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A notre maitre et juge
Monsieur le professeur Ahmed GAOUZI
Professeur de Pédiatrie au CH'U IBN SINA rabat
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Juger ce travail
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18F-FDG

67-GA

: fluorodesoxyglucose (traceur constitue d un analogue synthetique du
glucose associe a un radionucleide qui saccumule dans les cellules

presentant une activite glycolytique elevee)

. produit radiopharmaceutique au galliun 67 utilise pour obtenir des

Images d un type specifique de tissu ou de | etat pathologique du tissu

99mtc-DMSA : acide dimercaptosuccenique marque au technetium 99 metastable

ADN
AET
ANSM

APC

AP-HP
ARN
AUM
CCMH
CE
CIVvD
CRP
Dievre Q
ECBC

ECBU

- acide desoxyribonucleique
- aspiration endotracheale
: agence nationale de sécurité du medicament

: adenomatous polyposis coli (gene dont les mutations sont a | origine

d une forme de cancer colorectal)

- assistance publique —hopitaux de paris

- acide ribonucleique

: American university of the middle east

: concentration corpusculaire moyenne en hemoglobine
: conformité européenne

: coagulation intravasculaire disséminée

. protéine c réactive

: coxiellose

: examen cytobacteriologique des crachats

: examen cytobacteriologique des urines



EFS . établissement francais du sang
HERV : humain endogenous retroviruses
HIS - hybridation in situ

HMDP . hydroxymeéthylene disphosphonate

HSV - virus herpes simplex

INVS - institut de veille sanitaire

IRM : Imagerie par resonance magnetique

KB - kilobase (unite de mesure en biologie moleculaire)
LBA : lavage broncho alveolaire

LCR - liquide céphalorachidien

LINE - long interspersed nuclear elements

MRP : medicaments radio pharmaceutiques

MRP : médicaments radiopharmaceutiques

MSF : médecins sans frontieres

NABM : nomenclature des actes de biologie medicale

NFS : numeration formule sanguine

OMS - organisation mondiale de la santé

ONU - organisation des nations unis

PCR : polymerase chain reaction ou reaction de polymerisation en chaine
PDP : prelevement distal protege

PNN : polynucléaires neutrophiles



PNRP
PRI
PRP
SAA

TCMH

- gene codant pour la principale proteine prion
. protéines de la réaction inflammatoire
. proteine prion

: sérum amyloide A

- teneur corpusculaire moyenne en hemoglobine

TDM : tomodensitometrie

TDR
URSS
VGM
VHB
VHC
VIH

VS

: tests diagnostique rapide

- union des republiques socialistes soviétiques
: volume globulaire moyen

- virus de | hépatite B

- virus de | hepatite ¢

: virus de | immunodéficience humaine

: vitesse de sédimentation
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La préscription d’éxamens complémentaires présente  deux principales
indications :

1) Le dépistage : il s’agit de recommandations qui sont faites a I’ensemble de
la population d’un pays pour dépister certaines pathologies considérées comme
fréquentes et pouvant déboucher sur une prévention ou un traitement efficace si on
les découvre. comme I’ éxamen des urines pour dépister le diabete sucré ou les
néphropathies ; le dosage du cholestérol pour évaluer le risque vasculaire et
coloscopie pour dépister le cancer du colon dans les familles a risque. ..

2°) Le diagnostic : c’est la circonstance la plus fréquente de prescription d’un
examen complémentaire. Apres une approche clinique bien conduite, une analyse
de la plainte du patient, de I’histoire de la maladie, dans un contexte clinique ou
I’on va élaborer des hypothéses diagnostiques et a partir de ces hypotheses on
prescrit les examens qui permettront d’apporter d’autres arguments appuyant ou
non le diagnostic.

La prescription d’examens complémentaires doit donc toujours étre précédée
d’une démarche clinique claire.

Certains examens biologiques courants ne présentent aucun veéritable danger.
IIs nécessitent cependant la connaissance de conditions de réalisation pratique
optimale pourque le résultat de I’examen soit interprétable. Exemple 1’évaluation
des lipides sanguins doit se faire apres 12 heures de jeline strict ; I’évaluation de la
kaliemie doit se faire sans utiliser un garrot... Une échographie pelvienne doit se
faire chez un patient ayant la vessie pleine. Il faut donc expliquer au patient de ne
pas uriner dans les heures qui précédent I’examen. D’autres explications sont
nécessaires pour expliquer au patient pourguoi on prescrit un examen, et quels en
sont les inconvénients éventuels.

Ainsi il faut savoir ce que 1’on attend d’un examen complémentaire, Pour



prescrire un examen complémentaire , il faut non seulement le connaitre mais
savoir ce que 1’on peut en attendre. Il faut également connaitre son coftit et évaluer
le rapport bénéfices/risques. Dans les risques il ne faut pas méconnaitre le caractere
soit rassurant, soit anxiogene de la prescription. Encore faut-il éviter de préscrire
un examen uniquement pour « le plaisir de voir » une lésion sur I’imagerie alors
que le diagnostic et le traitement n’en ont pas forcément besoin. Autant dire que le
médecin ne doit prescrire que des examens qu’il connait et dont il sait ce qu’ils
apporteront au diagnostic et a la prise en charge thérapeutique.

L’objectif de notre travail est de bien comprendre les bases de la préscription
des examens complémentaires dans la pratigue médicale, a travers une étude
détaillee des techniques de prélevements et des régles de deéroulement ainsi que
I’interprétation des différents résultats obtenus et leur intérét dans le diagnostic de

la pathologie infectieuse.






|. L’évolution Du Concept D’agent Inféctieux

Depuis le Néolithique, le mode de vie des hommes est passé du nomadisme des
chasseurs-cueilleurs a la vie sédentaire des agriculteurs et des éleveurs astreints a un
dur labeur quotidien. 1l en a résulté une expansion démographique trés importante qui
va s’accompagner de phénomenes nouveaux, imprevisibles, effrayants, pratiquement
ignorés jusque-la : les épidémies. Souvent dévastatrices, elles peuvent frapper
I’homme, les animaux ou les plantes. Depuis Hippocrate, on distingue clairement les
maladies contagieuses qui se communiquent au contact des malades, par opposition
aux autres maladies non transmissibles. On s’est longtemps interrogé sur la nature de
cette contagion. Dans I’ Antiquité, notamment en Mésopotamie et en Gréce, on pensait
que les maladies étaient liees aux fautes et aux péchés des hommes, déclenchant
I’expression de forces occultes, de la vengeance divine, de malédictions ou de
maléfices. Les épidémies étaient envoyées par des dieux offensés, comme Jupiter
envoya Pandore sur terre avec sa boite a répandre les fléaux. La cause du courroux des
dieux reste obscure et inconnue. On recherche des coupables, des fauteurs de troubles
qui ont suscite la colere des dieux. L’ignorance et les peurs collectives désigneront des
boucs émissaires, souvent les malades mémes, parfois massacrés, galeux, cagots,

scrofuleux, pestiférés, ladres ou lépreux... [1]
1. La Contagion

Au Ve siécle avant notre ere, les Grecs jettent un nouveau et lumineux regard
sur la nature, qui va initier la démarche scientifique. lls postulent que tout
phénomene a une cause naturelle : la lumiére vient du soleil, la fumée du feu, la
douleur de la blessure... La foudre, les tremblements de terre, les tempétes sont des
phénomeénes naturels, sans lien avec les dieux. Les maladies ont aussi une cause

naturelle. Dans son ouvrage Des epidémies, Hippocrate distingue les maladies



transmissibles des autres. Dans son Traité des Airs, des Eaux et des Lieux, il
attribue la contagion a l’air vicié et nauséabond, aux miasmes qui émanent des
marais, au climat malsain. Pour éliminer ces infectes émanations, il préconise le feu
purificateur ou les aromates. Un architecte romain du I*' siecle, Vitruve, décrit les
effets délétéres des miasmes (nebula) lors de I’implantation d’une ville prés de
marécages fétides. Il écrit : « Car lorsque les brises matinales soufflent vers la ville
au lever du soleil, si elles apportent avec elles le brouillard des marais et, mélé a
la brume, le souffle empoisonné des créatures des marais qui se transmet aux corps
des habitants, ils rendront le site malsain » A laméme époque, un autre
romain, Varron, auteur d'un traité d'agriculture, a le pressentiment que les miasmes
transporteraient des animalcules minuscules : « Dans les endroits humides se
développent des animalcules tout a fait petits, que I'ceil ne peut pas percevoir et qui,
transportés par l'air,passent par le nez et par la bouche et se fixent dans le corps, y
causant de graves maladies. »

Sans apporter de preuves. Galien au lle siécle de notre ére reprendra la these

hippocratique qui durera jusqu’au XIXe siécle.

Par la suite, un apport important viendra des médecins arabes du 1X¢ au XIV¢
siecle, Rhazes, Avicenne et Ibn Khatib. Ils decrivent des mesures prophylactiques
pour prévenir la propagation de la rougeole et de la variole, notamment 1’isolement
des patients, le lavage a grande eau,Parfois vinaigrée, le séchage au soleil des
denrées, et plus tard les fumigations des passagers des navires. A cette époque, les
léproseries apparaissent en Europe (XI¢ siecle), puis viendront les pratiques de
quarantaines et les lazarets aprés la Peste noire du XIVe siecle. Cette terrible
épidémie ébranle toutes les convictions du monde médiéval, par son caractere
absurde, aléatoire et incompréhensible. Nul n’y échappe, quel que soit son statut,

riche, pauvre, Pénitent, saint ou scélérat. ..



A la Renaissance, la syphilis est ramenée par Christophe Colomb d’ Amérique
ou elle sévissait a 1’état endémique. Cette maladie jusque-la inconnue et souvent
rapidement mortelle, n’avait pas été¢ décrite par les médecins grecs qui étaient
réputés infaillibles. Son mode de transmission sexuelle caractérisée par un chancre
d’inoculation a été décrit par un médecin italien, Girolamo Fracastor. Il publie en
1546 la contagion dans un ouvrage « De contagione et contagiosis morbis et
curatione ». Il incrimine des « semences vivantes » qu’il appelle virus, particules
imperceptibles (particulae insensibiles), transmissibles d'homme a homme, a
I’instar des « germes » des grains de raisin pourris qui contaminent les grappes
saines. Ces particules invisibles sont si «fines et ténues », qu’elles peuvent pénétrer

notre corps. Cette intuition géniale ne fut démontree que, plusieurs siécles plus tard.
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Figure 1: le sarcopte de la gale[1]



L’essor de I’anatomie au XVle siécle va permettre de découvrir que certains
vers, notamment les ascaris, sont la cause d’occlusions et de perforations
intestinales. Jusque-la, on pensait que la maladie favorisait 1’apparition spontanée
de vers selon la théorie d’Aristote. Ce seront les prémices d’une découverte
importante réalisée au XVlle siécle sur la gale, une maladie de peau contagieuse
tres répandue. La premiére démonstration de la nature vivante d'un agent infectieux
a été réalisée en étudiant cette maladie. L’acarien observé dés 1’Antiquité a été
considéré pendant des siécles comme naissant par génération spontanée sur la peau
en conséquence de la maladie. En 1687, un médecin italien, Giovanni Bonomo, a
décrit en détail le sarcopte de la gale au microscope qui vient d’apparaitre. Il
montre la présence dans 1’épiderme d’acariens males et femelles qui pondent des
ceufs(Figure 1). Il réussit a transmettre expeérimentalement la gale a des individus

sains par ces sarcoptes.

