rhino + RSV

Figure 16 : Identification des différents Virus en se basant sur la taille des fragments

obtenus

5. Séparation
slectrophorétique

Figure 17 : Représentation des résultats sous forme de pics

4. Réaction de Sanger Vs MLPA :

Le séquencgage selon la réaction de Sanger reste la technique de référence.
Malgré le développement de plusieurs technologies, elle est toujours utilisée
pour étudier les zones non analysables par les autres techniques nouvellement
développées. Ceci, car elle assure 1’analyse d’un exon par exon méme s’il s’agit
d’une analyse d’un seul gene. Egalement elle est sollicitée pour la confirmation
des mutations découvertes pour éliminer les faux positifs toujours présents dans

les nouvelles techniques.
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La MLPA de son coté est une technique de séquengage de plusieurs genes
mais d’une maniere ciblée, elle fait appel a des sondes qui limitent la région de

séquencage.

Les deux techniques aboutissent vers la fin a I’obtention de fragments de

taille  différente, marqués par fluorescence (amorces ou bien

didésoxynucléotide). La migration de ces derniers se fait dans [’analyseur
génétique le 3500 via I’¢lectrophorese capillaire. L’identification des morceaux

et des séquences differe de point de vu le logiciel utilisé (Size Calling ou Base

Calling).

Le tableau ci-dessous résume les points de convergences et de divergences

entre les deux techniques :
Tableau 3 : Comparaison entre le séquencage de Sanger et la MLPA

s . MLPA

Réaction Sanger

Définition Séquencage Séquengage ciblé
Principe Amorces Amorces +Sondes
Didéoxynucléotides Amorces fluorescentes
fluorescents
Dénaturation Dénaturation
Hybridation Hybridation
Séquencage Ligation
Amplification
Fluorescence | Les didéoxynucléotides | Les amorces
(ddNTP)
Purification Pas de purification
Lecture Electrophorése capillaire Electrophorése capillaire
Détermination de D'ordre des | Détermination de la taille des
bases du fragment d’ADN différents fragments
Base calling Size calling
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y Applied
‘kﬂaL8£§;sumns

Sequencing vs. Fragment Analysis

Sequencing = determining the base pair sequence of a DNA fragment

1. Base Calling

Fragment Analysis = separate fluorescently labeled fragments and
determine their relative size

1. Size Calling

Allele Calling

Figure 18: Résultats de réaction de Sanger VS MLPA

B. Systeme du séquencage :
“ Analyseur génétique 3500

1. Principe de fonctionnement :

C’est un instrument d’analyse d’ADN basé sur la fluorescence, en utilisant
la technologie d’¢électrophorese capillaire dotée de 8 capillaires a la différence
du 3500 xL. (24 capillaires). C’est un systéme semi-automatisé depuis le
chargement de 1’échantillon jusqu’a I’analyse des données dans les différentes
applications, a savoir : le séquencage, I’analyse des fragments et 1’analyse
d’identification humaine (HID) C’est a la fois un analyseur de fragment et un

séquenceur [33].
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Figure 19: HITACHI Genetic Analyzer 3500
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2. Préparation des échantillons :

Consiste en I’attachement des fluorochromes a I’ADN (KIT Respinfinder)
3. Préparation de ’instrument [34]:

Elle englobe deux calibrations :

eUne calibration spatiale : qui consiste en la détermination de la position de

I’image de chaque capillaire par rappeur au capteur CCD

8-capillary

L3500

9800
TE00
=00
800
LS00

S00

Figure 20 : Exemple de calibration spatiale

eUne calibration spectrale : qui a pour but de compenser le chevauchement
des colorants. Elle permet ainsi de convertir les données de 20 couleurs en 4- 5
ou 6 couleurs.) elle se fait pour chaque capillaire a ’aide d’une gamme ¢étalon a
savoir Multi-Capillary DS-33 et Dye Set G5 Matrix Standard. Dans cette

calibration on vérifie deux parametres essentiels :

"QV (Spectral quality Value) : Valeur de la qualité spectrale. Elle refléte la
confiance de la séparation des signaux d'émission des colorants individuels du
signal de fluorescence global mesuré. Une valeur de qualité de 1,0 indique une
cohérence ¢élevée, fournissant une matrice idéale. Dans notre étude le QV du

Multi-Capillary DS-33 et Dye Set G5 Matrix Standard est de : 0,95
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Figure 21 : Exemple de calibration spectrale de la Dye Set G5 Matrix Standard Set DS-
33

¢ Condition Number (CN) : le numéro de condition indique la quantité de

chevauchement des pics colorés dans les spectres d'émission de fluorescence par

rapport a ’ensemble des fluorochromes. S'il n'y a pas de chevauchement, le

numéro de condition est 1,0 (conditions idéales), Le nombre de conditions

augmente avec l'augmentation du chevauchement des pics.
4. Fonctionnement du systeme :

o[ ’¢lectrophorése capillaire dépend de plusieurs paramétres dont
I’essentiel est le polymeére de migration. Ce dernier sert de tamis pour les
différents segments a séparer. Le plus utilisé et qui témoigne d’une forte
résolution est le gel de polyacrylamide. Pour I’analyseur génétique 3500, il est
recommandé¢ d’utiliser le Pop-7(960) dont la capacité est de 960 échantillons

[35,36].
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el.e nombre des capillaires varie d’un séquenceur a un autre. On en
distingue des séquenceurs de 1, 4, 8,16, 24, 48, jusqu’au 96 capillaires congus
par Applied Biosystem. Chaque capillaire est le support d’un seul gel de
migration. Celui-ci ne contient qu'une seule voie de migration. Ainsi dans un
seul capillaire il aura lieu a une seule migration (une ligne avec différentes
couleurs : figure ci-dessous) qui correspond a un seul échantillon. Dans notre
cas pour 96 échantillons avec 8 capillaires on aura besoin de 12 Run pour faire

passer tous les échantillons [35,36].

W Paman Pesh My O Faman Pesk
By 40 o o bee Bare 514w laser lae Coplwy

] ' ' |} L} 1 | 1 ' ' ' 1 | I ' ' 1 1 1 | I I 1 1 1 1 | 1 1
3 O 10 1800 200 BN B0 B0 ) 3% M 20 30 30 M MNP MO X MW MO MO OO0 WM N WO 40 @ N N

Dimention spatiale

00 550 aw Ml M 0
Fie P Pl Me Bie P Pl Me Pe Ple P Pl M Pe Rl T Pl M P e
Speciral Aol a podle

Dimention spectrale

Figure 22 : Exemple de séquenceur a 16 capillaires

=» Positionnement de 16 capillaires a un instant t sur la caméra CCD (axe
des ordonnées : dimension spatiale) et décomposition spectrale de la
fluorescence €émise par chaque capillaire (axe des abscisses: dimension

spectrale).
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Le Run en général c’est le lancement de la boucle : injection du polymere
(2), migration des segments d’ADN (3,4, 5,6) et obtention des données(6,1)
[36].

@ Remplissage des
capilaires
Remplissage de o
la reserve de
polymere

@ Rejet du polymere @ Placement au niveau
dans la poubelle des plaques

E.’fi‘:.?. t l

D N Injection
‘ @ ( Electrophorese j @ [ electrocinétique j

Fin du run /
Rincage des capillaires
@ dans le tampon

GR 1788

Figure 23: Différentes étapes d’un run effectué par ’analyseur génétique

ePendant la migration le systéme prépare le capillaire en pompant la
solution de polymeére frais sous haute pression depuis la pompe d'alimentation
en polymeére jusqu’a la position des déchets au niveau du réservoir de la solution
tampon de la cathode (CBC)

eEnsuite, il injecte de manicre électrocinétique I'échantillon dans le tube
capillaire en utilisant une basse tension pendant quelques secondes

e[ e systeme accélere le voltage jusqu’a obtenir un voltage constant : un
fort champ ¢lectrique est créé entre I'extrémité de masse du récipient de tampon
d'anode et la tension négative appliquée a l'en-téte du réseau capillaire de la

charge. Ce domaine tire I'ADN chargé négativement a travers le polymére de
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séparation. Les petits fragments migrent plus vite que les plus gros fragments et
atteignent le détecteur en premier. Pour assurer une séparation optimale et pour
maintenir la dénaturation de I'ADN, les capillaires sont thermiquement controlés
dans le four et dans la cellule de détection.

eDans la cellule de détection les fluorochromes fixés a I’ADN sont excités
par un étroit faisceau de la lumiere laser qui est dirigé dans le plan des
capillaires des deux cotés a la fois du dessus et de dessous.

el e systéme capte la lumicre fluorescente sur I'optique de l'instrument, tout
en bloquant la lumiere laser. La lumiére passe a travers un réseau de
transmission et est reflétée sur un capteur d’image (CCD).

ePour chaque migration, les 20 couleurs captés sont convertis en données
multi-couleurs pour l'ensemble de l'exécution.

eDans I’application de séquengage 4 couleurs fluorescentes sont utilisées
pour la détermination des 4 bases A (Adénine), G(Guanine), C(Cytosine) et
T(Thymine) ; alors que pour les autres applications on peut utiliser jusqu’ 6
couleurs en augmentant ainsi le débit [37].

En augmentant le nombre de capillaire on augmente la rapidité, la
résolution et la sensibilit¢ de détection. Ceci en jouant sur les parametres

suivants :

Run time : dépend du polymere utilisé et de la longueur du capillaire :

exprimés en min, heures

Taille de lecture : exprimée en paire de base (pb) (résolution)

Nombre de lecture : exprimée en 10°, 10”

Données générées : exprimée en gigua bases (Gb)

Débit : 1Gb/ jour
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Figure 24: Conversion des bandes colorées sur dans le capillaire en donnée spectrales

48



48-capillary array

Figure 25: Fonctionnement du systéme
5. Résultats :
A la fin d’une réaction de séquencage le profil brut des bases (fichier trace)
est converti en séquence suite a un ensemble d’opérations a savoir : lecture de

bases, comparaison des séquences, régénération de plateforme de correction.