C’est la premiére démonstration qu'un étre vivant microscopique pouvait
induire une maladie transmissible [2].La camisole intellectuelle de la théorie de la
génération spontanée d’ Aristote explique que la découverte de Bonomo soit passée
inapercue, de méme que celles de la reproduction des mouches par Franscisco Redi
en 1668 et de la scissiparité des infusoires par Lazare Spallanzani en 1776 (Figure

2), méme si elles réfutaient expérimentalement le dogme.



Figure 2: Description de la scissiparité des animalcules (infusoires)[1]
2. La Naissance De La Théorie Des Germes

Au XIXe siecle, les travaux d’un autre Italien vont soutenir les idées «
contagiosistes ». Agostino Bassi a fait de remarquables observations sur la
muscardine, une maladie des vers a soie, a 1’origine d’épidémies explosives
détruisant les elevages et ruinant les éleveurs. On les attribuait aux variations
climatiques ou a des modifications du régime alimentaire. Travaillant pendant 25
ans sur cette mysterieuse affection, Bassi découvre en 1835 qu’elle est associée a la
présence d’un champignon microscopique envahissant le corps des vers (Figure 3).
Il réussit méme a propager la maladie avec ce champignon : « Cet étre homicide est
organique, vivant et végétal. C'est une plante du genre des cryptogames, un
champignon parasite. Il ne se nourrit que de substance animale, il végéte et se

propage uniquement dans les vers et ne peut éclore, c'est-adire assumer les premiers



mouvements de sa vie active, que chez l'insecte vivant. Les graines du champignon
fatal, en entrant dans le ver a soie, germent, la plante se nourrit et grandit, et en
grandissant et se dilatant elle tue I'animal qu'elle a attaque ; puis elle produit ses
fruits, ou les marit ou les perfectionne dans le cadavre ou, la force opposante de la
vie ayant cessé, le parasite trouvera dans la matiere morte toute la nourriture
nécessaire au perfectionnement de ses fonctions. Le cadavre qui contient des
germes semblables a ceux qui Oterent la vie & l'animal attaqué peut donc
communiquer a d'autres insectes la méme maladie et les conduire a la méme fin »
[2]. Bassi propose une prophylaxie efficace pour éviter la contagion aux autres
élevages, par le lavage des mains et la désinfection a I'eau bouillante des vétements
des éleveurs, afin « qu'aucune chose, aucune personne aucun étre vivant ne puisse
apporter les grains du parasite meurtrier pour les vers a soie ». Des 1849, il
prophétise que la contagion des maladies humaines pourrait étre elle-méme liée a la
présence de germes vivants invisibles, en particulier le choléra qui frappait
durement I’Europe a cette époque. En 1865, Louis Pasteur montrera aussi, de facon
magistrale, le role d’un parasite (microsporidie) dans la pébrine, une autre maladie

épidemique des vers a soie.

Dés le milieu du XIXe siécle, les dermatologues ont démontré le réle des
champignons dans certaines affections cutanées. Le premier, Johann Schoénlein,
incrimine en 1839 un champignon (Achorion schoenleini) a 1’origine de certaines
teignes contagieuses. Suivront plusieurs autres maladies de la peau, chacune avec
son propre champignon. En 1847, Ignaz Semmelweiss suspecte des germes
invisibles propageant la fievre puerpérale par les mains sales. On peut aussi citer la
découverte du bacille de la lepre par Armauer Hansen en 1873, puis celle du bacille

du charbon observé dans le sang d’animaux malades par Casimir Davaine des 1850
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et identifié par Robert Koch en 1874. En 1878, Louis Pasteur propose le concept
révolutionnaire de la théorie des germes a I’origine de la contagion et des maladies
infectieuses dans une conférence devant I’Académie de médecine, intitulée La
théorie des germes et ses applications a la médecine et a la chirurgie (Figure 4).
Conjointement, Robert Koch définit les prérequis permettant d’établir un lien de
causalité entre un micro-organisme et une maladie qu’il est supposé provoquer. Il
formule les postulats de Koch-Henlé : (a) le micro-organisme est constamment
associé a la maladie et mis en evidence dans les tissus infectés) ; (b) il n'est pas

retrouvé dans d’autres maladies ; (c) il peut expérimentalement reproduire la

maladie [3, 4].
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Figure 3:Le rble des champignons dans les maladies des vers a soie.[1]

A. Frontispice de I'ouvrage d’Agostino Bassi paru en 1835.

B. Ver a soie envahi par un champignon.
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THEORIE DES GERMES

SES APPLICATIONS

A LA MEDECINE ET A LA CHIKNRGIE
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Figure 4:La théorie des germes de Louis Pasteur, 1878 .[1]

A la fin du XIX® siécle, on considére qu’une maladie infectieuse est le
résultat d’un conflit entre un agent infectieux (champignons, bactéries, parasites) et
son hote, déclenchant une maladie aigué ou chronique. Cependant, on s’est
rapidement apercu de I’'importance du terrain génétique sur I’expression de la
maladie, allant d’une forme inapparente malgré 1a présence du germe (notion de
porteur sain) jusqu’a une symptomatologie aigué, parfois tres grave. De plus, il
s’est avéré qu’il était souvent impossible de démontrer le lien de causalité entre un
agent infectieux et une maladie, car certains postulats (en particulier le troisiéme)
sont impossibles a mettre en ceuvre. Dés lors, on a recours a la notion de risque
relatif. Assigner un role a un agent infectieux revient a mettre en évidence une forte
association entre I'exposition au risque (le microorganisme) et la distribution spatio-

temporelle de la maladie.
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Ainsi apparait une conception cohérente des maladies infectieuses.
Responsable des mystérieuses et incompréhensibles épidémies atteignant
I'ensemble du monde vivant, la contagion est liée a des germes spécifiques (virus,
bactéries ou parasites) responsables de maladies stéréotypées. Savoir reconnaitre
les micro-organismes avec précision (taxonomie) et connaitre leurs habitudes
(épidémiologie) a permis de prévenir les maladies infectieuses par des mesures

d’hygiene et de vaccination.
3. Le Parasitisme

Le parasitisme est la capacité des €tres vivants a vivre au détriment d’autres
étres vivants. Ce phénomene existe probablement depuis les origines de la vie et a
¢té démontré voici au moins 400 millions d’années [5]. Les agents infectieux sont
des « parasites » au sens large. Aucune forme de vie, des plus complexes (animaux,
plantes...) aux plus simples, n’échappe au processus infectieux qui est une force
active lors du phénomene sélection naturelle [6, 7]. En réalité, dans une vision
darwinienne, le parasitisme est un processus de co-évolution dynamique entre
I’agent infectieux et son hdte, a l’origine du polymorphisme génétique des
populations. Il en résulte une sélection des individus les plus résistants qui explique
la variabilité de I’expression de la maladie au cours du conflit hote-agent infectieux.
Cela est confirmé par l'analyse comparative des séquences de 615 protéines
homologues de mammiferes (homme, rongeurs), qui montre un maximum de
divergence génétique(a 35 %) pour les protéines impliquées dans les défenses de
I'nbte, ce qui est le reflet de la pression de sélection des agents infectieux [8]
(Figure 5).
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Figure 5: Divergence des séquences protéiques de 615 protéines humaines et murines selon leur

fonction.[1]

Tableau I: Diversité des agents infectieux.[1]

Eucaryotes Métazoaires, protozoaires, 20 OOOl-(too 0001 _ 10%-10°
champignons
Procaryotes Bactéries 1 000-5 000 kb | 3 000-4 000
Virus ADN ou ARN 3-200 kb 1-200
Viroides ARN 300 pb C(')\g:] t
Prion Protéine Prpsc pnrp
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Les agents infectieux ont donc d’abord ét¢ définis comme des organismes
vivants (généralement microscopiques) entrant en conflit avec d’autres étres
vivants, ce qui déclenche une inflammation. Le conflit peut se terminer par la
survie ou la mort. La diversité des agents infectieux est illustrée dans le tableau.
Les maladies infectieuses peuvent étre induites par des organismes vivants tres
complexes, par exemple des acariens comme le sarcopte de la gale ou des vers
(filaire, teenia, ascaris, oxyure...), par des protozoaires (Plasmodium, Leishmania,
Trypanosoma, amibes...), des champignons (dermatophytes, Aspergillus, levures,
Candida...), ou par des bactéries trés diverses. Ainsi, les agents infectieux sont des
eucaryotes (métazoaires invertébrés, protozoaires et champignons) avec un noyau
différencié et un génome souvent de plusieurs milliers de genes, ou des procaryotes
(bactéries) codant en général pour 1 000-4 000 genes.

4. Découverte Des Virus Et Des Viroides

A I’orée du XX®siécle, on n’arrivait pas & mettre en évidence au microscope
les germes dans certaines maladies infectieuses comme la rage, la variole, la
rougeole, la vaccine... Travaillant sur une maladie infectieuse des plantes, un jeune
russe, Dimitri Iwanovski, découvre en 1892 un nouveau type d’agents pathogenes
invisibles au microscope optique : les virus. Grace a une innovation technique, les
bougies de porcelaine « dégourdie » de Charles Chamberland, il montre que I’agent
de la mosaique du tabac, qui donne des taches sur les feuilles, est capable de
traverser les bougies de porcelaine, a la différence des bactéries et des champignons
qui sont retenus par ce filtre (Figure 6). Ce virus sera purifié sous forme cristalline
en1935 par Wendell Stanley. En 1939, ce sera le premier virus observé au
microscope ¢€lectronique (Figure 7). Ainsi s’ouvrait un monde de particules
infectieuses extrémement diversifiées, a la fois dans leur forme et dans leur
structure. Ce sont des parasites strictement intracellulaires et capables de se

multiplier au détriment des cellules qu’ils infectent.
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Figure 6:Découverte du virus de la mosaique du tabac par Dimitri lvanowski (1892).[1].

Virus eristallisé 1935

Figure 7:Le virus de la mosaique du tabac étudié par microscopie électronique par Meredith
Stanley.[1]
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Les virus sont constitués d’un seul acide nucléique (ADN ou ARN) protégé
par une coque protéique (ou capside) de structure icosaédrique ou hélicoidale et
parfois associés a une enveloppe lipidique externe. Leur génome peut comprendre
de 1-3 génes pour les virus les plus simples (virus de I’hépatite, entérovirus ...)
jusqu’a une taille de 130 a 375 kb pour les virus pathogénes les plus complexes,
tels que les Poxvirus, le virus de la variole codant pour 187 genes [9]. On a méme
décrit des virus de trés grande taille, les Mimivirus, parasites d’amibes de
I’environnement [10]. A titre de comparaison, les plus petites bactéries pathogénes,
les mycoplasmes, posseédent un génome d’environ 600 kb. Du point de vue de la
sélection naturelle, les virus véhiculent des génes et permettent un flux
d’information génétique entre les cellules et les hotes infectés. Ils peuvent méme
s’insérer dans le génome des étres vivants qu’ils infectent. Les bactéries ont leurs
propres virus, les phages, qui peuvent aussi s’intégrer au génome bactérien,
enrichissant ainsi leur patrimoine génetique. Ces phages peuvent parfois véhiculer

des génes codant pour les toxines.

En 1971, I’Américain Theodor Diener découvre une nouvelle classe de parasites
moléculaires, les viroides [11]. Ce sont des agents infectieux unigquement
pathogénes pour les plantes ; on en connait environ 300 chez les végétaux. Leur
singularit¢ réside dans le fait qu’ils sont constitués de courts (environ 300
nucléotides) ARN non codants, monocaténaires, en épingle et sans capside (Figure
8). Ces ARN « nus » se repliquent grace aux polymerases des cellules infectées et
possedent un domaine auto-catalytique de type ribozyme. De tres nombreux
viroides sont a 1’origine de maladies infectieuses et de tumeurs chez les plantes,
mais il n’existe pas d’équivalent connu chez les animaux[11]. Partant de 1’idée que

les phénomenes biologiques sont universels, il faut s’attendre a ce que des viroides
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soient un jour découverts chez les animaux. Ceci est suggéré par la découverte d’un
domaine « viroide » chez un virus humain, le virus d de I’hépatite [12]. Ce trés petit
virus défectif, satellite du virus de I’hépatite B, est responsable d’une hépatite
sévere au cours d’une coinfection avec ce virus. Son ARN monocaténaire de 1 700
nucléotides code une seule protéine qui posséde un domaine auto-catalytique de
type ribozyme, ressemblant a ceux des viroides des plantes [11]. Les viroides sont
les plus petites et les plus simples molecules réplicatives connues, de Vvéritables

fossiles vivants de 1’évolution précellulaire dans le monde de I’ARN.
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Figure 8:Découverte des viroides par Theodor Diener en 1971.[1]

A.Mise en évidence des viroides : les extraits végétaux transmettant la maladie sont traités par des
protéases, des lipases ou des RNAses : seul le traitement par la RNAse abroge la transmission de
la maladie.

B.Observation au microscope électronique de viroides.

C. Structure en batonnet du viroide PSTVd (Potato spindle tuber), RNA monocaténaire de 360

nucléotides non-codants.
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S.Prusiner,PrixNobel
deMédecine/Physiologie,1995

Figure 9:Découverte des prions par Stanley Prusiner en 1982.[1]

L’agent infectieux est une protéine cellulaire sensible aux enzymes
protéolytiques (PrP®) qui se déforme en une forme infectieuse, trés hydrophobe et
insensible aux enzymes protéolytiques (PrPSC). La protéine normale est constituée
de 2 feuillets b et de 3 a-hélices et la protéine prion comprend deux a-hélices et 4

feuillets b.
5. Découverte Des Prions

Il existe des maladies du systeme nerveux central caractérisées par une
dégénérescence cérébrale donnant un aspect spongieux au cerveau, avec une
remarquable absence de reaction inflammatoire. Ces maladies ont été decrites des
les années 1920 par Hans Creutzfeldt et Alfons Jakob. Il s’agit de démence avec
perte cognitive progressive survenant chez des personnes de plus de 65 ans et plus
rarement chez les personnes beaucoup plus jeunes dans une forme familiale (> 10
% des cas). Il existe une maladie animale proche, connue depuis 1732, la

tremblante du mouton ou scrapie, qui évolue par épizootie dans les troupeaux. En
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1936, deux vétérinaires francais, Jean Cuillé et Paul-Louis Chelle, montrent que la
tremblante est en réalité une maladie transmissible. Par inoculation intracérébrale
d’extraits de cerveau, on peut la propager d’animal a animal. Par la suite, une vaste
épidémie d’encéphalopathie spongiforme bovine apparaitra en 1985, entrainant en

Angleterre la perte de 170 000 vaches en 15 ans.

En 1957, un jeune médecin américain, Carleton Gajdusek, décrit avec Vincent
Zigas une singuliere démence, le kuru, atteignant des tribus vivant a I’age de pierre
en Papouasie, les Forés. Les lésions du cerveau, montrant une atrophie du cortex
avec spongiose sans réponse inflammatoire, ressemblent a celles de la maladie de
Creutzfeldt- protéolytiques abrogent la transmission de la maladie. A Jakob [13].
Gajdusek montrera par la suite que cette partie de ces extraits hautement purifies, il
identifie une maladie qui était transmise par le cannibalisme rituel, et qu’une
protéine codée par le géne pnrp localisé sur le chromosome 20 chez | homme
pouvait la propager par inoculation intracérébrale [14-17]. C’est une protéine
transprimates. Ces travaux trés originaux seront couronnés par un prix Nobel de
physiologie/médecine en 1976. Par La suite, un jeune médecin pédiatre travaillant a
San Francisco, Stanley Prusiner, identifiera 1’agent infectieux de la protéine
normale produite chez tous les étres humains tremblante du mouton et de la
maladie de CreutzfeldtJakob. Il montrera d’abord qu’il peut transmettre la maladie
par des extrais protéiques tres purifiés provenant de cerveaux d’animaux malades.
Ces extraits résistent a haute temperature, aux irradiations, aux enzymes détruisant
les acides nucléiques. Seules les enzymes protéolytiques abrogent la transmission
de la maladie. A partir de ces extraits hautement purifiés, il identifie une protéine
codée par le géne pnrp localisé sur le chromosome 20 chez ’homme [14-17]. C’est

une protéine transmembranaire de fonction inconnue, composée de 254 acides
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aminés, tres abondante dans le tissu cérébral. La protéine infectieuse dite PrP (ou
prion) ne différe de la protéine normale produite chez tous les étres humains que
par sa conformation, ¢’est-a-dire sa structure tridimensionnelle. L’année suivante, il
propose une théorie hérétique : les encéphalopathies spongiformes seraient dues a
un agent infectieux de nature protéique, qu’il dénomme PrP ou « Prion Protein »
[18]. Cette protéine infecticuse est capable de se répliquer sans porter d’information
génétique. Le lien de causalité entre la protéine prion et la maladie de Creutzfeldt-
Jacob sera établi en montrant que les souris transgéniques pour le géne pnrp d’une
espéce animale donnée deviennent trés sensibles au prion de [’espéce
correspondante. De plus, les souris dont le gene pnrp a été invalidé (knock-out,

KO) sont viables et totalement résistantes a ’infection par les prions [19-21].

La présence du gene normal pnrp est requise pour 1’expression de la maladie.
Ces expériences seront récompensées par le prix Nobel de médecine et de

physiologie en 1995 (Figure 9).

On pense actuellement que la protéine anormale inoculée ou ingérée en trés
faibles quantités chez certains individus génétiquement prédisposés, pourrait
induire une réaction en chaine par interaction proteine-proteine et ainsi transformer
en prion la protéine native abondante dans certaines cellules telles que les neurones.
La barriére d’espéce dépendrait donc de la proximité structurale entre le prion
d’une espece et la prote€ine correspondante de 1’espece exposée. L accumulation de
prions dans les cellules infectées entrainerait une nécrose neuronale massive et la

dégeénerescence cerébrale.

Alors que la finalité des maladies infectieuses est la réplication du materiel
génétique de 1’agent causal, la transmissibilit¢ des encéphalopathies spongiformes

s’apparente plus a un empoisonnement ou a une réaction en chaine sans claire
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finalité¢ évolutive. La découverte de ces protéines de structure anormale,
provoquant des maladies transmissibles tres particulieres, sans réaction
inflammatoire, pourrait ouvrir un pan nouveau de la pathologie, en suggérant
qu'une protéine de configuration anormale peut étre associée ou a l'origine d'une
maladie. Nous sommes ici a la limite entre maladie génétique et maladie infectieuse
puisqu'il existe des formes héréditaires de la maladie de Creutzfeldt-Jakob ou des
maladies apparentées qui s’aveérent transmissibles. D'autres maladies ne pourraient-

elles pas étre liées a de telles deformations protéiques ?
6. Parasites Endogenes Et Maladies

Depuis plus d’un milliard d’années, une symbiose s’est établie entre les
bactéries et les cellules eucaryotes aboutissant a la présence de mitochondries et de
chloroplastes dans leur cytoplasme. Il s’agit d’un processus infectieux symbiotique.
Ces organelles sont des vestiges bactériens retrouvés chez les animaux et les
plantes [22-24]. Leur trés petit génome d’ADN circulaire code les geénes de la
chaine respiratoire requis pour la respiration et la production de I’énergie cellulaire.
La taille du génome des mitochondries humaines est de 16,5 kb codant pour 13
protéines. Des anomalies genétiques de genes mitochondriaux (en particulier ceux
des chaines respiratoires) entrainent toute une série de maladies génétiques de

mieux en mieux caractérisees [25].

Dans les années 1950, André Lwoff découvre que le phénomene de la
lysogénie est dii a I’intégration de génomes viraux entiers dans le chromosome des
bactéries. Ainsi, le génome des bactéries peut étre accru et transforme au cours du
temps. Ce fait s’est avéré exact €également pour les cellules eucaryotes avec les
rétrotransposons ou éléments génétiques mobiles. Le génome humain est constitué

de 3,25 milliards de nucléotides, dont seulement 1,5 % codent pour des protéeines
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(23 000 geénes). Le reste représente 98,5 % de séquences nucléotidiques qui ne
codent pas de protéines. Environ 45 % du génome humain est formé d’éléments
potentiellement mobiles, principalement des rétrotransposons qui se répartissent en
plusieurs catégories. Tout d’abord, il y a des éléments LINE (Long Interspersed
Nuclear Element-1) qui sont des séquences de 6000 a 8000 nucléotides. Il en existe
pres de 800 000 copies (soit 21 % du génome humain). Ensuite, il y a des
séquences répétitives SINE (Short interspersed nuclear elements), de 100-400
nucléotides, lesquelles représentent environ 13 % de ’ADN génomique. Ces
séquences SINE comprennent environ 1,5 million de copies, incluant 1 million de
copies du rétrotransposon Alu. Une autre catégorie est représentéee par les rétrovirus
endogenes HERV (human endogenous retroviruses), le plus souvent défectifs (8 %
du génome). Ces éléments possedent le gene pol codant la rétrotranscriptase et le
géne gag qui code pour des protéines de structure. Cependant ils sont dépourvus du
gene env qui produit la protéine d’enveloppe des rétrovirus [26]. C’est pourquoi ces
rétrotransposons sont incapables de se propager de cellule a cellule et ne sont pas
infectieux (contrairement aux rétrovirus codant gag, pol, env). Ils pourraient
constituer des précurseurs des retrovirus infectieux [27, 28]. Enfin, il existe des
transposons (100-3000 nucléotides) qui n’utilisent pas I’ARN pour se déplacer et
occupent 3 % du génome. Les rétrotransposons non-autonomes peuvent parfois étre
mobilisés de facon aléatoire pour s’insérer dans le génome en utilisant une
rétrotranscriptase endogéne produite par un petit nombre de rétrotransposons LINE-

1 (une centaine).

Les rétrotransposons retrouves dans notre génome proviennent des virus
(Figure 10). Ce sont des fossiles incrustés dans le patrimoine génétique et transmis
par les cellules germinales. Ils sont la trace de multiples guerres ou les especes

vivantes se sont affrontées aux virus depuis des millions d’années. Leur
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déplacement aléatoire est possible et peut étre a I’origine de mutations et de
réarrangements génétiques. On sait que cette mobilité s’accroit avec le
vieillissement, conjointement a la perte de I’hétérochromatine. Ces mutations
peuvent étre la source de certaines pathologies, comme des cancers (colique,
prostatique, ovarien...) ou ’on reléve une forte incidence des rétrotranspositions

dans les cellules cancéreuses.

gag pol X env
Mo-MV =11 TORE T W™ Dessnll>

| LTRrétrotransposon |

IR yB
Wi G LW >

ORF1 ORF2 ORF3

gypsy

|Non-LTRrétrotransposon |

. ORF1 | ORF2 :
L1Hs Q_l DD i, ) ¥R - = —

Figure 10: L'organisation du génome d'un rétrovirus.[1]

(Moloney murine leukemia virus, Mo-MLV) avec les trois genes gag, pol,
env, comparativement a celle des rétrotransposons contenant des motifs LTR (Long
Terminal Repeats) de Saccharomyces cerevisiae (Tyl), de la drosophile (gypsy), et
d'un rétrotransposon humain sans LTR (L1Hs). Les motifs LTR sont situés aux
terminaisons droites et gauches des éléments mobiles (sauf L1Hs). Les régions
codant la réverse transcriptase (RT) et la nucléase (N) sont indiquées.