Ceci a I’aide d’un processus informatique appelé Base Calling
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Figure 26: Exemple de résultat obtenu suite a une réaction de séquencage par le systeme

3500 Genetic Analyzer
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II1. Mode opératoire :

A. Introduction :

Les aspirations nasales collectées au sein du laboratoire de Recherche du
CHIS servent de source d’Acide nucléiques (AN) afin de lancer le séquengage

par la suite.

En premier temps il y a la phase préparation de librairie : qu’on entame tout
d’abord par extraction d’AN selon les modalités du kit MagMax ™ Total Nucleic

Acid et puis une purification a I’aide de I’agitateur Mag Max. (Figure ....)

Apres I’extraction, on effectue une lere PCR dans le but d’amplifier la
quantit¢ d’ADN. Cependant les échantillons a ARN subissent une transcription
inverse avant de passer a I’étape de la PCR. L’ensemble de ces deux réactions se
fait dans le méme tube en présence des ingrédients nécessaires a des

températures spécifiques a 1’aide des thermocycleurs.

Une fois on obtient les produits de la 1 ére PCR (les amplicons), on passe
au vrai séquencage (la 2éme PCR) en faisant appel a la technologie
TrueScience™RespiFinder® 19 Pathogen Identification Panel permettant

d’identifier 14 virus a ARN, 1 virus a ADN et 4 bactéries. (Figure ....)

En 2 éme temps vient la phase d’électrophorése capillaire assurée par le
séquenceur 3500. Cette derniére a pour ¢€lément d’entrée la librairie d’AN
préétablie au préalable (1 et 2°™ PCR), a laquelle s’ajoute une autre étape

préparative a la migration sur capillaire.

A la fin de [D’électrophorése les résultats sont obtenus sous forme
d’¢lectrophérogramme qui présente les pathogénes identifiés au niveau des

¢chantillons. (Figure ...)
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B. Extraction des acides nucléiques [38] :

1. Définition :

L’extraction des AN est une technique qui isole I’AN a partir d’une cellule
en quantité et qualité suffisante pour permettre son analyse. Elle est requise pour
des applications de biologie moléculaire telles que la PCR, pour I’analyse
d’échantillons médico-1égaux et cliniques de méme que pour les échantillons de
terre et environnementaux.

Elle se fait en 3 étapes :

- Destruction des tissus et des cellules : libération de I’ AN.
- Elimination des protéines et des peptides.
- Précipitation de I’AN et purification.

Les méthodes d’extraction d’AN se distinguent en techniques classiques
(organiques/non organiques) et techniques modernes largement utilisées dans les
kits courants telles que : la technologie utilisant la silice, méthode d’échange
d’anion et celle par séparation magnétique qui fera 1’objet du kit MagMax ™
Total Nucleic Acid utilis¢é dans cette étude. C’est une technique rapide et

adaptable a I’automatisation.
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tion to a Bead Tube

2.Add 175 ul sample and

bead-beat for 15 min

R
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5. Pellet the beads and transfer 300 uL lysate to an empty tube

4. Capture the NA Binding Beads and carefully discard the supernatant

5 ice with 150 Soluti
; ice with 150 Solution 2

7. Dry the beads by shaking for 2 min
; 5°C Elution B . .

Figure 27: Schéma résumant la procédure générale du kit d’isolation MagMax TM

Total Nucleic Acid (Thermo Fisher Scientific)
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2. Principe :

Le kit MagMax ™ Total Nucleic Acid (Thermo Fisher Scientific), se base
sur la perturbation mécanique des échantillons avec des billes de zircone dans
une solution de base de thiocyanate de guanidinium, permettant ainsi une
libération rapide de I’acide nucléique (AN) tout en inactivant les nucléases
présentes dans 1'échantillon avec un fort rendement dans une durée qui ne

dépasse pas une 1h.

Les échantillons sont par la suite dilués et lavés avec de 1’isopropanol et de

billes paramagnétiques qui présentent une forte surface d’adhésion.

L’ensemble est immobilisé par des aimants. Ils subissent par la suite deux

lavages :

Un premier lavage (solution de lavage 1), pour éliminer les protéines et

d'autres contaminants.

Un second lavage (solution de lavage 2), pour ¢éliminer la solution de fixation

résiduelle, et enfin, AN est ¢lué¢ dans un petit volume de tampon pauvre en sel.

Add beads and -Collect beads
Lyse blood cells binding buffer -Remove supernatant Add elution buffer
using lysis buffer to matrix -Wash with wash buffer and collect DNA

MagSi-DNA Beads

- Agarose electrophoresis
- PCR

~J DNA - UV measurement

# . Cell organelles/proteins - cesee

Figure 28:Principe du kit d’isolation MagMax TM Total Nucleic Acid (Thermo Fisher

Scientific)
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3. Protocole :

e Le port des gans est obligatoire afin de protéger le manipulateur d’une
part et d’autre part d’éviter toute contamination de ’ARN des nucléases
présentes sur la peau

e Décontamination des paillasses et du matériel avec une solution RNase

(exemple Ambion RNase Zap Solution)
a. Préparation des solutions :

Consiste en la préparation de solution de lavage, solution Lysis-Binding et

la solution mélange Bead Mix

»> Préparation des solutions de lavage
e Ajouter 12 ml 100% d'isopropanol a la bouteille étiquetée solution de
lavage 1 Concentré et bien mélanger : ce mélange est appelé Wash
Solution 1
e Ajouter 32 ml d'éthanol & 100% de la bouteille étiquetée comme solution
de lavage 2 Concentré et bien mélanger : ce mélange est appelé Wash
Solution 2
e Marquer les étiquettes pour indiquer que les solutions de lavage sont
préparées.
e Conserver les solutions de lavage a température ambiante. La solution est
stable pendant un mois.
> Préparation de la Solution Lysis / Binding
e Préparer la quantité nécessaire de la Solution Lysis / Binding pour un
mois comme indiqué dans le (tableau 4). Si le flacon est enti¢rement

préparé, compter 10% du volume pour couvrir la perte de pipetage
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e Une fois le Carrier NA est ajouté la solution est stable pendant un mois

Tableau 4: Préparation de la Solution Lysis / Binding

Par réaction Flacon entiére

Solution de Lysis/Binding 232 ul o8
Concentré u

Carrier NA (1

ug/echantillon) 3ul 360 pl

e Me¢langer en retournant le tube plusieurs fois
e Conserver la Solution Lysis / Binding préparée a température ambiante.
> Préparation du mélange Bead Mix
Chaque réaction d'isolement nécessite 20 uL de mélange Bead Mix. Bien
que le mélange est stable a 4°C pendant 2 semaines, il est recommandé de

préparer juste la quantité qu’elle sera utilisée le jour méme.

e Préparer le mélange Bead Mix en suivant le tableau ci-dessous en fonction

du nombre d’isolation qui sera faites :

Tableau 5: Préparation du mélange Bead Mix

Pour 96 réactions
(+10%)
NA Binding Beads* 10 ul 1.1 ml

Par réaction

Lysis/Binding Enhancer 10 ul 1.1 ml

¢ Bien mélanger au vortex doucement

e Placez le mélange de billes (Bead Mix) préparé sur la glace jusqu'au

moment de son utilisation
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b. Extraction des AN :

Il est recommand¢ d’utiliser des connes avec filtre sans nucléase pour gérer

les solutions de lavage et 1’¢lution et éviter de mettre des connes d'occasion dans

les réactifs du Kit. Elle se fait selon les étapes suivantes :

Distribuer 235 pl de Solution Lysis / Binding dans Bead Tube pour
chaque échantillon.

Ajouter 175 pl de 1'échantillon a chaque Bead Tube contenant la solution
Lysis / Binding

Passer les Bead tube dans Fast PrepR -24 (Vitesse : 6,5 m/s, temps : 1 min
Deux cycles de I min chacune. Laisser reposer 2 min entre les cycles)
(Programme 1) Cette étape lyse les cellules pour libérer les acides
nucléiques par rupture physique avec les billes de zircone.

Centrifuger les Bead tube a 16 000 xg pendant 3 min.

Ajouter ’'TAC a raison de 5ul d’TAC pour chaque 100 pl du tampon
d’élution.

Bien homogénéiser

Passer a la Purification des AN

c. Purification des acides nucléaires sur ’agitateur Mag Max

Utiliser des connes avec filtre sans nucléase pour gérer les solutions de

lavage et I’¢élution et éviter de mettre des connes d'occasion dans les réactifs du

Kit

Sur une plaque de traitement :

e Distribuer 65 pL d’isopropanol a 100% pour chaque échantillon dans la

plaque de traitement dans la ligne A
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e Transférer 115 pL de surnageant de chaque échantillon dans chaque puits de
la plaque de traitement dans la ligne A

e Ajouter 20 pl du mélange Bead Mix de billes dans la ligne A

e Distribuer 150 pul de la solution de lavage Wash 1 dans les lignes B et C

e Distribuer 150 ul de la solution de lavage Wash2 dans les lignes D et E

e Distribuer 50 ul de la solution Elution Buffer dans la ligne F

e Mettre la plaque sur 'agitateur MagMax et appuyer sur Start (programme 1)

e Transférer le surnageant de la ligne F, qui contient I'AN, a un tube approprié
sans nucléase, et conserver le a -20° C. (S'il y a des restes des billes
dans les puits mettre la plaque de traitement sur un support magnétique

pour fixer les billes et aspirer le surnageant avec précaution)

C. La technologie TrueScience™ RespiFinder®

1. Description :

Les TrueScience™ RespiFinder® Identification Panels utilisent la
technique PCR multiplexe permettant de détecter et d’identifier les agents
pathogeénes pouvant entrainer des infections des voies respiratoires a partir

d’acides nucléiques totaux purifiés.

C’est une application de la MLPA (Multiplex Ligation Dependent Probe
Amplification) généralement utilisée pour la détermination et le dosage relatif de
I’ADN dans un échantillon. Elle a été¢ désignée comme outil d’analyse pour la
détection des maladies responsables de mutations génétiques. Récemment cette
technique a connu plusieurs modifications et évolution. C’est une technologie
qui combine la rapidité, la haute sensibilité avec un trés fort débit ce qui permet

la capacité de détection simultané des pathogenes [39].
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Total nucleic acid + RT PCR mix /

1 Target A Target B
‘_ ‘_
Reverse transcription and . — —
PCR (target amplification) ~ 7 -« PR
Diluted RT/PCR reaction ,
+ Probe Hybridization Mix
Probe hybridization I~ Probe A / Probe B
= N _ AN
Probe hybridization reaction /
+ TwoStep Mix y.
Probe ligation and I \ ~ / \_A_/
PCR (probe amplification) s~ < _— ¢
> >

Diluted PCR product / *Fluorescent label
+ Size Standard Mix :

Capillary electrophoresis
-D Probe B

= :

Data analysis and interpretation

Probe A

Figure 29: Schéma du protocol du séquencage au panel TrueScience™ RespiFinder®)

2. Principe

Le panel d’identification TrueScience™ RespiFinder® (Tableau 6) inclut une
phase de transcription inverse/PCR combinée (pour convertir un ARN viral en
ADN complémentaire et pour amplifier I’ADN/ADNc cible), une phase
d’hybridation de sonde et une phase de ligature/amplification de sonde. Un contrdle

d’amplification interne (IAC : Internal Amplification Control) est inclus dans le test
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afin de différencier les échantillons vrais négatifs des faux négatifs qui peuvent étre
générés par une dégradation d’acide nucléique, une inhibition de PCR ou des
erreurs de manipulation. Les cibles peuvent étre détectées via ’analyse de fragment

d’ADN utilisant I’¢électrophorese capillaire [39].

Tableau 6: Différents types de panels RespiFinder

Agents ’Nombre Gamme de
. d’ensembles .
pathogénes tailles de
- - de sondes
détectes . sonde
cibles
TrueScience™RespiFinde o
i® 15 Viral Identification }tg;lzx‘)? U115 plus IAC
Panel 163 a 498
TrueScience™RespiFinde | 14 virus a ARN, 1 19 lus nucléotides
® 19 pathogen virus a ADN et 4 IAC P
Identification Panel Panel | bactéries

3. Protocole [39] :

a. Phase pré-analytique

» Préparation des zones de travail
Pour empécher la contamination, il est fortement recommandé de réaliser

les activités expérimentales dans des zones séparées

» Programmation du cycleur thermique

Programmer le cycleur thermique a I’aide des trois programmes suivants

(Tableau 7) :
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Tableau 7: Programmes du cycleur thermique

1 Transcription inverse et

3 Ligature et programme PCR

programme PCR

Phase

Temp

Transcription = 50 °C

inverse
Activer
démarrage a
chaud Taq
Cyclage : 30
cycles

Pause

95 °C

94°C
55°C
72°C
20°C

Duré (mm:
ss)
30:00

15:00

00:30
00:30
01:00
Passer
directement
ala phase
suivante au
stocker i

2 Programme d’hybridation de
sonde
Phase Temp = Duré (mm:
ss)

Dénaturation | 98°C | 10:00

ADN

Hybridation = 60°C  60:00

de sonde

Pause 60°C | Passer
directement
ala phase
suivante

Figure 30 : Thermocycleurs du laboratoire recherche du CHIS
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Phase

Ligature de
sonde
Dénaturation

initiale

Cyclage : 33
cycles

Pause

Temp Duré (mm: ss)

54°C

952C

94°C
60 °C
72°C
20°C

15:00

2:00

00:30

00:30

01:00

Passer
directement a
I'électrophorése
capillaire ou
stocker




» Configuration du logiciel de collecte de données :

Avant d’utiliser les TrueScience™ RespiFinder® Identification Panels pour

la premiere fois, configurer 3130/3130x1 Data Collection Software v3.0 ou v3.1

ou 3500 Data Collection Software v1.0.

» Préparation des échantillons cliniques :

Elle consiste en :
La collecte des échantillons : sécrétions rhinopharyngées prélevées par
aspiration nasales
La conservation des échantillons a -20°C
L’extraction et purification d’AN (selon le kit MagMax ™ Total Nucleic
Acid (Thermo Fisher Scientific) puis I’ajout du TAC en suivant la
démarche suivante :
Préchauffer les échantillons s’ils sont visqueux et/ou contiennent des
composants cellulaires solides.
Extraire les acides nucléiques totaux (ARN et ADN) a l'aide du kit
d’extraction MagMax TM Total Nucleic Acid (Thermo Fisher Scientific).
Pour la plupart des méthodes d’extraction, il est recommandé d’utiliser 200
ul de matériau d’échantillon et d’éluer dans 100 pl de tampon d’¢€lution.
Aprées incubation de I’échantillon avec le tampon de lyse, ajouter I'TAC, puis
bien mélanger. Ajouter 5 ul d’IAC pour chaque 100 ul de tampon d’élution.
L'TAC est un transcrit d'ARN SP6 du gene polyprotéine (PP) du virus de
I'encéphalomyocardite (EMC) et est fourni comme témoin pour
l'extraction ARN / ADN. C’est un controle pour le test TrueScience ™
RespiFinder® Panneaux d'identification, et une vérification des éventuels

inhibiteurs de la PCR.
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Pour les échantillons a concentration €levé et / ou contenant des infections
multiples, le fragment IAC peut ne pas €tre visible dans 1'¢lectrophérogramme,
car de grandes quantités d’AN de pathogeénes ont consommé la plupart des
réactifs du dosage. Par conséquent, si le signal IAC est absent en présence d'un
ou de plusieurs fragments spécifiques indiquant une infection, le test est toujours

valide.
b. Phase analytique : PCR multiplexe

Consiste en premier temps en la préparation de trois Mix (RT/PCR Mix,
Probe Hybridation Mix, TwoStep Mix). En deuxiéme temps en la réalisation de
deux PCR : une apres la transcription inverse et une deuxi¢me a la fin qui est
une PCR tronquée (séquencage) apres une phase d’hybridation.

» Préparation et pipetage du RT/PCR Mix
Elle se fait selon les indications du tableau ci-dessous toute en respectant

les conditions de préparation de chaque réactif :

Tableau 8 : Préparation du RT/PCR MIX

RT/PCR Mix component Volume per reaction

Dilution Buffer 5.5ulL
5X RT-PCR Buffer 5.0uL
Pre-Amplification Primer Mix 2.5ul

dNTP-PCR Mix 1.0 uL
RT-PCR Enzyme Mix 1.0 uL
Total volume RT/PCR Mix per 15 ulL

reaction
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Conditions a respecter :

o Dégeler les ¢léments suivants (AN - Dilution Buffer - 5X RT-PCR Buffer
- Pre-Amplification Primer Mix - ANTP Mix), puis les conserver sur de la
glace.

e Préparer une quantit¢ suffisante de RT/PCR Mix pour le nombre
d’échantillons a traiter plus un volume supplémentaire pour les pertes se
produisant pendant le pipetage.

e Lors de la préparation du mélange, suivre les directives de manipulation
spécifiques a ce réactif :

- Pour le RT-PCR Enzyme Mix : sortir le mélange du stockage
immédiatement avant le pipetage. Centrifuger le mélange pendant 5
secondes, puis mélanger en retournant doucement la pipette. Utiliser
des embouts de pipette a faible rétention lors de la manipulation du
mélange. Replacer le mélange dans le lieu de stockage immédiatement
apres utilisation.

- Pour tous les autres réactifs et pour le modele d’acide nucléique total :
immédiatement avant utilisation, passer les tubes au vortex et les
centrifuger brievement.

e Passer bricvement au vortex le RT/PCR Mix, placer 15 ul dans des tubes PCR
de 0,2 ml, puis fermer les tubes. Conserver les tubes PCR sur de la glace.

» Préparation et pipetage du Probe Hybridization Mix

e Dégeler le Dilution Buffer, le Hybridization Buffer et le Probe Mix, puis
conserver ces ¢léments sur de la glace.

e Immédiatement avant utilisation, passer chaque réactif au vortex et le

centrifuger brievement.
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Préparer une quantit¢ suffisante de Probe Hybridization Mix pour le
nombre d’échantillons a traiter plus un volume supplémentaire pour les

pertes se produisant pendant le pipetage selon le tableau ci-dessous :

Tableau 9 : Préparation du Hybridation Mix

Probe Hybridization Mix component Volume per reaction

Dilution Buffer 3.0ulL
Hybridization Buffer 1.5uL
Probe Mix 1.5ul

Total volume Probe Hybridization 6.0 uL

Mix per reaction

Pipeter 6 pLL de Probe Hybridization Mix dans de nouveaux tubes PCR de
0,2 ml, fermer les tubes, puis conserver les tubes PCR a 4 °C jusqu’a
utilisation.
» Configuration et réalisation d’une transcription inverse et PCR (1 ere
PCR)
Ajouter 10 ul de modéle d’acide nucléique total a chaque tube PCR qui
contient 15 pl de RT/PCR Mix. Bien mélanger le contenu en retournant
doucement la pipette, puis centrifuger bricvement. Conserver les tubes
PCR sur de la glace jusqu’au préchauffage du cycleur thermique.
Si les procédures de laboratoire internes imposent la réalisation d’un
controle négatif, ajouter 0,25 ul d’Internal Amplification Control a 10 pl
d’eau exempte de DNase/RNase, puis ajouter ce mélange dans un tube
PCR contenant 15 pl de RT/PCR Mix.
Lancer le programme du cycleur thermique Transcription inverse/PCR.
Lorsque la température atteint 50°C, placer les tubes PCR dans le cycleur

thermique.
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» Configuration et réalisation d’une hybridation de sonde
Ajouter 100 pl d’eau stérile (non fournie) a chaque réaction transcription
inverse/PCR, puis bien mélanger en retournant doucement la pipette.
Ajouter 2 pl de la réaction transcription inverse/PCR diluée a chaque tube
qui contient 6 ul de Probe Hybridization Mix, puis centrifuger
brievement.
Placer les tubes PCR dans le cycleur thermique, puis réaliser le
programme d’hybridation de sonde.
Au cours des 60 derniéres minutes d’hybridation de sonde, préparer le
TwoStep Mix. Apres 1I’hybridation de sonde, procéder immédiatement a la
ligature puis a la réalisation PCR. Maintenir les tubes PCR dans le cycleur
thermique a 60 °C jusqu’a étre prét a procéder a la ligature et la réalisation
PCR.