Les éléements mobiles pourraient aussi jouer un role important dans la genése
de certaines maladies idiopathiques. Ainsi, on a recemment suspecté le réle d'un

rétrovirus endogéne dans la genese du diabete insulinodépendant [29]. On a aussi
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décrit des pathologies « génétiques » liées a des insertions de rétrotransposons
endogenes dans certains genes, tels que ceux codant le facteur VIII (hémophilies),
la dystrophine (myopathie de Duchenne), 1’anti-oncogene APC (cancer du cblon),
I’oncogeéne Myec (cancer du sein), ou encore la fukutine (Fukuyama-type congenital
dystrophy)... Ces pathologies génétiques pourraient donc remonter a un événement
fondateur, tel que I’insertion d’un rétrotransposon en amont ou a I’intérieur d’un
géene de structure important, et pourraient ensuite étre transmises a la descendance.
Enfin, deux maladies humaines, la maladie de CharcotMarie-Tooth de type 1A et
une neuropathie héréditaire, seraient dues a des crossing-overinégaux sur le
chromosome 17, liées a un élément mariner a l'origine de cette recombinaison
aberrante [30].
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Il. Le concept des maladies émergentes et des maladies
infectieuses au 21éme siecle [31]

Les maladies infectieuses ont joué dans le cours de I’histoire de I'humanite
un réle critique. Ainsi, les épidémies ont probablement changé le cours de I'histoire.
La peste d'Athenes a eu un role crucial dans I'issue de la guerre du Péloponnese. La
grande peste noire an XV¢siécle a entrainé une baisse extrémement significative de
la population européenne. Plus récemment la grippe espagnole en 1918 a tué autant
de monde que la premiére guerre mondiale. [31]

L'avenement de I'hygiene, puis des vaccinations et enfin des traitements
antimicrobiens ont pu laisser penser pendant un certain temps que le probléme des
maladies infectieuses était en train d'étre réglé. Or, a la fin du XX € siecle, les
maladies infectieuses déterminent toujours le tiers des morts a la surface de la terre
qui sont probablement la premiere cause de raccourcissement de la vie, les autres
causes de mortalité survenant en géneéral plus tard dans la vie. Par ailleurs, de
nouvelles entités infectieuses sont apparues dans le courant du XX¢®siecle qui ont
été regroupées sous le nom de maladies émergentes. Cette définition a été donnée
par I'Institute of Médecine aux Etats-Unis afin de recouvrir un ensemble hétéroclite
de maladies réellement nouvelles, de maladies nouvellement identifiées ou
reconnues ou de maladies déterminées par des microorganismes ayant changé.
L'elément essentiel de la réflexion, née de cette fin du XX ¢siecle, est qu'il ne faut
jamais perdre de vue que le combat de I'hnomme et des microorganismes est en
évolution permanente, que les microorganismes sont vivants et ont donc a leur
disposition des outils d'évolution aussi sophistiqués que les notres.[31] lls font
partie d'un écosysteme complexe dont les modifications risquent de donner des
opportunités a des microorganismes jusque-la inconnus. On peut pour simplifier les
choses a l'extréme regrouper en cing catégories distinctes les risques infectieux
parfaitement identifies nous menacant dans le début de ce XXé siécle. [31]
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Premierement : les infections liées aux microorganismes que l'on croyait
contrélés. D'une maniére surprenante a la fin du XX ¢siecle, une augmentation du
nombre de cas identifiés de choléra, de tuberculose, de peste, de typhus et de
diphtérie a été constatée. Ces maladies sont toutes susceptibles d'étre prévenues par
la thérapeutique, la vaccination ou I'hygiene et leurs augmentations témoignent du
fait que leur controle est li¢ a I’organisation sociale, et que l'explosion des
structures sociales dans le cadre de guerre (en particulier de guerre civile) remet
en cause la disparition des grandes epidémies. Dans ce sens 1’extension du choléra
est tout a fait inquiétante. 11 esta noter que les grandes pathologies parasitaires
comme le paludisme et les trypanosomiases semblent aussi s'étendre dans le
monde. Ainsi la lutte contre les grandes endémies n'est jamais terminée et il est
toujours naif de croire qu’elles ont perdu leur potentiel de réémergence. [31]

Deuxiemement les infections liées a l'activité de soins ont explosé dans la
deuxieme partie du XX ¢siecle. On considere par exemple en France qu'il existe
500 000 cas d’infections nosocomiales dont 10 000 sont mortelles.[31] Une grande
partie des pathogenes émergents, hépatite B, heépatite C, virus VIH ont été
vehiculés par les transfusions, les piqures ou les auto-inoculations (dans le cadre de
la consommation de drogue intraveineuse). La lutte contre ces infections
transmisent par les soins repose surle réapprentissage de notion dhygiéne
élémentaire tel que le nettoyage des mains, I'isolement des patients et l'utilisation de
materiel a usage unique. Toutefois, l'injection de produit d'origine humain peut
toujours permettre & un microorganisme inconnu et donc non détecté de se

propager chez les patients. [31]
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Le troisieme cadre est celui des microorganismes émergents. Les
microorganismes sont susceptibles de muter et de présenter de nouvelles formes
dont le succés dépendrade la capacité a se multiplier chez les humains et
étre ensuite transmis d'homme a homme. L'épidémie la mieux décrite est celle du
virus du sida. Dans ce cadre, le risque le plus grand est celui de I'apparition d'un
nouveau mutant grippal avec un pouvoir pathogéne comparable a
celui du virus de la grippe espagnole qui aurait une potentialité de propagation
spectaculaire du fait de la frequence des voyages intercontinentaux et de la densité
de la population dans les villes, en particulier dans les pays tropicaux. L'évolution
des virus des fievres hémorragiques pourrait devenir préoccupante si leur
contagiosité augmentaita I'occasion d'une mutation virale. [31]

Le quatrieme point préoccupant, pour lequel la France est particulierement
mal placée, est celui de I’apparition de bactéries multirésistantes. La France est un
des premiers pays consommateurs d'antibiotiques en terme de volume et ceci est
associe a un niveau de résistance tout a fait exceptionnel. Tout ceci se traduit par le
fait que les infections a staphylocoques a I'hdpital sont plus graves en France
qu'ailleurs car on y trouve plus de staphylocoques dorés multirésistants. Les
pneumocoques y posent plus de problemes thérapeutiques car ils sont plus
résistants.[31] Dans un certain nombre de cas d'infections hospitalieres, les bacilles
pyocyaniques ne sont plus sensibles qu'a la colimycine. Ceci illustre parfaitement la
lutte permanente des microorganismes contre les armes que nous avons mis
au point. Sans une gestion rationalisée de nos armes antimicrobiennes la situation
risque de devenir incontr6lable. Ceci est tres inquiétant car la production de
nouvelles familles de molécules a activité antibiotique est trés faible et nos
capaciteés récentes se sont surtout déclinées a partir des familles déja existantes. Des

notions biologiques actuelles laissent penser que le nombre de molécules cibles
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universelles d'antibiotiques est extrémement faible et qu'ainsi il sera difficile de
renouveler les familles d’antibiotiques que nous aurons gaspillés.[31] 11 faut
introduire l'idée d'une gestion patrimoniale des antibiotiques jouant sur plusieurs
familles ne laissant pas abandonner des classes thérapeutiques entiéres. C'est ainsi
que par exemple la doxycycline reste probablement un des premiers médicaments
en terme defficacité pour le traitement des pneumonies et que son degré
d'utilisation est proche de zéro alors que son cout est inférieur & vingt centimes par
comprimé. [31]

Enfin le dernier risque identifié de pathogene émergentest celui lié au
bioterrorisme. Les hommes ont depuis longtemps pensér a utiliser les
microorganismes comme arme mais, naivement, les democraties imaginaient étre a
I'abri de ce probleme aprés la signature du traité de non-prolifération de 1972. En
réalité avant les événements du 11 septembre 2001, trois découvertes avaient
permis qu’il en soit rien, la premiere était liée a un accident survenu en Russie en
1979 ayant comporté une centaine de morts ayant succédé a une inhalation de
spores de charbon émise d'un centre de recherche militaire. [31]Ceci a permis de
constater que I'URSS avait un programme monstrueux de recherche en agent de
guerre biologique et que jusqu'a 10 000 personnes avaient été employées dans ce
secteur en testant toutes les armes potentielles. La deuxieme étape a été au décours
de la guerre du Golfe quand les inspecteurs de I'ONU ont découvert des stocks de
spores de charbon, des toxines botuliques et de gaz neurotoxique en Irak.[31] Enfin
l'attentat de la secte AUM au Japon au gaz satin, a succedé a des tentatives
d'infections par Brucella, Coxiella burnetii et la toxine botulique. A la suite du 11
septembre 2001, les attentats a la poudre contenant des spores de charbon ont
confirmé la réalité de ce risque. De nombreux microorganismes sont susceptibles

d'étre utilisés dans cette perspective, les bactéries du charbon, de la Brucellose, de
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la fievre Q, de la tularémie, de la variole, de la peste et des fievres hémorragiques
virales sont les plus traditionnelles. Parmi les agents qui ont réellement été associés
a des épisodes de bioterrorisme ou de biocrime, 1’ascaridiase, le bacille du charbon,
l'agent de la fievreQ, D’agent de la giardase, le virus VIH, le typhus, les
salmonelloses, les shigelloses, le vibrion cholérique, les fievres hémorragiques
virales, la fievre jaune, la peste ont déja été utilisés et sont susceptibles de I'étre a
nouveau.[31] Le risque le plus inquiétant pour I'humanité est celui de la
variole alors que la lutte contre la variole a été une des plus belles réussites de la
lutte de I'humanité tout entiére pour éradiquer une maladie gravissime au taux de
mortalité éleveé. 1l apparait que dans I ‘ex-URSS ce virus a été militarise et produit
dans des quantités considérables. Une hypotheque qui regne sur le monde et de
savoir si certaines de ces ampoules produites en Russie ont fait I'objet d'un trafic
aupres de terroristes. Personne ne pouvant actuellement répondre a cette question,
la menace pesera encore long temps sur le sort de I'humanité. [31]

Au total les maladies infectieuses représentent un défi permanent. En effet
elles constituent un risque toujours mouvant, en grande partie imprevisible, dont la
seule maniére efficace de lutter contre et de maintenir le respect des techniques
traditionnelles: hygiene (isolement, lavage des mains, précaution dans les soins)
usage persistant et développement de la vaccination (I'arrét de la vaccination en
Russie et en Algérie qui a entrainé 1’explosion de la diphtérie) usage raisonné des
antimicrobiens pour ne pas les galvauder trop t6t. [31]

Par ailleurs, la poursuite dynamique d'une recherche a un niveau significatif
est essentielle pour continuer de développer la connaissance et préparer les outils
diagnostiques et thérapeutiques de demain. A cet égard les Etats Unis consacrent 50
% de leur budget de recherche a la médecine et 7 % de I'effort national est consacré

aux maladies infectieuses. C'est 1' équivalent de ce que la France consacre a
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I'ensemble de la recherche de médicale (8 %). [31]