» Préparation du TwoStep Mix (En cours d’hybridation de sonde)
Dégeler le TwoStep Buffer, puis le conserver sur de la glace.
Préparer une quantité suffisante de TwoStep Mix pour le nombre
d’échantillons a traiter plus un volume supplémentaire pour les pertes se

produisant pendant le pipetage selon le tableau ci-dessous :

Tableau 10 : Préparation TwoStep Mix

TwoStep Mix component Volume per reaction

TwoStep Buffer 30.6 uL
Ligase Enzyme 1.0 uL
Taq Polymerase 0.4 uL
Total volume TwoStep Mix per 32.0ul
reaction
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e Conserver le mélange sur de la glace jusqu’a utilisation. Lors de la
préparation du mélange, suivre les directives de manipulation spécifiques
a ce réactif :

- Pour Ligase Enzyme et Taq Polymerase : sortir chaque réactif du
stockage immédiatement avant le pipetage. Centrifuger chaque réactif
pendant 5 secondes, puis mélanger chaque réactif en retournant
doucement la pipette.

- Utiliser des embouts a faible rétention lors de la manipulation de ces
réactifs. Replacer les réactifs dans le lieu de stockage immédiatement
apres utilisation.

> Configuration et réalisation de la ligature et de la PCR

(Immédiatement aprés I’hybridation de sonde)

e Arréter le programme d’hybridation de sonde et démarrer immédiatement
le programme de ligature et PCR.

e Lorsque le cycleur thermique atteint 54 °C, appuyer sur Pause pour
maintenir la température du bloc du cycleur thermique a 54 °C.

e Préparer les réactions de I’hybridation de sonde pour la ligature et PCR :

- Sortir les réactions d’hybridation de sonde du cycleur thermique.

- Ajouter 32 uLL de TwoStep Mix a chaque 8 pL de réaction d’hybridation
de sonde.

- Remettre les tubes dans le cycleur thermique.

e En cas de réalisation d’un grand nombre de réactions, procéder par lot.
Par exemple, en cas d’utilisation de tubes a 8 bandes, sortir 8 réactions,
ajouter le TwoStep Mix, puis replacer les tubes dans le cycleur thermique
avant de sortir les 8 réactions suivantes.

e Redémarrer immédiatement le programme de ligature et PCR mis en pause.
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D. Electrophorése capillaire (3500 GENETIC ANALYSER)

Elle se fait en deux phases principales : tout d’abord la combinaison du
marqueur du poids, formamide et les produits PCR et puis le lancement du

programme de la plaque portant les échantillons.
1. Combinaison de I’étalon de masse, du formamide et un produit
PCR:
e Préparer le Mix étalon des tailles (Size Standard Mix) [37]. selon le
tableau ci-dessous :

Tableau 11: Préparation de Standard Mix

Size Standard Mix component Volume per reaction
(PCR product or Reference marker)
GeneScan ™ 600 LIZ ™ Size Standard 0.5uL
(PN 4366589 or PN 4408399)
Hi-Di ™ Formamide 10.0 uL
(PN 4311320 or 4440753
Total volume Size Standard Mix per 1.5uL
reaction

e Dans une plaque optique a 96 puits, pipeter 10,5 ul du Size Standard Mix
dans chacun des nombre requis de puits.

e Pipeter 1 pl de Reference Marker (FAM™) dans un des puits contenant le
Size Standard Mix. Utiliser la pipette pour mélanger.

e Pour chaque échantillon de produit PCR :
- Diluer 5 pL de produit PCR échantillon dans 45 pL d’eau désionisée.
- Pipeter 1 pL du produit PCR dilué dans un puits contenant le Size

Standard Mix, puis utiliser la pipette pour mélanger.

- Remarque : Dans certains cas (par exemple, charge virale élevée), il
peut étre nécessaire de diluer encore le produit PCR afin d’éviter les
pics hors échelle. Pour plus d’informations, voir TrueScience™

RespiFinder® Identification Panels Protocol.

- Sceller la plaque avec un couvercle adéquat
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2. Lancement du cycle de la plaque d’échantillons :

- Centrifuger la plaque a 1 000 X g pendant 10 secondes pour diriger le
liquide vers le fond des puits et supprimer les bulles d’air.

- Charger la plaque dans I’analyseur génétique, configurer le logiciel de
collecte de données comme décrit dans le TrueScience™ RespiFinder®
Identification Panels Software Setup and Data Analysis User Guide
(PN 4460428), puis lier la plaque et démarrer le cycle.

3. Analyse des données :

Effectuer l'identification du statut de candidat pathogéne en analysant les
données en utilisant paramétres d'analyses et panneaux recommandés.

Pour des instructions, reportez-vous a Panneaux d'identification TrueScience
™ RespiFinder® Configuration du logiciel et utilisateur de l'analyse des données

Guide (PN 4460428) sur www.appliedbiosystems.com/respifinderlit.
4. Interprétation des résultats [39]:

oeVoir I’¢lectrophérogramme pour identifier les pathogénes spécifiques
présents dans les échantillons. Les échantillons positifs présentent un ou
plusieurs pics signifiant correspondant aux intervalles de taille de référence

elnclure la sonde référence au moins une fois dans chaque plaque
d'¢lectrophoreése capillaire pour établir les intervalles de taille exacts pour
chaque sonde. La taille d’intervalle c’est la mesure de la longueur de la séquence
de la sonde référence.

eUn vrai négatif ne présente aucun pic dans la fourchette d’intervalles
défini au préalable par les sondes références et il doit obligatoirement contenir
un pic du controle interne (IAC).

eEn cas d’absence du pic de I'AC et du fragment spécifique le résultat

n’est pas validé
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TrueSclence™ RespiFinder® Identification Panels T Actual size | Observed sizet
- . arget
fragment sizes and intervals (bp) (bp)
IAC 498 494.8
500 T
f— IAC Rhinovirus 454 451.7
Chlamydophila 443 442.3
pneumoniae
_| = Rhinovirus Influenza A 415 413.2
= Chlamydophila pneumoniae Influenza B 403 404.2
mm= nfluenza A (incl. 2009 HiN1v) Influenza H5N1 394 393.0
400 wmm=  Influenza B Mycoplasma pneumoniae 385 382.2
wmm=  Influenza A HSN1 Human metapneumovirus 364 361.1
s Mycoplasma pneumoniae Adenovirus 345 341.8
BMPV Parainfluenza 1 325 323.2
T Parainfluenza 2 316 314.8
= Mdenovirus Parainfluenza 3 307 3048
== Parainfluenza 1 Parainfluenza 4 298 294.9
e Parainfluenza 2 Legionella pneumophila 280 275.1
300 4 = Parainfluenza 3
= Parainfluenza 4 RSV-A 256 2539
= | egionella pneumophila RSV-B 241 2441
Bordetella pertussis 235 231.9
— RSV-A Coronavirus NLé3 187 183.7
) RSV-B Coronavirus 0C43 176 1751
Coronavirus 229E 163 160.0
= Bordetella pertussis
200 +
Corona NL63 TrueScience™ RespiFinder® 19 Pathogen Panel
— Corona OC43 and TrueScience™ RespiFinder® 15 Viral Panel
Corona 229E e TrueScience™ RespiFinder® 19 Pathogen Panel only
100 -~

Figure 31: Intervalle et taille des fragments du panel d’identification TrueScience™

RespiFinder®
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a. Echantillon positif :

Un échantillon positif est détecté par un ou deux pics significatifs situés au
sein de Dintervalle de tailles des fragments (échelle de référence). En se
rapportant a la concentration de I’agent infectieux le signal (IAC) peut étre

absent ou présent.

Dans les échantillons avec une faible concentration de I’agent infectieux le
IAC est normalement présent alors que chez les échantillons a forte

concentration en agent infectieux le IAC est soit absent soit trés faible

RespFinder-19 1
149 18 a0 260 30 3% 380 &0 &) 300
000
7000
2000
a0
2000
2000
1000
L I J
] d
Figure 32: Echantillon positif avec le signal IAC
1

140 180 20 280 300 40 30 L0 40 30

¥

Figure 33: Echantillon positif avec absence du signal IAC
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Figure 34: Echantillon a adénovirus positif avec deux pics différents

La sonde Adenovirus est constituée de deux sondes apparentées congues
pour couvrir les six sous-genres. La plupart des espéces d'Adénovirus sont
détectées par les deux sondes, ce qui donne un profil de pic typique avec deux

pics, comme indiqué dans la Figure ci-dessus.

Un petit nombre de souches Adenovirus réagissent avec une seule de ces
sondes. . Ces signaux doivent également étre considérés comme un échantillon

positif d'adénovirus (le 2éme électrophérogramme de la figure ci-dessus)
b. Echantillon négatif

Un échantillon vrai négatif ne présente aucun pic. Cependant il doit avoir

un pic IAC dans I’¢électrophérogramme.

Figure 35: Echantillon négatif avec le signal IAC au niveau de la position de la sonde IAC
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c. Echantillon raté :

Un échantillon raté ne présente aucun signal au niveau de toutes les
positions des sondes références incluant méme I’TAC. Ce sont des échantillons

invalides.

Les échantillons ratés peuvent étre di a la dégradation d’AN, I’inhibition

de la PCR, aux erreurs de manipulation ou autres causes lors de la réaction.

Figure 36: Echantillon raté
d. Echantillon partiellement inhibé :

C’est un échantillon présentant des hauteurs de pic inférieures a la normale,
par exemple :

1. Un échantillon avec une hauteur de pic d'TAC inférieure aux hauteurs de
pic dTAC typiques pour d'autres échantillons traités dans la méme plaque, et

n'ayant pas d'autres pics
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[RespiTinder 10 ]
120 22 2 a0 : 2 ] 2

Figure 37: Echantillon partiellement inhibée exemple 1

ii. Un échantillon positif qui contient des hauteurs inhabituellement basses
par rapport aux autres échantillons traités dans le méme lot.

Aucun résultat ne peut étre revendiqué concernant ces échantillons.

[RespiFnderA9

Figure 38: Echantillon partiellement inhibée exemple 2

e. Echantillon a profil augmenté :
Est défini comme de nombreux pics en dehors des intervalles de taille
définis par le marqueur de référence. Ces modeles peuvent étre le résultat de la

présence d'une forte concentration d'ADN humain dans I'échantillon. Aucun

résultat ne peut étre revendiqué concernant cet échantillon.
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Figure 39: Echantillon a profil augmenté
f. Phase post-analytique :

Lors de cette phase les résultats obtenus par I’appareil sont validés et
interprétés par le biologiste. Tout résultat doit étre confronté au tableau clinique

et radiologique.

Cette technique nous permet de détecter les associations de genes lors

d’infections respiratoires :

Association virus-virus ou virus-bactérie atypiques ou bactérie- bactérie
atypique, aussi de détecter les bactéries atypiques qui ne poussent pas sur les

milieux usuels en bactériologie.
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et
méthodes
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I. Type d’étude :

C’est une ¢tude transversale rétrospective portant sur 700 cas des enfants
atteints d’une infection respiratoire aigilie, hospitalisés au niveau de 1’hopital

d’enfant de Rabat.

Ce travail est étal¢ sur une période de dix mois, de novembre 2010 a

Décembre 2011.

L’objectif de ce travail est d’évaluer I’intérét du séquencage multiplex
réalisé chez les enfants hospitalisés pour pneumopathie aigué et d’étudier son

impact sur la prise en charge de ces enfants.
II. Critéres d’inclusion :

Nous avons inclus tous les enfants agés entre 2 mois et 59 mois, présentant
une symptomatologie respiratoire aigué au cours de la période d’étude et admis

au sein de ’hopital d’enfant de Rabat.

La définition retenue est la définition de 1’organisation mondiale de la
sant¢ (OMS) de la pneumonie grave : Enfant ayant une toux ou des difficultés
respiratoires avec augmentation du rythme respiratoire (Rr) selon l'age

accompagné d’un tirage ou un stridor, mais pas de cyanose centrale.
III. Critéres d’exclusion :
Nous avons exclu tous les enfants ayant un antécédent :

e D’une pathologie sous-jacente (cardio-pulmonaire, neuromusculaire,
digestive ou maladie de systéme).

e Les enfants n’ayant pas bénéfici¢ d’un écouvillon nasopharyngg.
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IV. Recueil des données :

Le recueil des données a été fait au niveau de I’hopital d’enfant de Rabat a
partir des dossiers d’hospitalisation des 700 patients inclus dans 1’étude. Les
données ¢taient recueillies sur une fiche d’exploitation réalisée a cet effet

comportant les données de :

1. L’interrogatoire :
» La base démographique
e Lesexe
e [’age par mois
e Le nombre d’enfants de mémes parents
» L’histoire sanitaire
e Prématurité
e [’allaitement maternel
e Patients atteints d’une maladie chronique diagnostiquée
e Patient asthmatique connu
e Admission préalable en raison d’une maladie respiratoire
e Fémur a la maison
» Statut vaccinal des patients
» Les signes fonctionnels
e Ficvre
e Ecoulement Nasal
e Troubles digestifs

e Somnolence
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2. L’examen clinique :

» L’évaluation a I’entrée : Réactivité — SpO2 — fréquence cardiaque —
fréquence respiratoire — température axillaire —

» Examen pulmonaire : Signes de Iutte respiratoire — auscultation
Pulmonaire (normale, rales sibilants, frein expiratoire isolée ou rales
ronflants) Retentissement sur 1’alimentation.

a. Les criteres d’hospitalisation :

Age < 6 semaines, apparence toxique, prématurit¢é <34 SA, troubles
digestifs, apnée/cyanose, ¢épuisement respiratoire, SP02<94%, polypnée
fréquence respiratoire > 60 cycles par min ou difficulté du suivi en ambulatoire
[1].

b. Les examens par acliniques :

e La radiographie thoracique :

Normale, distension thoracique, syndrome bronchique, trouble de

ventilation, syndrome de condensation ou cardiomégalie).

e Les examens biologiques: NFS, CRP, Procalcitonine, zinc
plasmatique

e La biologie moléculaire (séquenceur multiplex)

e Profil thérapeutique :

e Evolution et complication.
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V. Etude statistique :
A. Gestion des données et analyse statistique

Tous les questionnaires d'étude ont été saisis deux fois dans la base de
données en utilisant un programme ¢écrit dans Filemaker Pro 12
(Filemaker Inc., Santa Clara, Californie, Etats-Unis).

L’analyse statistique a été réalisée par le logiciel Stata 11 (Stata Corp.,
College Station, TX, Etats—Unis). Les variables quantitatives ont été
exprimées en moyenne = [’écart-type, les variables qualitatives en
pourcentage. Les résultats sont rapportés sous forme de graphiques et de

tableaux commentés. Une valeur de p inférieure a 0.05 a été considérée
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Résultats
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I. Profil épidémiologique :
1. Fréquence
Sur une période de 14 mois, 3202 enfants agés de 2 a 59 mois ayant des
problémes respiratoires ont visité I’hdpital d’enfant de rabat. Parmi ces enfants
seulement 1334 (42%) ont été hospitalisés et 700 (52,4%) ont ¢été inclus dans

notre étude.

10903 enfants ayant visité les urgences de
HER durant la période d’étude (nov. 2010-
Dec.2011)

3202 (29,4%) enfants agés de 2 a 59 mois
ayant des problémes respiratoires

1334 (41,7%) ont été hospitalisés

801 (60%) ont été inclus dans notre étude
101 (12,6%) Les

enfants exclus aprés

I 1{ it
700 ont été inclus dans I'analyse finale € recrutemen

Figure 40 : Profil d'étude
2. Age:
L’4ge des patients inclus dans notre étude varié entre 2 a 59 mois soit une
médiane d’age de 21.5 (14.5%) mois. L’age de prédilection se situait entre 2 et

17 mois, et le pic de fréquence a 3 mois.

40 Age (mois)

15

: || ‘

. NN R =T
0 UL LT

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 53 55 57 59

Effectif

Age (mois)

Figure 41 : Répartition des patients selon I’age
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3. Sexe

Dans notre étude, on note une prédominance masculine avec un sexe ratio

de 1,7. Sur les 700 patients, on a 448 (64%) garcons et 252 (36%) filles.

La répartition des deux sexes

Figure 42 : Répartition des patients selon le sexe

4. Mois d’hospitalisation :

En 2011, le mois d’octobre a connu le pic d’hospitalisation avec plus 100

hospitalisations.

La répartition des nourissons selon le mois d'hospitalisation
120

100
60

20

A S S S SO, S SN - S S o
&

= Nombre d'hospitalisation

Figure 43 : Répartition des nourrissons selon le mois d’hospitalisation
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5. Niveau socio- économique

Dans notre étude au moins un parent, était analphabéte dans 43.4% des cas
alors qu’au moins un des parents avaient un niveau universitaire dans 13.7% des
cas. Les deux parents, ¢taient fonctionnaire dans 58/691 (8.4%) alors que

120/691 (17.4%) ne I’étaient pas.
6. Statut vaccinal

Dans notre étude 606/698 (86,8%) des enfants étaient vaccinés selon le
programme national d’immunisation (PNI) y compris contre le pneumocoque et
I’hémophillus, 684/700 (97,8%) enfants avaient recu au moins une dose de
vaccin anti-Hib, et 117/700 (16,7%) enfants avaient re¢u aussi au moins une

dose de vaccin antipneumococcique.
7. Allaitement maternel

Dans notre série 422/697 (60.6%) des enfants avaient eu un allaitement
maternel lors des 6 premiers mois au moins, et 69/698(9.9%) des enfants avaient

un allaitement artificiel exclusif.
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II. Profil Clinique
A. Antécédents pathologiques

Des antécédents pathologiques particuliers ont été retrouvé chez plusieurs

enfants et on été répartis comme suit :

» Un antécédent de prématurité avait été retrouvé chez 52/699 des enfants

(7 .4%)
Une maladie chronique diagnostiquée avait été note chez 25/698 (3.6%)
Une exposition au tabac avait été noté chez 282/699 (29.4%)

191 enfants avaient un asthme connu (27.3%)

vV VvV V VY

Une admission préalable en raison d’une maladie respiratoire avait été

retrouvé chez 227/700 (32.4%)

Antécédents pathologique

300

250
200
150
100
- ) e
0

Antécédentsde Maladie Asthme connu Maladie Exposition au
prématurité chronique respiratoire tabac
diagnostiquée

o

Figure 44: Antécédents pathologiques répartis selon le nombre des cas
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B. Symptomatologie clinique

Le tableau clinique est fait de plusieurs symptdmes, qui sont résumés par le

nombre de patients dans la figure suivant :

700

600

500
400
300
200
100

0

Fiévre Vomissement Anorexie et Toux Ecoulment nasal
problémes
d'alimentation

Figure 45 : Répartition des patients selon les symptomes cliniques présentés

1. Fiévre
La température moyenne a ’admission était de 39,01 °C (+0.76).
2. Détresse respiratoire :

Définie par la présence des signes de lutte respiratoire ; a type de battement
des ailes du nez, d’un tirage sus sternal, d’un tirage sous ou intercostal et/ ou

d’un balancement thoraco-abdominal.
3. Toux

La toux était présente a I’admission chez 688/698 de nous patients soit

98.6%
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4. Autres signes cliniques

Dans I’étude de notre série, d’autres symptomes et signes cliniques ont été

notés en Association aux précédents :

Malnutrition (WAZ < -1 SD): elle a ¢été observée chez 205/687
(29.8%)

Malnutrition sévére (WAZ < - 3 SD) observé essentiellement chez

37/687 (5.4%)
Vomissements : ¢taient présentes chez 354/699 (50.6%)

Anorexie / problémes d'alimentation: a ¢été notée chez 266/647

(41.1%)
Hypoxémie (SatO 2 <90%) : a été observée chez 53/671 (7,9%)
Cyanose : observé chez 63 patients sur 700 (9.0%)

5. Anomalies a ’auscultation pulmonaire :

Dans notre étude, la majorité de nos patients avaient des anomalies

auscultatoires diffuses ou localisées, dont 50.7% des cas présentaient des rales

ronflants et 66% des cas, des sibilants et 10% des enfants avaient des rales

crépitants.
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C. Prise d’antibiotique préalable

Avant ’hospitalisation un traitement antibiotique a été administré chez un
tiers de nos patients (206/700). Ce traitement était constitué¢ d’une monothérapie
chez 171 patients (24.4%) et d’une bithérapie initiale chez 34 patients. Les
pénicillines du groupe A (amoxicilline et amoxicilline protégée) ont été les
antibiotiques les plus administrés (55%). Les autres antibiotiques prescrits
¢taient les céphalosporines de troisieme génération chez 19 patients (10 %) et les

macrolides chez 35 patients (17%), quatre patients ont recus la cortimoxazol.