Par ailleurs, il faut développer les observatoires afin de détecter les
évenements anormaux, l'apparition de nouvelles maladies infectieuses, le contrdle
des nouvelles maladies dépendra de la rapidité de la détection des premiers cas.
Bien sdr il faut installer ces observatoires en France mais il faut aussi participer au
développementde la connaissance dans les pays les plus pauvres. 11 y a un danger
considérable d'apparition de nouveaux microorganismes dans le reste du monde et
la détection trop tardive de ces microorganismes exposerait la population mondiale

a des risques considérables. [31]
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I11. Données récentes sur la résistance des bactéries aux
antibiotiques [32]

Les bactéries ont développé de nombreux mécanismes pour échapper a

I’activité des antibiotiques :

e Mutations dans des genes endogénes ou dans de « vieux » genes qui
conféraient déja la résistance a certains antibiotiques ;

e Modulation de [I'expression de l'information génétique au niveau
transcriptionnel ou traductionnel ;

e Facilitation du transfert horizontal d'information génétique entre des
genres bactériens Eloignés sur le plan de I'évolution ;

e Conception de systemes proteiques intégres. [32]

1. La résistance intrinseque

La resistance intrinseque, ou a plus proprement parler 1’insensibilité, est
présente chez tous les membres d’un genre ou d'une espece. Cependant, cette
résistance est relative. Ceci est le cas, par exemple, pour les entérobactéries qui sont
naturellement résistantes a de faibles concentrations de macrolides mais qui, dans
certaines conditions, peuvent étre Eliminées par ces antibiotiques.[32] De la méme
facon, en dépit de leur résistance aux aminosides, les infections dues aux
entérocoques-streptocoques peuvent étre traitées par ces antibiotiques associés aux
pénicillines. Cependant, la résistance intrinseque, notamment lorsqu’elle est
multiple, peut rendre compte du succes rencontré par certains «nouveaux»
pathogenes.[32] L'implantation et la dissémination de Acinetobacter et de
Pseudomonas dans des Ecosystémes soumis a une forte pression de sélection

antibiotique ainsi que I'Emergence progressive en clinique de Leuconostoc
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mesenteroides, Entérocoques gallinarum et E.casseliflavus,flavescens, Pediococcus
pentosaceus et de certaines especes de Lactobacillus, qui sont naturellement
résistantes aux glycopeptides, reflétent certainement 1’adéquation de ces micro-
organismes a la «pollution» antibiotique croissante, ceci en dépit de leur faible
pathogénicité.[32] Nos connaissances sur la résistance intrinséque ont évolué
récemment : un nombre croissant de résistances apparaissent non pas dues a une

imperméabilité «passive» mais a un efflux «actif» des antibiotiques. [32]
2. Résistance acquise
2.1. Par mutation

Certains des aspects apparemment limitants des mutations pour leur diffusion
chez les bactéries peuvent cependant étre facilement contournés par les bactéries :
rarete, dans la mesure ou les populations bacteriennes sont souvent importantes;
indépendance, sachant qu'elles conférent fréquemment une résistance croisée aux
divers membres d'une famille antibiotique (par exemple, quinolones aprés mutation
dans le géne gyrA ; céphalosporines aprés mutations dans un gene blartem ou
blashv) ou qu'elles peuvent survenir séquentiellement comme on atteste la résistance
multiple chez Mycobacterium tuberculosis; l'instabilité, car elles sont souvent

déléteres pour I'nte et fréquemment requises seulement de fagon transitoire. [32]
2.2. Par transfert horizontal d'ADN

Les bactéries peuvent acquerir de I'ADN eétranger principalement par
transformation et par conjugaison. La transformation est vraisemblablement limité
au transfert intragénique, étant donné que I'ADN entrant est stabilisé dans la
réceptrice par recombinaison homologue. La transformation rend compte de la

construction de genes.[32]

33






I. Agents infectieux et principaux germes pathogenes chez
I’homme : [33]

1. Différents types d’agents infectieux :
Ce sont des micro-organismes qui pénétrent dans I'organisme et le parasitent.
e les différents types :
On en connait actuellement 5 :

- Bactéries : petits organismes microscopiques sensibles aux antibiotiques,
d'une taille inférieures a 500 microns, visibles seulement au microscope
optique. Ils sont constitués d'une seule cellule et vivent en colonies.

- Virus : organismes ultramicroscopiques, inférieurs au dixiéme de
micron, visibles seulement au microscope electronique. Ils ne peuvent
vivre et se multiplier qu'en parasitant une cellule vivante.

- Parasites : organismes vivants qui ne peuvent vivre que dans un
organisme dont ils utilisent les structures a leurs profit. lls peuvent étre
faits d'une seule cellule comme les amibes ou de nombreuses cellules
constituant parfois une structure animale a part entiére (vers, ou
insectes).

- Champignon : végétal microscopique qui vit a l'état latent et se
développe dans un organisme qu'il parasite (dans le sens : vivre aux
dépens de...).

- Prions : Derniers nés des agents infectieux. Ce sont des protéines
anormales qui entrainent des destructions des tissus qu'ils infectent :
maladie de Creuszfeldt-Jacob qui attaque le cerveau (maladie de la vache
folle).
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2. Classification Des Principaux Germes Pathogénes Chez

L’homme

2.1. Classification des principales bactéries :

Tableau Il: principales bactéries pathogénes chez I’homme.[33]

Forme Gram | Culture Genre Espece Particularités
Cocci | Positif | Aérobie Streptococcus | pyogenes Groupement
agalactiae en chainettes
dysgalactiae
gallolyticus
salivarius
mitis sanguis
oralis
mutans
pneumoniae
Staphylococcus | aureus Groupement
epidermidis en amas
saprophyticus
hominis
Enterococcus | faecalis
faecium
Anaérobie | Peptostreptococ cus sp. Peptococcus sp.
Négatif | Aérobie Neisseria meningitidis Diplocoque
gonorrhoeae |en grain de
café
Diplocoque
en flamme de
bougie
Branhamella | catarrhalis
Moraxella catarrhalis
Anaérobie | Veillonella parvula
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Forme Gram Culture Genre Espéce/sérotype Particularités
Bacilles Positif Aérobie Corynebacterium diphterhiae Anaérobies
ulcerans facultatifs
sporulés pour

Listeria monocytogenes Bacillus sp

Bacillus anthracis
cereus

Gardnerella vaginalis

Erysipelothrix rhusiopathiae

Nocardia asteroides

Anaérobies | Clostridium perfringens Sporulés

botulinum
tetani
difficile

Actinomyces israelii

Tropheryma whipplei

Propionibacterium acnes

Lactobacillus sp.

Négatif | Aérobie Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
rhinoscleromatis

Enterobacter cloacae

Serratia marcescens

Proteus mirabilis

Acinetobacter

Citrobacter freundi

Morganella morganii

Shigella dysenteriae Famille des
flexnerii Enterobacteriaceae
boydii
sonneii

Salmonella enterica typhi
paratyphi

typhimurium
cholerae suis
enteritidis
arizona, etc.

Yersinia pestis

enterocolitica

pseudo tuberculosis
Pseudomonas aeruginosa Famille des
Burkholderia mallei/pseudomallei | Pseudomonaceae
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Famille

Genre

Espéce

Particularités

Spirochaetaceae

Treponema

pallidum subsp
pertenue
pallidum subsp
endemicum
carateum

Borrelia

recurrentis
burgdorferi
duttonii

Leptospira

Interrogans
biflexa

Spiralés, mobiles

Mycobacteriaceae

Mycobacterium

tuberculosis
bovis
africanum
leprae

xenopi
marinum
ulcerans

avium complex
kansasii
abcessus

Coloration de Ziehl
Neelsen

Pousse lente en culture

Rickettsiaceae

Rickettsia

Orientia

prowasekii
conorii
typhi
africae
akari

felis

tsutsugamushi

Intracellulaires

Chlamydiaceae

Chlamydia

trachomatis
pneumoniae
psittaci

Intracellulaires

Mycoplasmataceae

Mycoplasma

Ureaplasma

hominis
pneumoniae
genitalium
urealyticum
parvum

Mollicutes sans paroi
intracellulaires

Groupe des bactéries HACCEK a pousse lente et/ou difficile : Haemophilus sp.,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Capnocytophaga,
Eikenella corrodens, Kingella kingae
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2.2. Principaux virus pathogénes chez ’homme

Tableau I11: principaux virus pathogénes chez I’homme.[33]

Famille Genre Espece Maladie
Picornaviridae Entérovirus Poliovirus 1,2,3,4 Poliomyelite
Virus Coxsakie A, B Infections
Echovirus respiratoires
. Méningite, éruption,
Entérovirus 68-71 myalgies
Myocardite,
diarrhée
Hépatovirus Virus de I'hépatite A Hépatite
Rhinovirus Virus du rhume Rhino-pharyngite
Caliciviridae Calicivirus Norovirus Sapovirus Diarrhée
Hepeviridae Hepevirus Virus de I'hépatite E Hépatite
Astroviridae Astrovirus Astrovirus Diarrhée
Reoviridae Rotavirus Rotavirus humains Diarrhée
Togaviridae Rubivirus Virus de la rubéole Rubéole
Orthomyxoviridae Influenzavirus Virus influenza A, B, C Grippe
Paramyxoviridae Parainflenzavirus Virus parainfluenza Infections
respiratoires
Rubulavirus Virus des oreillons Oreillons
Morbillivirus Virus de la rougeole Rougeole
Metapneumovirus | Virus respiratoire syncitial | Infections
respiratoires
Rhabdoviridae Lyssavirus Virus de la rage Rage
Coronaviridae Coronavirus Coronavirus humains SRAS, MERS-CoV
Retroviridae Oncovirus HTLV-1 et HTLV-2 Hémopathie,
neuropathie
Lentivirus VIH-1 et VIH-2 SIDA
Deltaviridae Deltavirus Virus de I’hépatite D Hépatite
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Alphaviridae Alphavirus Virus Chikungunya Chikungunya
Flaviviradae Flavivirus Virus amaril Fiévre jaune
Virus dengue 1, 2, 3,4 Dengue
Virus de I’encéphalite Encéphalite
japonaise Maladie a virus Zika
Virus Zika Hépatite
Virus de [’hépatite C
Filoviridae Filovirus Virus Marburg Fiévre
Virus Ebola hémorragique
Fiévre
hémorragique
Arenaviridae Arenavirus Virus Lassa Fievre
Virus Junin Virus Machupo | hémorragique
Virus Guanarito Virus
Sabia
Famille Genre Espece Maladie
Bunyaviridae Hantavirus Virus Hantaan Fiévre hémorragique
Virus Sin nombre avec syndrome rénal
Fiévre hémorragique
avec
pneumopathie
Fiévre hémorragique
Nairovirus Virus Crimée Congo Fiévre hémorragique
Phlebovirus Virus de la vallée du Fiévre hémorragique
Rift
Famille Genre Espéce Maladie
Parvoviridae Parvovirus Erythrovirus B19 Mégalérytheme
Papillomaviridae Papillomavirus Papillomavirus Condylomes vénériens,
verrues
Cancer col utérus,
cancer anal
Papovaviridae Polyomavirus Virus JC et BK Encéphalite
Adenoviridae Mastadenovirus Adénovirus Infections ORL,
conjonctivite
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Hepadnaviridae Hepadnavirus Virus de I'hépatite B Hépatite
Herpesviridae Sous-famille des alphaherpes virinae
Simplex virus Virus herpes simplex Herpes cutanéo-

mugueux, meéningite

Varicellovirus

Virus varicelle zona

Varicelle, zona

Sous-famille des bétaherpes virinae

CMV Cytomégalovirus Cytomégaloviroses
HHV6 Virus herpés humain de | Exanthéme subit,
type 6 roseole
HHV7 Virus herpés humain de | Exanthéme subit
type 7
HHVS8 Virus herpés humain de | Maladie de Kaposi,
type 8 lymphome
Sous-famille des gammaherpe svirinae
EBV Virus d'Epstein-Barr Mononucléose
infectieuse
Poxviridae Orthopoxvirus Virus de la vaccine Vaccine
(animal)
Virus monkeypox Monkey pox
Virus de la variole Variole
Parapoxvirus Virus de I'Orf (animal) | Orf
Molluscipoxvirus | Virus du molluscum Molluscum

contagiosum

contagiosum

41




2.3. principaux parasites pathogenes chez lhomme : Classification :