~—

Antibiotiques utilisés avant I'hospitalisation

Amoxicilline/ampiciline
Amoxicilline/Acide Amoxicilline/Acide
clavulanique clavulanique
Macrolides 2% -,
4%

Cotrimoxazole _
2%

Figure 46 : Antibiotiques utilisés avant I’hospitalisation
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II1. Profil paraclinique
A. Radiographie pulmonaire

Dans notre étude des radiographies pulmonaires ont était réalisées chez

593(84,7%) enfants parmi 700 avec un diagnostic final.

Les radiographies thoraciques étaient considérées comme normales (71%),
tandis que 19% ont montré des consolidations alvéolaires typiques [six cas (1%)

avec épanchement pleural] et 10% a montré d'autres infiltrats non alvéolaires.

Radiographie pulmonaire

A,

= radiographies thoraciques normales = consolidations alvéolaires typiques

= infitrats non alvéolaires » épanchementpleural

Figure 47 : Répartition des différentes anomalies radiologiques
B. Analyse Biochimique

Un syndrome infectieux a été apprécié biologiquement par la présence d’une
hyperleucocytose (globules blancs >10000/mm3), une CRP >5 mg / ml, et une
procalcitonine >5 ng / ml. La numération de la formule sanguine a été réalisée chez 516

patients, alors que CRP et la procalcitonine ont été réalisées chez tous nous patients.

Dans notre sériée 23, 28 et 22% des patients avaient augmentation de la
CRP, du PCT ou du nombre total de globules blancs respectivement, alors que

9% (7/79) avaient une faible valeur plasmatique au niveau de zinc. Voir tableau
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Tableau 12 : Résultats de I’analyse biochimique de nos patients

| Les variables du patient

CRP (mg/dl)

Patients hospitalisés n/N (%)

Moyenne (écart-type)
Haute CRP (<5 mg /DL)

2,7(3,4)
161/690 (23,3)

Procalcitonine PCT (ng / ml)

Moyenne (écart-type) 3,4 (18,0)
Haute PCT (<5 ng /ml) 191/684 (27,9)
Zinc plasmatique (ug / dl)
Moyenne (écart-type) 191(190)
Faible teneur en zinc (<65 "g / dl) 7/79 (8,9)
Glycémie (mg /dl)

Moyenne (écart-type) 109 (58)
Hypoglycémie (< 60 mg /dl) 8/106 (7.6)

Numération formule sanguin (NFS)

Augmentation du nombre de globules blancs \

(> 20* 103 / pl)

C. Analyse microbiologique:

1. Hémoculture :

Lors de I’hospitalisation tous nous patients ont eu des hémocultures, 14

patients parmi 689 avaient une hémoculture positive soit (2%) des cas, on a mis

en évidence un pneumocoque chez deux patients (0.3%) et Hib chez un patient

(0.1%).voir (tableau 13)

Tableau 13 : Résultats des hémocultures effectuées chez nos patients

Steérile
S. pneumoniae

675(98%)
2

Hib

Acinetobacter Iwoffii

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas spp.

S. marcescens

Enterococcus faecalis

Enterobacter cloacae

Salmonella spp

|t |k | (D | e [ D | e [ k| et
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2. Biologie moléculaire :
2.1. Etude de liquide d’aspiration bronchique par séquencage

(tech Respifinder)

Dans notre série 684 de nos patients ont bénéfici¢ d’une étude de liquide

d’aspiration bronchique par s€quencage (technique appelée Respifinder ).

Le virus était presque universel (628/684, 92%). Infections mixte (double,
triple, quadruple ou méme quintuple) est survenue chez 40% des patients
hospitalisés. RhiV était le virus le plus fréquemment détecté (53%) suivis par le
VRS (18%) et I'ADV (17%), et 9% les patients hospitalisés étaient infectés par le
Hmpv.

Tableau 14 : Détection des agents infectieux par séquencage multiplex dans les

prélevements naso-pharyngés

Les variables des patients Patients hospitalises n/N (%)
Détection Virale
Au moins un virus détecté dans I'APM 628/684 (91.8)
RSV 125/684 (18.3)
Hmpv 62/684 (9.1)
Rhinovirus 360/684 (52,6)
Adénovirus 116/684 (17,0)
Infection virale simple dans I'IR 352/684 (51,5)
Infections virales mixtes 276/684 (40.4)
Détection Bactérienne

Mycoplasmes dans I'APM 10/684 (1.5)
Bordetella pertussis dans I'R 5/684 (0,7)
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IV. Profil thérapeutique

A. Traitements antibiotiques

Dés leur admission, 286/700 patients ont regus un traitement antibiotique

avant les résultats de la bactériologie.
» Dans notre étude :

e 263 patients ont recu des B-lactamines dont 32% des céphalosporines
de troisiéme générations (ceftriaxone 50mg/kg/j), 5,7% de

I’amoxicilline —acide clavulanique (80 a100 mg/kg/j).

e Une association a un aminoside(Gentamicine) a €été notée chez 36

patients
e Trois patients ont recu 1’oxacilline
e 20 patients ont regu d’autres traitements antibiotiques

B. Traitements associés

1. Antipyrétique :

Un traitement antipyrétique a été prescrit chez tous les enfants présentant
une fievre persistante ou supérieure a 38.5°C a type de paracétamol a raison de

60mg/kg par jour en quatre ou six prises (sans dépassé 80mg/kg/jour).
2. Les bronchodilatateurs et corticoides

Dés leur admission, 501/700 enfants (72%) ont regus des
bronchodilatateurs, et (402/700) ont recus des corticoides soit (57%).

3. Oxygénothérapie

Une oxygénothérapie a €té nécessaire chez 535/700 de nos patients soit

(76%).
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V. Profil évolutif

A. Evolution et complication
L’évolution a été favorable chez 502 patients (72.8%), avec un délai moyen
d’hospitalisation de 4 jours (IQR 2-7).

Au cours de cette étude Il y a eu 28 déces avec seulement sept d'entre eux
ayant une prédisposition chronique ou état clinique prédisposant. Huit pour cent
(57/699) des patients ont était admis a I’unité de soins intensifs, ou les CFR ont

augmenté de facon spectaculaire a 42% (23/55, p <0,001).
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Discussion

Sl
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I. Aspect épidémiologique
A. Définition :

Les Infections Respiratoires Aigués basses (IRA basses) sont définies
comme une atteinte infectieuse du parenchyme pulmonaire, des bronches et de
la trachée, ces infections comportent trois entités qu'il importe de distinguer car
elles different par les agents infectieux responsables, leur pronostic, leur lieu de

prise en charge, leur traitement :

e Pneumonie : désigne un foyer de condensation pulmonaire d’origine
infectieuse, indépendamment de 1’agent causal, bactérien ou viral.

e Bronchite ou trachéobronchite : C’est une inflammation de I’arbre
trachéo-bronchite, le plus souvent d’origine virale.

e Bronchiolite : c’est une pathologie obstructive expiratoire des voies
aériennes respiratoires basses, d’étiologie trés souvent virale.

B. Infections respiratoires aigués en chiffres :

Les infections respiratoires aigués basses (IRAB), telles que pneumonie et
la bronchiolite, sont une cause majeure de la morbidité et la mortalité chez les
jeunes enfants [3], L'Organisation mondiale de la santé (OMS) estime que les
infections des voies respiratoires inférieures (IRA basses) sont responsables
d'environ 20% des déces chez les enfants de moins de cinq ans dans le monde,

dont 90% sont des pneumonies [40].

Des estimations récentes suggeérent que l'incidence mondiale des
hospitalisations chez les jeunes enfants liées a des infections séveres ou tres
séveres des voies respiratoires inférieures peut atteindre 11,9 millions et 3,0

millions d'épisodes annuels. Respectivement [2,41].
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Au Maroc Les infections respiratoires aigués basses (IRAB) représentent
une importante cause de mortalité chez I’enfant agé de moins de 5 ans, Leur
incidence a augmenté de facon statistiquement significative entre 2005 et 2011,

avec un changement annuel en pourcentage (APC = 3,1 %) [42].

A notre connaissance, c'est la premiere série de données €épidémiologiques,

cliniques et de laboratoire décrivant les enfants marocains admis avec IRA.

Ces données mettent en évidence la charge et l'impact de la maladie
respiratoire pédiatrique au niveau de I’hopital pédiatrique (HER) au Maroc, et
présentent probablement une bonne description de la maladie respiratoire
pédiatrique dans tout le pays, entrainant une ¢élévation inacceptable de taux de
1¢talité de cas associés, et affectant, comme précédemment décrit dans d'autres

contextes, principalement des nourrissons [41].