Tableau IV: principaux parasites pathogénes chez I’homme.[33]

falciparum vivax

Helminthes | Nématodes

| Trichuris

| trichiura

Plasmodium malariae ovale | Paludisme
knowlesi
Toxoplasma gondii Toxoplasmose
Sporozoaires Cryptosporidium | parvum Cryptosporidiose
Isospora belli Isosporose
Cyclospora cayetanensis Cyclosporose
. hominis
Sarcocystis o Sarcocystose
suihominis
Entamoeba histolytica Amoebose
Rhizopodes Acanthamoeba sp. L
: : Meningite
Naegleria fowleri
. gambiense Maladie du sommeil
Protozoaires ! .
Trypanosoma rhodesiense Maladie de Chagas
cruzi
donovani . . .
) Leishmaniose viscérale
infantum
Flagellés Leishmania tropica major . . .
guyanensis Leishmaniose cutanée
mexicana Ou cutanéo-muqueuse
braziliensis
. vaginalis .
Trichomonas vaginatls Trichomonoses
intestinalis
Giardia duodenalis Giardiose ~ eee
Ciliés Balantidium coli Balantidiose
. - Enterocytozoon bieneusi . -
Microsporidies v . o Microsporidiose
Encephalitozoon intestinalis

| Trichocéphalose
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Enterobius vermicularis Oxyurose
Ascaris lumbricoides Ascaridiose
Ancylostoma duodenale
i Ankylostomose
Necator americanus
Strongyloides stercoralis Anguillulose
Toxocara canis .
- Larva migrans
Ancylostoma brasiliensis
Anisakis marina Anisakiose
Angiostrongylus cantonensis Meéningite a éosinophiles
Trichinella spiralis Trichinose
Wuchereria bancrofti pacifica . .
. i Filarioses lymphatiques
Brugia malayi
Onchocerca volvulus Onchocercose
Loa loa Loase
Dracunculus medinensis Dracunculose
Fasciola hepatica/gigantica Distomatoses hépatiques
Dicrocoelium dendriticum o X
. . . istomatoses hépato-
Clo.norchlls sm.en5|s S biliaires
Opistorchis felineus/viverrini
Fasciolopsis buski
Trématodes Metagonimus yokogawal Distomatoses intestinales
Heterophyes heterophyes
Paragonimus westermani africanus | Distomatose pulmonaire
. haematobium Bilharziose urinaire
Schistosoma . . . .
mansoni intercalatum | Bilharziose intestinale
. japonicum mekongi Bilharziose artério-
Schistosoma veineuse
. saginata solium Taeniasis intestinal
Taenia Cysticercose (T. solium)
Hymenolepis nana Hymeénolépiose
Cestodes . .
Echinococcus granulosus Hydatidose
Diphyllobothrium latum Bothriocéphalose
Multiceps multiceps Cénurose
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24. principaux champignons pathogenes:
Tableau V: principaux champignons pathogenes. [33] a)mycoses cutanéo-muqueuses b) mycoses
profondes

a : Mycoses superficielles (peau et phaneres)
Teignes du cuir chevelu Microsporum langeronii

Microsporum audouinii, Microsporum
canis

Microsporum gypseum,

Trichophyton violaceum

Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton schoenleinii
Epidermophyton floccosum
Dermatophytes de la peau et de plis Trichophyton rubrum

Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton soudanense
Pseudodermatophytose ou scytalidiose Scytalidium sp.

Onyxis et périonyxis Trichophyton rubrum

Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton soudanense Trichophyton
interdigitale Scytalidium sp. Fusarium sp.
.,Candida albicans

Pityriasis versicolor, Pityriasis capitis Malassezia sp.

Tinea nigra palmaire, plantaire Hortaea werneckeii

Piedra blanche (creux axillaires, plis inguinaux) | Trichosporon ovoides, Trichosporon inkin
B :Mycoses des muqueuses

Candidoses buccale et péri-buccale Candida albicans, Candida sp.
Candidose digestive Candida albicans, Candida sp.
Candidose geénitale Candida albicans, Candida sp.
. Classification des principales mycoses profondes et leurs agents responsables
Appellations cliniques Principaux champignons responsables
M ycoses sous-cutanées
Mycétome fongique Madurella mycetomatis

Leptosphaeria senegalensis
Pseudallescheria boydii, Acremonium sp.
Neotestudina rosatii
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Chromomycose

Fonsecaea compacta, Fonsecaea pedrosoi
Phialophora verrucosa, Cladosporium carrionii

Sporotrichose

Sporothrix schenckii

Conidiobolomycose
Basidiobolomycose

Conidiobololus coronatus Basidiobolus ranarum

Phaeohyphomycoses

Agents de phaeohyphomycoses : Alternaria, Exophiala,
etc.

b : Mycoses profondes ou systémiques

Mycoses a champignons
dimorphiques :

e Histoplasmose a petites levures

a grandes levures
Blastomycose
Coccidioidomycose
Paracoccidioidomycose
Penicilliose

Histoplasma capsulatum var. capsulatum
Histoplasma capsulatum var. duboisii
Blastomyces dermatitidis

Coccidioides immitis

Talaromyces (ex : Penicillium) marneffei

Mycoses causees par des
champignons opportunistes
levuriformes :

- Candidoses

- Cryptococcoses

Candida albicans, Candida sp.
Cryptococcus neoformans
Cryptococcus gattii

Mycoses causees par des
champignons opportunistes
filamenteux :

o Aspergilloses

¢ Hyalohyphomycoses
¢ Phaeohyphomycoses
e Mucormycoses

Aspergillus fumigatus Aspergillus sp.

Autres champignons clairs ou hyalins : Acremonium,
Chrysosporium,, Scedosporium, Scopulariopsis...

Autres champignons : Alternaria,

Aureobasidium, Bipolaris, Cladosporium, Drechslera,
Exophiala, Phialophora, Wangiella...

Mucor, Rhizopus, Rhizomucor, Lichtheimia (ex: Absidia)

Mycoses atypiques :
Pneumocystose

Pneumocystis jirovecii
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Il. Mécanismes de Transmission des infections : [33]

1. Modes de transmission des infections :

.- La transmission d’une maladie infecticuse se fait selon deux modes: en

milieu de soins (infections nosocomiales) ; en dehors d’un milieu de soins

(infections communautaires) .

- L’agent infectieux peut contaminer I’homme a partir de plusieurs réservoirs :

- milieu naturel : sol (ex : Clostridium tetani), eau (ex : Vibrio cholerae) ou air
(ex : Histoplasma capsulatum) ; animal (zoonose, ex : virus de la rage) ou homme
(ex : Myxovirus influenzae) malade ou porteur sain ; matériel contaminé (ex :

VHB) ;_sang, produits dérivés du sang ou greffons contaminés (ex : VIH).[33]

2. Voies de transmission et mesures de prevention :

- La pénétration de I’agent inféctieux dans I’organisme se fait par plusieurs

voies (tableau VII).

- Un agent inféctieux peut utiliser plusieurs voies de transmission. Comme les
fievres hémorragiques africaines qui ont la capacité de se transmettre par contact
étroit , par voie aérienne , Trans conjonctivale et parentérale. Elles peuvent étre
communautaires ou nosocomiales. Elles se caractérisent par une trés haute
contagiosité ,ce qui justifie des mesures d’isolement, de transport et d’analyse des

prélevements stricts ainsi qu’une protection renforcée du personnel soignant.

- La connaissance du mode de transmission des infections permet de proposer
des mesures de protection individuelles et collectives adaptées a la population

réceptive. [33]

- Les maladies hautement contagieuses ou a risque d’engendrer des épidémies
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nécessitent un signalement aux autorités de santé locales et internationales selon les

recommandations du Reglement Sanitaire International (RSI) ,le but étant la mise

en route de mesures de protection collectives. La quarantaine est 1’isolement de

personnes suspécts d’étre porteurs d’agents infectieux transmissibles a une

population réceptrice. Sa durée est fonction du temps d’incubation propre a la

maladie et elle doit respecter les droits des personnes. [33]

- L’isolement « septique » d’un patient (malade, porteur sain ou suspect de

contagiosité) vise a éviter qu’il ne transmette I’agent infectieux a des individus non

infectés et non porteurs mais réceptifs (tableau VII1). Il est différent de I’isolement

« protecteur » qui vise a protéger des patients immunodéprimés de tout agent

potentiellement infectieux [33]

Tableau VI11: voies de transmission des maladies infectieuses et mesures de prevention.[33]

rougeole, grippe, varicelle,
infection a rhinovirus,
adénovirus, EBV, CMV,
VRS, Hantavirus ; fievres
hémorragiques , lepre
pneumocystose,
aspergillose, cryptococcose,
, histoplasmose,

des sources de
contamination,
dépistage et traitement
des porteurs,

Soignants : hygiene des
mains, masques,
blouses, lunettes de
protection. gants

Voie de Exemples de maladies Mesures de Mesures de
transmission infectieuses prévention concernant | prévention
la population et/ou le | concernant les
personnel soignant malades
Aérienne : Tuberculose, peste Population : port de Eviction.
aérosols pulmonaire, méningite masque, hygiéne des Isolement en
gouttelettes cerebrospinale, diphtérie, mains, chambre
de salive spores | coqueluche, fiévre Q, chimioprophylaxie, individuelle
légionellose,SRAS, vaccination. dépistage | ventilée ou a

pression néegative.
Port de masque
jusqu’a arrét de la
transmission.
Stérilisation,
incinération des
excréta et des
déchets d’activité
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rhinosporidiose.

de soins a risques

infectieux ( DASRI
).
Mesures
spécifiques en cas
de fievres
hémorragiques.
Digestive Population : hygiéne Eviction.
H. pylori, C. difficile, VHA, | individuelle et Sterilisation,
VHE, astrovirus, calicivirus, | collective pour la incinération des
coronavirus, virus ECHO et | préparation et la excréta et des
coxsackies ; poliomyélite, conservation des déchets d’activité
ameebose, giardiose, aliments, cuisson des de soins a risques
ascaridiose, trichocéphalose, | aliments, eau potable, infectieux ( DASRI
OXyurose, teeniasis, tout a I’égout, ).
distomatoses, cysticercose, | recherche et traitement
trichinose, , des porteurs sains,
cryptosporidiose, recherche et éviction
microsporidioses, des sources de
isosporose. Salmonelloses, | contaminations
shigelloses, infection a collectives : production,
Campylobacter sp., choléra, | conservation,
brucellose, botulisme, distribution,
listériose, E. coli commercialisation.
entéropathogeénes, Soignants : port de
gants,
friction hydro-
alcoolique des mains
Mesures spécifiques en
cas de fievres
hémorragiques.
Sexuelle Syphilis, gonococcie, Utilisation de Utilisation de
chlamydioses génitales, préservatifs masculins | préservatifs jusqu’a
mycoplasmoses, chancre et feminins, la guérison.

mou, donovanose, infection
a VIH, HPV, herpes, gale,
phtiriose.

vaccination.
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Voie de
transmission

Exemples de maladies
infectieuses

Mesures de
prévention
concernant la
population et/ou le
personnel soignant

Mesures de
prévention
concernant les
malades

Verticale
(meére-enfant)

Syphilis, bactériémies,
rubéole, infection a VHB,
VIH, CMV, HSV,
parvovirus , listériose,
toxoplasmose, maladie de
Chagas, paludisme.

immunothérapie,
dépistage et traitement
précoce chez la femme
enceinte. VVaccination
des femmes en age de
procréer,

Parentérale

Syphilis, infections a VHB,
VHC, VIH, CMV, fievres
hémorragiques, maladie de
Chagas, paludisme.