Dans cette série d’étude les IRA ont représenté une grande proportion de
toutes les causes de consultations a HER, et leur taux de 1étalité associé (4,1%)
¢tait dans la partie supérieure de ce qui a été décrit précédemment pour

parametres similaires ou encore plus pauvres (allant de 0,8 a 4,8%) [41, 43].
C. Facteurs de risques :
1. Facteurs liés au terrain

L’OMS définit comme facteurs de risques majeurs des infections

respiratoires basses chez I’enfant :

e La malnutrition.
e Le faible poids de naissance.
e [’absence d’allaitement maternel (pendant les 4 premiers mois de vie).

e [’absence de vaccination pendant la premiere année de vie.
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e Pathologies associées : asthme, cardiopathie, les carences....

Dans notre étude tous ces facteurs ont été explorés. Nos résultats ont
montré que 9.9% de nos patients avaient un allaitement artificiel exclusif, 3.7%
n’étaient pas vaccinés et 3.6% avaient une maladie chronique diagnostiquée,

27.3% avaient un asthme connu, et 7.4% avaient un antécédent de prématurité.
2. Facteurs liés a ’environnement
Comme facteurs majeurs, on trouve :

e La pollution.

e Promiscuité et le manque d’hygiéne.

D’autres facteurs ont probablement une part dans le développement des

IRA basses :

e Tabagisme parental.

e Le niveau d’éducation des parents surtout de la maman

Ces facteurs ressortent clairement dans notre étude puisque au moins un
parent, était analphabete dans 43.4% des cas et 29.4% de nos patients avaient

une exposition au tabac.
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II. ASPECT CLINIQUE

Le diagnostic d’une pneumonie de I’enfant selon les recommandations de
la Haute Autorité de santé¢ (HAS), repose sur une suspicion clinique et une
confirmation radiologique, seule référence de I’atteinte parenchymateuse. Aucun
signe clinique ne permet a lui seul d'écarter ou d'affirmer le diagnostic de

pneumonie [20,44]

Aucun signe clinique ne permet de différencier une infection virale d’une
infection bactérienne [23], ce d’autant qu’une infection virale peut précéder
I’infection bactérienne. Cependant, selon le BTS (the British Thoracic Society)
[20,45], la fievre supérieure a 38.5°C, une polypnée supérieure a 50 cycle /min

et des signes de lutte respiratoire sont suggestifs d’une cause bactérienne.
A. Signes fonctionnels

Il s’agit classiquement d’une fievre, d’une toux ou d’une géne respiratoire.
D’autres symptomes peuvent étre rapportés ou s’y associés, tel un malaise, une

douleur abdominale ou thoracique, vomissements ...
B. Signes physiques

Les symptomes cliniques en faveur d’une atteinte des voies aériennes basses
sont la fievre, I’augmentation de la fréquence respiratoire, 1’existence de signes de
lutte et la présence d’anomalies a 1’auscultation pulmonaire, localisées ou diffuses.
Certains signes cliniques associés sont particuliérement en faveur d’une infection

respiratoire basse, d’autres orientent vers le pneumocoque [23, 45].

Dans notre série, les signes respiratoires et les symptomes étaient fréquents,

avec prédominance de bronchospasme (respiration sifflante 66% et rhonchi

51%).
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III. Aspect paraclinique
A. Radiographie thoracique

Une radiographie pulmonaire de face, en inspiration profond, et en position
debout est le seul cliché¢ a demander. Elle posséde une valeur prédictive positive
de 88% et une valeur prédictive négative de 97% [44]. Le cliché de profil ne se
justifie qu’en deuxiéme intention. Dans tous les cas, la radiographie ne doit

jamais retarder la mise en route du traitement.

Dans notre série, une radiographie de thorax a été réalisée chez 593
(84,7%) de nos patients. Nos résultats ont montré que seulement 19% des

patients avaient des signes radiologiques compatibles avec une pneumonie.
B. Analyse biochimique

En pratique, les examens biologiques se limitent a la C-réactive protéine

(CRP). Et la numération formule sanguine (NFS).

Ces différents tests ne peuvent a eux seuls différencier avec certitude une
pneumonie bactérienne d’une pneumonie virale, ni une pneumonie

pneumococcique des autres pneumonies bactériennes [46- 47].

Seul un faisceau d’arguments cliniques, biologiques et radiologiques peut

orienter le diagnostic étiologique et de ce fait la décision thérapeutique.
1. Numération formule sanguine

L’existence d’une hyperleucocytose (GB>20000/mm3) a prédominance de
polynucléaires neutrophiles est évocatrice d’un syndrome infectieux bactérien,

mais non spécifique.

Dans notre série, sur les 516 patients, 115 avaient des GB>20000/mm3,

soit 22.3%
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2. Protéine C Réactive (CRP)

La CRP est une protéine de la phase aigué de I’inflammation. Elle reste le
plus sensible des marqueurs habituellement employé€s, mais manque de

spécificité [46].

D’apres les données de la littérature et selon AJaye ; la CRP permet
rarement de distinguer les origines bactériennes et virales dans les infections

respiratoires hautes ou basses [47].

Dans notre étude 161 patients sur 690 avaient une CRP >5 ng/ml, soit

23.3%.
3. Procalcitonine

La procalcitonine (PCT) est la pro-hormone de la calcitonine. En 1993
Gendrel et Assicot ont montré pour la premiere fois que la procalcitonine
s’¢élevait dans les infections bactériennes alors qu’elle restait basse dans les
infections virales et les maladies inflammatoires. Depuis cette date, de
nombreux travaux sont venus confirmer ’importance de cette protéine comme

marqueur des infections bactériennes séveres [46].

La procalcitonine a une sensibilit¢ du méme ordre que celle de la CRP
86% versus 88,4%), mais une spécificité trés supérieure pour différencier
p p p

pneumonies virales et bactériennes (87,5% versus 40%) [45 - 46].

Dans notre série, sur les 684 patients, 191 avaient une procalcitonine

>5ng/ml, soit 27.9%.
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C. Analyse microbiologique

1. Hémoculture :

L’hémoculture est I’examen de référence, qui apporte avec certitude le
diagnostic et permet, en outre de tester la sensibilit¢ du pneumocoque aux

antibiotiques.

L’identification compléte d’un pneumocoque impose de recourir au
sérotypage. D’intérét essentiellement ¢pidémiologique, le sérotypage,
nécessitant un grand nombre d’anticorps, est rarement pratiqué dans les

laboratoires de diagnostic [20].

Dans notre série, 689 patients ont eu au moins une hémoculture, 14 enfants
parmi eux avaient une hémoculture positive, a pneumocoque chez 2 patients. Un

agent étiologique a pu étre identifi¢ dans 2% des cas.

Ce faible pourcentage peut étre expliqué par le faible rendement des autres
moyens diagnostiques a savoir la biologie (NFS, CRP, la procalcitonine),
I’hémoculture, par I’efficacité des vaccins, et par 1’antibiothérapie préalable regcu

en ambulatoire avant I’admission de I’enfant.

2. Biologie moléculaire :
a. Apport du séquencage multiplex dans la prise en charge
diagnostique des infections respiratoires aigués chez l’enfant

moins de 5 ans

Les infections respiratoires aigu€s sont la cause la plus fréquente
d'hospitalisation chez les nourrissons et les jeunes enfants. Elles sont
typiquement causées par des agents pathogénes viraux ou, plus rarement,

bactériens [10]. La détection de ces derniers via des méthodes non moléculaires
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manque de spécificité et de sensibilité. De méme pour certains types de PCR
(PCR monoplexe) [48], la révélation de tous les agents pathogénes reste limitée.

D’ou le développement des tests multiplex pour une identification rapide et

fiable.

Aujourd'’hui le séquencage multiplex (Test RespiFinder19) assure la
réalisation de test multiplex d’ordre élevé, en un minimum de temps avec une
manipulation plus simple. Ici, nous avons démontré que le RespiFinder19 peut
détecter et identifier avec précision a la fois des cibles d'ADN et d'ARN
provenant d'organismes différents, y compris ceux contenus dans des
échantillons de liquide d’aspiration naso-pharyngien. Le test peut également
détecter efficacement plusieurs cibles dans un seul échantillon en méme temps.
Dans ce cadre, nous avons développé et test¢ la performance d'un panel
cliniquement pertinent de pathogenes respiratoires, comprenant a la fois 15 virus
(Adénovirus, Rhinovirus ,influenza A et B, Influenza A H5NI,
Parainfluenzal,2,3 et 4, RSV-A et B, corona 229 E, Corona NL63, Corona 0C43
et hMPV) et quatre bactéries atypiques (Bordetella pertussis, Clamydophila
pneumoniae, Legionella pneumophila et Mycoplasma pneumoniae), comme
nous avons montré les bonnes performances du systeme par rapport aux

méthodes de laboratoire standard.

Le RespiFinder a été validé dans la série de M. Reijans et al [49], sur 144
¢chantillons cliniques des adultes et des enfants. Comparé aux résultats de
culture cellulaire virale, le test RespiFinder a montré, d’une part, une spécificité
de 99,1% pour le Para-Influenza Virus type 1 (PIV-1) et le PIV-3, une valeur de
98.,2% pour Adenovirus et le Virus Grippal A (InfA), et 96,4%, 94,6%, 90,1%,

respectivement, pour Métapneumovirus humain, le VRS et le Rhinovirus.
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D’autre part, le test a révélé une sensibilit¢ de 100% pour 1’Adénovirus, le
Métapneumovirus humain, le Virus Grippal A (InfA), le Virus Para-Influenza
type 1 (PIV-1), le Rhinovirus, le VRS et 80% pour le PIV-3. Dans celle de
Carmen Laurent et al [50] fait en 2009, 527 échantillons (écouvillons nasaux)
analysés par PCR multiplex (Test Respifinder19), 403 (76,47%) positif. Dans 74
de ces échantillons, une co-infection avec >2 respiratoires virus a été détectée
(14,04%). Les virus ayant l'incidence la plus élevée étaient : Virus Syncytial

(34,2%), Rhinovirus (23,9%), Coronavirus (9,3%), et '"HIN1v2009 (7,7%).