Soignants : port de
gants, mesures
spécifiques « fievres
hémorragiques » et «
accidents d’exposition
au sang (AES) ».
Dépistage chez les
donneurs de sang et
d’organes.

Mesures spécifiques
en cas de fievres
hémorragiques.

Transcutanée,
conjonctivale

anguillulose,
ankylostomose, bilharzioses,
maladie de
Chagas, fievres
hémorragiques. Leptospirose

Soignants : mesures
specifiques en cas de
fievres hemorragiques
Protection individuelle
mécanique ou
chimique.

Mesures spécifiques
en cas de fievres
hémorragiques.

Inoculation

Tétanos, melioidose, maladie
des griffes du chat, rage,
hantaviroses, fievres
hémorragiques (Filoviridae),
Orf, nodule des trayeurs,
sporotrichose, mycétomes,
lobomycose, blastomycose.

Traitement précoce
des plaies, vaccination
post-exposition en cas
de morsure par un
mammifeére (rage).
Soighants : mesures
specifiques en cas de
fievres hemorragiques.

Mesures spécifiques
en cas de fievres
hémorragiques.
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Vectorielle Peste, rickettsioses, Protection Isolement des
borrélioses, bartonelloses, antivectorielle malades des vecteurs
arboviroses, paludisme, individuelle : de la maladie en zone
onchocercose, loase, moustiquaires, d’endémie (
trypanosomose africaine, insecticides. moustiquaire ).
maladie de Chagas,. Lutte antivectorielle

collective.
Nosocomiale | Infections a entérobactéries, | Mesures spécifiques en cas de fievres

S. aureus, P. aeruginosa, C.
difficile, fievres
hémorragiques.

hémorragiques.

50




R
Examens complémentaires /%
‘% en pathologie infectieuse
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I. Intéréts et bases de la prescription méedicale [34]
L’examen complémentaire n’est que le complément de 1'examen clinique.
On doit toujours répondre a la question : Qu‘attend-on de cet éxamen .

La réflexion doit précéder et non suivre la demande d'examen.

YV V VYV V

La consultation est l'acte médical par excellence : I'examen

complémentaire ne vient qu’apres.

Le praticien qui exerce seul, loin du support hospitalier, et qui, a travers ses
lectures, les s€ances d’enseignement postuniversitaire qui lui sont proposées, au
retour & domicile du malade hospitalisé qui a eu (le courrier 1’atteste) de multiples
examens complémentaires, a tendance, et c’est normal, & adopter une attitude
analogue. La solitude de son exercice professionnel le rend prudent : mieux vaut
multiplier les examens pour éviter I’erreur médicale que la société moderne ne lui
pardonnerait pas. Mieux vaut « se couvrir ». [34]

L’¢étudiant, pendant plusieurs années, a vécu la vie hospitaliere, a vu tous les
jours revenir pour chacun de ses malades les examens complémentaires qu’il a
consciencieusement inventoriés, répertoriés, classes, épinglés dans un volumineux
dossier qui s’est de jour en jour alourdi. Beaucoup étaient normaux, certains
n’étaient pas interprétables ; ceux-la avaient ét¢ demandés par qui ? On Davait
oublié. Il a acquis la conviction que tout cela était indispensable, méme s’il n’a pas
osé demander pourquoi. Et au terme de ses études medicales, il est persuadé (ou
presque) de la primauté des examens complémentaires sur I’examen clinique.
Quand il voit un malade, il pense déja au bilan qu’il va demander, avant méme que

son interrogatoire ne soit terminé.[34]
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1. Que peut-on attendre des examens complémentaires ?

Qu’est-ce qu’un examen complémentaire ?

Le terme est simple : il est le complément de I'examen clinique.

Cette vérité est pourtant battue en bréche par 1’observation quotidienne. Ne
Voit-on pas souvent l'avis clinique du plus compétent mis en doute alors qu’on ne
discute méme pas le résultat d’un laboratoire qu’on ne connait pas ? Pourquoi ?
Sans doute parce que le premier a émis son avis oralement et que le second a

transmis un document écrit. Et pourtant...[34]
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2. Bons motifs d’examens complémentaires
2.1. Soins

Devant un malade, trois questions nous sont posées. Qu'a-t-il ? Est-ce grave?
Que faut-il faire ? En d’autres termes : diagnostic, pronostic, traitement.
L’examen complémentaire, dans cette optique, doit €tre demandé dans trois

circonstances :

e s’il est nécessaire pour établir le diagnostic, ou du moins les
orientations diagnostiques ;

e s’il permet de porter un pronostic ou de depister une complication qui
impliquerait une attitude thérapeutique différente ;

e si ['évolution de la maladie nécessite une surveillance de I’efficacité

thérapeutique.[34]

Prenons un exemple de pratique pediatrique : un enfant a des poussees de
fievre a répétition. Il est vu a I’occasion de 1’une d’elles.[34] L’examen clinique est
normal, mais le médecin se méfie d’une infection urinaire et demande un examen
d’urine (étape diagnostique). Cet examen authentifie I’infection urinaire. 1l prévoit
une échographie rénale (étape diagnostique avec une composante pronostique : y a-
t-il chez cet enfant une malformation des voies urinaires ?). Sa démarche est
irréfutable. Des examens ont été demandés. Ils étaient indispensables. Méme s’ils
ont été répétés et onéreux, ces examens sont la rancon d'une médecine de
qualité.[34]
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2.2. depistage

La pédiatrie est une spécialité de prévention.

Quand, pour un enfant, le praticien demande une échographie des hanches,
une recherche de protéinurie, une audiométrie ou un examen ophtalmologique, il
participe au dépistage. il faut se méfier de ces « bilans de santé systématiques » qui
comprennent souvent de multiples examens complémentaires. Dans ce type de
médecine, I’examen complémentaire doit rester le complément de I'examen
clinique. Le bilan de santé, comporte avant tout un interrogatoire et un examen
clinique .[34]

2.3. Recherche

Indispensable, elle oblige souvent a multiplier les examens complémentaires.
Mais il y a de vraies et de fausses recherches.

La vraie, la noble, 1’utile recherche est le fait d’équipes soudées, structurées,

travaillant avec des protocoles précis, longuement et patiemment discutes ; la

clinique y a sa part, comme dans tout domaine de la medecine. [34]
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3. Mauvais motifs

Les motifs précédemment invoqués ont un objectif précis, qui peut étre
individuel (cet enfant a-t-il une infection urinaire, ses hanches sont-elles normales
?) ou collectif (bilans de santé, recherche bien conduite). Mais chaque fois que
I’objectif d’un examen complémentaire ne peut étre précise, il faut admettre qu’il
n’a pas de raison d’étre.[34]

Cela dit et ponctuellement, peut-on reprocher a un médecin d’avoir prescrit un
examen dont le résultat est normal mais qui aura permis de rassurer les parents,
voire le medecin lui-méme ?[34]

A cet égard, la médecine hospitaliére n’a pas toujours valeur d’exemple. Que
d'examens inutiles ! dans une enquéte effectuée il y a déja plusieurs dizaines
d’années aux Etats-Unis, & la Mayo Clinic (qui nous est présentée comme le
modele hospitalier), il s’est avéré que pres de 30 % des examens complémentaires
effectués n’avaient ét¢ vus par personne ! Mais, méme si on ne cherche pas a
critiquer a tout prix notre médecine hospitaliere, une constatation s’impose :
arrivent souvent dans les hépitaux des malades posant des problémes difficiles ou
atteints d'affections complexes. 1l est donc inevitable que les examens
complémentaires y soient plus nombreux. Dans des situations plus simples, le
raisonnement devrait étre le méme qu’en médecine ambulatoire.[34]

Le praticien ne peut plus prendre exemple sur I'hOpital : le recrutement
hospitalier n’est pas représentatif d’une population ; le praticien n’y envoie pas la

majorité de ses patients.[34]
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4. Examens complémentaires en pédiatrie quotidienne

Il serait dangereux et présomptueux de proposer une liste d’examens
complémentaires pour le médecin de famille et une autre pour le médecin
hospitalier. Ce serait renoncer définitivement a toute médecine libérale.[34]

Mais le medecin généraliste ou pédiatre, qui exerce en ville ou a I’hdpital et se
trouve confronté aux patients de tous les jours, fait le méme type de médecine.[34]

Le nombre d’examens complémentaires dont il a réellement besoin est trés
limité ; la numération globulaire formule sanguine, la vitesse de sédimentation ou
la CRP (protéine C réactive), I’examen cytobactériologique des urines, la recherche
de protéinurie et d’hématurie, les radiographies du thorax et du bassin, les tests
psychométriques et orthophoniques constituent une batterie d’examens
complémentaires qui permettent de régler la majorit¢ des problemes
pédiatriques.[34]

Tout le reste n'est que probléme ponctuel : tel enfant a besoin d’une imagerie
digestive, tel autre du crane, celui-ci mérite une échographie rénale, celui-la un
électroencéphalogramme, un scanner ou une imagerie par résonance magnétique. Il
est des aprés-midi entiers de consultation d’enfants ou aucun examen

complémentaire n’est réellement indispensable.[34]
5. Interprétation des résultats

Tout examen complémentaire mérite discussion, tout examen meérite inter-
prétation.[34]

On nous a toujours appris (et nous I’avons souvent oublié¢) que lorsque le
résultat d’un examen complémentaire était en contradiction avec l'examen clinique,
il était indispensable de réfléchir avant de conclure. La critique, la discussion,

éventuellement la confrontation sont toujours fecondes.[34]
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Mais il y a un autre point qui mérite d’étre soulevé, méme s’il peut apparaitre
quelque peu polémique.[34] C’est la qualité du laboratoire et sa compétence pour
I’examen demandé, la qualit¢ de 1’opérateur pour 1I’'imagerie... C’est pourquoi,
dans la mesure du possible, il faut adresser I’enfant a des opérateurs (quelle que soit

leur discipline) formés, intéressés et concernés par la pédiatrie.[34]
6. Codt des examens

La médecine coute cher, trés cher, cela nous est rappelé tous les jours, et les
références medicales opposables, les conférences de consensus, les bonnes
pratiques médicales, les recommandations des sociétés savantes, de I’Ansm, de la
Haute Autorité de Santé... sont des tentatives louables de modérer les ardeurs de
chacun dans la boulimie d’examens complémentaires.[34] Le développement des
technologies, l'apparition d'examens de plus en plus sophistiqués donnent parfois le
vertige. Aussi est-il plus que jamais nécessaire que le praticien compléte son

information dans ce domaine et réfléchisse a quelques points fondamentaux :

- tout examen a un codt. Il faut que le médecin, lorsqu'il le demande,
connaisse ce codt.[34] C’est une discipline a laquelle nous n’avons plus
le droit de nous soustraire ;

- les examens complémentaires les plus récents ont souvent pour but de
se substituer aux examens gue nous demandions autrefois, que nous
devons savoir abandonner pour ne pas les additionner ;

- plus que jamais, il faut apprendre a procéder par étapes, a demander
dans un premier temps le ou les examens d’orientation qui, s’ils sont
normaux, permettent de ne pas aller plus loin ;

- le médecin praticien ne doit pas devenir 1’esclave de la technologie et
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des examens complémentaires. Ceux-ci sont a son service, lui doit

rester le maitre d’ceuvre.[34]

7. Regles d’or

un examen complémentaire ne doit étre demandé que lorsqu’on est en
droit, en fonction de I’orientation clinique, d’en attendre quelque chose,
¢’est-a-dire une modification de son attitude ;[34]

le médecin, qui connait ses limites, doit aussi apprendre a connaitre
celles de son laboratoire, de son radiologiste, de tous ceux a qui il
confie ses patients pour examens complémentaires ;[34]

il ne peut jamais lui étre reproché de n’avoir pas fait effectuer I’examen
qui lui aurait permis d’arriver immédiatement a la solution d’un
probleme complexe ;[34]

mieux vaut revoir son patient que de pratiquer a 1’aveugle des examens
souvent inutiles et infiniment plus colteux pour la société que 1’acte

médical par excellence qu’est la consultation.[34]
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Il. Examens complémentaires non spécifique :

1. L’hémogramme ou numération formule sanguine(NFS) . [35]

L'hémogramme est le premier examen biologique utilisé pour dépister,
explorer et suivre la plupart des hémopathies. Ses indications sont trés nombreuses
et dépassent largement le cadre des pathologies hématologiques. C'est I'examen le
plus prescrit en France.[35]

Il est réalisé a partir d'un échantillon de sang prélevé par ponction veineuse et
recueilli dans un tube contenant un anticoagulant sec de type EDTA.