Dans notre série, la propagation nasopharyngée de des virus respiratoires
¢tait trés répandue chez les patients admis, 92% (628/684) des patients étant
mono- ou pluri-infectés. Cela a également été observé par d'autres groupes de
recherche [51], Le RhiV se classe en premier rang (53%) suivi du RSV (18%),
de ’ADV (17%) et en dernier rang ’hMPV (9%), ce qui rejoint les résultats de
Laurent et Reijans, en plus de mycoplasmes (1.5%) et Bordetella pertussis
(0.7%). Bien que le rdle pathogéne de certains virus (RAiV) soit toujours
controversé, le role pathogeéne des autres virus (RSV, hMPV, influenza ou ADYV)
est bien souligné et leur présence est souvent associée a la gravit¢ du tableau

clinique.

Dabisch-Ruthe M et al [52], ont comparé la sensibilité analytique du test
Respifinder 19 avec le VPR (XTAG Respiratory Virus Panel Fast Assay). Le
RVP utilise une PCR multiplex avec des amorces marquées et une hybridation
des produits de PCR en une seule étape. La détection a été réalisée en utilisant
I'instrument xXMAP 100 IS (Luminex Molecular Diagnostics Inc., Toronto,
Canada). L'analyse de 100 échantillons de Sécrétions trachéale a été effectuée en

parallele avec le VPR et le RespiFinder-19. Dans cette analyse les virus
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respiratoires ont €té détectés par le RespiFinder-19 dans 64% des échantillons
Sécrétions trachéale et par RVP dans 22% des mémes échantillons. Ces résultats
sont comparables a ceux du Raymaekers et al. [10]. Ainsi, Le taux de co-
infections dans notre étude (40,4%) était similaire a celui d'autres études
[10,52], alors que le taux de détection virale exact ne peut pas étre estimé.
Malgré le large spectre des virus détectés, certains n'ont pas été inclus dans le
panel, comme Bocavirus, le type Coronavirus HKUI et certaines especes

d'Enterovirus.

Cette expérience met l'accent sur la limitation des méthodes de diagnostic
non-moléculaires existantes, vu que les examens cliniques et biochimiques ne
reflétent pas souvent la gravit¢ de D’infection ni I’agent responsable : 23%
uniquement de CRP, 22% de la PCT représentent une valeur élevée par rapport a
la normale. En plus 71% des examens radiologiques des poumons sont normaux,
et 2% des cas d’hémoculture positive. De ceci découle la nécessité
d’introduction du séquencage multiplex dans les laboratoires standards de
microbiologie clinique et de virologie. Cependant 1’adoption de cette
technologie est associée a des difficultés pratiques qui limitent son utilisation de
routine. Ceci exige des installations spécifiques ainsi que des formations
spécialisées au profit des techniciens biologistes effectuant les tests basés sur la
PCR. Par exemple, les emplacements physiquement séparés pour la préparation
des échantillons, la formulation des réactifs, la mise en place de la réaction et
'amplification sont nécessaires pour minimiser le potentiel de contamination qui
peut conduire a des résultats faussement positifs. Méme les plates-formes PCR
simples ont des exigences instrumentales qui peuvent mettre en cause la capacité

des laboratoires cliniques. Malgré ces limites, le séquencage multiplex
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RespiFinder® 19 a déja démontré son utilité clinique, en particulier pour la
détection et l'identification de pathogénes responsables d'infections respiratoires

chez les enfants [10 - 49 ; 50 - 52].

En guise de conclusion, le séquengage multiplex (RespiFinder® 19) est une
option diagnostique pertinente pour les infections respiratoires aigués chez les
enfants. Ceci pour plusieurs raisons. Tout d’abord, il assure le diagnostic
différentiel des infections respiratoires, telles que la bronchiolite et la
pneumonie, qui comprennent un grand nombre de pathogeénes potentiels
provoquant des signes et des symptomes similaires. De plus, les tests de
diagnostic conventionnel pour les pathogeénes respiratoires sont limités par une
sensibilité médiocre ou un temps d'exécution prolongé ou des tests basés sur la
culture. Enfin, 1'émergence de nouveaux agents pathogénes pouvant entrainer
une maladie grave, comme le SRAS et la grippe porcine de type A (HINI-
2009), exige la disponibilité des tests de diagnostic suffisamment souples pour

permettre I'introduction rapide de nouvelles cibles.

Cette étude établit la base de référence pour d'autres recherches concernant
les infections respiratoires pédiatriques. La charge ¢élevée des infections
respiratoires parmi les enfants marocains, comme détecté dans I’HER, souléve
une alarme majeure de santé publique, en particulier en raison d’un taux ¢élevé
de 1étalité associée, et appelle a la mise en place d'une meilleure surveillance et

des programmes de prévention pour de telles conditions.
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Les infections respiratoires basses de 1’enfant posent encore des problémes
difficiles en raison de la diversit¢ des étiologies et des difficultés a les
caractériser par les examens paracliniques de routine (La radiographie qui
n’apporte pas d’argument sur la cause, les examens biologiques qui manquent de
spécificité, et les examens microbioloques qui sont rarement positifs) pour

disposer d’un traitement spécifique.

En conclusion, nous avons montré I’importance d’un nouveau multi
parametre test respiratoire (RespiFinder) basé sur la technique de 1'amplification
de la sonde multiplex ligand-dépendante (MLPA) pour la détection de 15 virus
respiratoires (adénovirus, coronavirus 229E, NL63, OC43, hMPV, virus
influenza A, virus influenza A H5N1, virus grippal B, PIV-1, -2, -3 et-4, RSV-A
et -B, rhinovirus), plus un controle d’amplification interne (ICA), et quatre
bactéries atypiques (Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae,
Legionella pneumophila, et Bordetella pertussis). La sensibilité analytique du
test RespiFinder correspond a la sensibilit¢é de monodex real-timeRT-PCR. Ce
test n'a pas besoin d'équipement spécialisé mais utilise les systétmes de PCR et
d'¢lectrophorése capillaire généralement disponible dans les laboratoires
moléculaires. Le dosage peut étre effectué dans un jour ouvrable et convient
pour implémentation dans un environnement de diagnostic. La mise en ceuvre de
ce dosage pour les diagnostics de routine permet l'analyse rapide des
¢chantillons pour un large spectre de pathogeénes a un coft réduit par rapport aux

colts des tests de RT-PCR en temps réel monoplex.
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RESUME

Titre : Apport du séquengage multiplex du liquide d'aspiration bronchique dans la prise
en charge diagnostique des infections respiratoires chez 1’enfant moins de 5 ans (a

propos de 700 cas).

Auteur : AKANOU M’barek

Rapporteur : Pr . TLIGUI. Houssain

Mots clés : Infections — Respiratoires - Séquencage — Multiplex — Enfant

Les infections respiratoires aigu€s basses sont considérées comme la majeure cause de
consultation a I’Hopital d’Enfants de Rabat durant les saisons froides. La majorité de ces
infections sont d'origine virale et spontanément résolutive, mais l'infection virale est souvent

difficile a distinguer de l'infection bactérienne.

L'application d'une réaction en chaine par polymérase multiplex pour détecter les virus
dans les sécrétions respiratoires est potentiellement bénéfique, car elle pourrait aider les
médecins a éviter de donner des antibiotiques inutilement. Nous décrivons dans ce travail le
séquencage multiplex (Test RespiFinder®), bas¢ sur l'amplification de la sonde multiplex
ligand-dépendante, ce test est capable de détecter 15 virus respiratoires en méme temps et
quatre bactéries atypiques dont la bactériologie classique est incapable d’identifier sur les

milieux conventionnels.

Le test RespiFinder a ¢té réalisé sur échantillonnage de 684 cas, D’apres les résultats de
cette ¢tude, la majorité des agents incriminés était des virus a un taux de 93% avec une
association allant de 2, 3 a 4 virus en méme temps. Rhinovirus se classe en premier rang
(53%) suivi de Virus Syncytial (18%), Adenovirus (17%) et en dernier rang, Metapneumovirus
(9%), en plus de Mycoplasmes (1.5%) et Bordetella pertussis (0.7%).

Le séquengage multiplex est une technologie qui combine la rapidité, la haute sensibilité
avec un tres fort débit ce qui permet une détection simultanée des pathogénes responsables de
I’infection respiratoire, d’autre part cette technologie peut étre utilisée aussi dans le dépistage
des infections respiratoires virales asymptomatiques permettant de mieux gérer ce type

d’infection et d’étudier leur pouvoir pathogene.
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ABSTRACT

Title: Contribution of multiplex sequencing of bronchial aspiration fluid in the
diagnostic management of respiratory infections in children under 5 years (about 700

cases).

Auteur: AKANOU M’barek

Supervisor: Pr .TLIGUI. Houssain

Keywords: Infections - Respiratory - Sequencing - Multiplex - Child

Acute lower respiratory infections are considered to be the major cause of consultation at
Rabat Children's Hospital during the cold seasons. Most such infections are of viral origin and

self-limiting, but viral infection is often difficult to distinguish from the bacterial infection.

The application of a multiplex polymerase chain reaction to detect viruses in respiratory
secretions is potentially beneficial because it could help doctors avoid giving antibiotics
unnecessarily. We describe in this work the multiplex sequencing (RespiFinder® test), based
on the multiplex ligation-dependent probe amplification, this test is able to detect 15
respiratory viruses at the same time and four atypical bacteria whose classical bacteriology is

unable to identify on conventional media.

The RespiFinder test was performed on a sample of 684 cases. According to the results
of this study, the majority of the offending agents were viruses at a rate of 93% with an
association ranging from 2, 3 to 4 viruses at the same time. Rhinovirus ranks first (53%)
followed by Syncytial Virus (18%), Adenovirus (17%) and lastly, Metapneumovirus (9%), in
addition to Mycoplasma (1.5%) and Bordetella pertussis (0.7%).

Multiplex sequencing is a technology that combines speed, high sensitivity with a very
high throughput which allows the simultaneous detection capacity of the pathogens
responsible for the respiratory infection; on the other hand this technology can be used also in
the detection of asymptomatic viral respiratory infections to better manage this type of

infection and to study their pathogenicity.
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