On peut pratiquer un prélevement par micro méthode au talon chez le
nouveau-né, au bout du doigt chez les patients dont il convient de protéger le
capital veineux (chimiothérapie, insuffisance rénale. . .).[35]

L'hémogramme est un examen automatisé. Il a pour but dapporter des
informations quantitatives sur les cellules sanguines mais également des

informations qualitatives.[35]

Polynucléaires
neutrophiles

Plaquettes

b i.% ’J b / / ﬂ~ Lymphocyte
P00 Ve
D R < ):’O e APOIynucléaire
P { . ) éosinophile
») (> N O(
Polynucléaire 2 4
basophile_f‘ j' { -), e
.j»f‘ ‘

Hématie

- Monocyte

Figure 11: Frottis sanguin.[35]

Un frottis sanguin sera réalisé a partir du tube, ou mieux a partir de sang qui n'a
pas été mis en contact avec l'anticoagulant. L'identification précise des cellules et de

leurs anomalies éventuelles nécessite un frottis sanguin de bonne qualité.[35]
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Les indications de I'hémogramme

Elles sont tres nombreuses et difficiles a standardiser.
Un hémogramme doit étre pratiqué devant :Des signes évoquant une

diminution d'une ou plusieurs lignées sanguines :

= Syndrome anémique : paleur et/ou signes danoxie (palpitations,
dyspnée)

= Syndrome hémorragique aigu, purpura, ecchymoses ou hématomes
anormaux.

= Syndrome infectieux inexplique, persistant, récidivant ou grave.[35]

HEMOGLOBINE
A A
Paleur Anoxie | [N)
Pes
L

Figure 12: Syndrome anémique.[35]

= Une atteinte de I'état général : asthénie, anorexie, amaigrissement, fiévre
au long cours, douleurs osseuses. . .
= Des signes évoquant une augmentation d'une ou plusieurs lignées

sanguines :

- Erythrose cutanée ou prurit & I'eau,
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Thromboses artérielles ou veineuses,

Syndrome tumoral : adénopathies, splénomégalie. [35]

= Certaines situations systématiques ou bilans :

Grossesse

Médecine du travail
Médecine de dépistage
Bilans pré-opératoires
Bilans preé-thérapeutiques

Suivis thérapeutiques[35]

Conditions de prescription :

Un hemogramme doit étre pratique en urgence devant :

Un état de choc
Une péaleur intense
Une angine ulcéro-nécrotique ou résistante aux antibiotiques

Une fievre élevée apres prise de médicament, surtout apres

chimiothérapie antimitotique
Une fievre résistante aux antibiotiques

Un purpura pétéchial avec syndrome hémorragique.[35]

Dans tous les cas :

L'hémogramme doit étre pratiqué avant toute thérapeutique pouvant en

modifier les données et linterprétation (fer, vitamine B12, acide folique,

transfusion..[35]
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1.1. Lesvaleurs normales de I'hémogramme

Elles varient en fonction de I'age, du sexe et de l'origine ethnique.

Les laboratoires donnent les résultats du patient, les valeurs normales en
fonction de I'age et du sexe et au moins une antériorité quand elle existe.

Les valeurs normales données ci-dessous sont des valeurs simplifiées au-dela
desquelles une investigation complémentaire doit étre entreprise. [35]

Quelques principes généraux d'interprétation de I'némogramme peuvent étre
dégages :

e Chaque lignée doit étre interprétée quantitativement (nombre de cellules
en valeur absolue, volumes, indices.. .) et qualitativement (anomalies
morphologiques, cellules anormales).

e Les données de I'hémogramme sont des mesures de concentration : la
numération cellulaire tient compte a la fois des cellules et du contenant
(plasma) (Figures 13 et 14).[35]

Hémogramme et volumes sanguins : valeurs relatives

———————————————— 100 %

Volume
Volume plasmatique
Sanguin 45 %
Total Volume
globulaire

Figure 13: Hémogramme et volumes sanguins : valeurs relatives.[35]
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Hémoglobine : valeur en concentration

Hémorragie aigué Concentration Polyglobulie

vraie
1 heure 1 jour

Normal Dilution

Normale | .
Hb a la NFS : anémie

t !
anémie fausse fausse vraie
masquée ! anémie

polyglobulie polyglobulie

Figure 14: Hémoglobine : valeur en concentration.[35]

Une anémie est définie par la diminution de la valeur de I'hnémoglobine au-

dessous de La normale en fonction de I'age et du sexe(Figure 15).[35]

Hémogramme et hématies : regarder en priorité :

Hb 4+ = ANEMIE :

@ Nouveauné: 140g/L

& Homme: 130 g/L
& Femme : 120 g/L
| V.6.M. : 80 & 105 fl |

Figure 15: Hémogramme et hématies : priorité en fonction de I'age et du sexe.[35]
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Les anémies sont classées en fonction du VGM (Volume Globulaire Moyen)
(Figurel6).[35]

Classification des anémies en fonction
du volume globulaire moyen

Anémie microcytaire
Anémie : VGM

Homme : Hb < 130 g/L —| 105<> 80 Anémie normocytaire

Femme : Hb < 120 g/L

% Anémie macrocytaire

Figure 16: Classification des anémies en fonction du volume moyen.[35]

e Toute nouvelle anémie doit s'accompagner de la numération des
réticulocytes (non incluse systématiqguement dans I'hnémogramme et
réalisée soit par coloration particuliere, soit par cryométrie de flux)
(Figures 17 et 18).[35]

Réticulocytes = reflet de I'érythropoiése
technique microscopique

@/ Réticulocytes
Hématies% | @/

Bleu de Crésyl

Réticulocytes > 150 G/L
= anémie REGENERATIVE

Figure 17: Réticulocytes = reflet de I'érythropoiese : Technique microscopique.[35]
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Réticulocytes = reflet de I'érythropoiese
technique par cytométrie

Colorant
fiuorescent

de 'ARN
,71

sang )

Réticulocytes > 150 G/L
= anémie REGENERATIVE

Figure 18: Réticulocytes = reflet de I'érythropoiese : Technique par cytométrie.[35]

- Les résultats des différents leucocytes sont donnés en pourcentage et en
valeur absolue. L'expression en pourcentage n'a pas d'intérét prise
isolément.

- Toute thrombopénie doit étre verifiece sur l'examen du frottis
sanguin.[35]

1.1.1. Hemoglobine

La limite inférieure de I'némoglobine (anémie) est la suivante :

- Nouveau-né : 140 g/L
- Homme adulte : 130 g/L
- Femme adulte : 120 g/L

- Femme enceinte (a partir du second trimestre de grossesse) :105 g/L

N'interviennent donc pas dans la définition d'une anémie, ni le nombre
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d'hématies ni I'nématocrite.[35]
Cette mesure d'hémoglobine s'exprimant en concentration, il faut se méfier

des « fausses anémies » par hémodilution :

- Physiologique chez la femme enceinte,
- Pathologique lors  des hypoprotidémies importantes (par exemple les
gammapathies  monoclonales),  linsuffisance  cardiaque et

I'nypersplénisme.[35]
La limite supérieure normale de I'némoglobine est la suivante :

- Nouveau-né : 230 g/L
- Homme adulte : 170 g/L
- Femme adulte : 160 g/L

Il existe une polyglobulie physiologique chez le nouveau-né avec une
hémoglobine variant entre 170 et 180 g/L.
Une hémoconcentration peut augmenter I'hémoglobine (deshydratation,
diurétiques).[35]
1.1.2. Volume globulaire moyen (VG M)
Mesuré par les automates, il peut étre calculé par le rapport entre le nombre
d'hématies et I'nématocrite.

La valeur normale est de 82 a 98 fl.

En pratique on retient les définitions suivantes :

- Microcytose = VGM inférieure a 80 fl.
- Macrocytose = VGM supérieure a 100 fl.
- Normocytose = 100 < VGM > 80. [35]
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1.1.3. Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH)

La Concentration Corpusculaire Moyenne en Heémoglobine (CCMH)
correspond a la concentration moyenne en hémoglobine par hématie qui
correspond a la valeur d’hémoglobine divisée par hématocrite.[35]

Les valeurs normales sont comprises entre 32 et 36 g/dl ce qui permet de
définir :

- CCMH < 32 : Hypochromie
- 36 <CCMH > 32 : Normochrome

Une CCMH > 36 évoque en premier lieu un artifice d'hémogramme lié le plus

souvent a la présence d'une agglutinine froide.[35]
1.1.4. Teneur globulaire moyenne en hémoglobine (TGMH)

La Teneur Globulaire Moyenne en Hémoglobine (TGMH) est défini par le
poids moyen d'hémoglobine contenu dans une hematie ce qui corréspond a 1’ Hb
divisé par le nombre d'hématies.

Les valeurs normales varient entre 27 et 32 pg par cellule.[35]
1.1.5. La numération des leucocytes sanguins
Elle varie selon I'age :

- AlaNaissance : 10 a 26 G/L

- A3mois:6al2G/L

- Alan:6a15G/L

- De3a6ans:10a15G/L

- Del0al2ans:45a135G/L
- Chez !’ adulte : 4210 G/L
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Leucocytes (chez I'adulte) :
> 10 G/L = hyperleucocytose
<4 G/L = leucopénie.[35]

1.1.6. La formule leucocytaire

La formule leucocytaire, exprimée en %, n'a aucun intérét prise isolément.
Il faut privilégier les valeurs absolues.
Les normes de la numération-formule leucocytaire sont les suivantes chez

I'adulte

Tableau 1X: Normes de la numération formule leucocytaine.[35]

Poly. Neutrophiles 1,5-7
Poly. Eosinophiles 0,05-0,5
Poly. Basophiles 0,01 -0,05

Lymphocytes 1,5-4

Monocytes 0,1-1

La numeration-formule leucocytaire du nouveau-né donne de facon

physiologique des resultats plus élevés pour chaque type de leucocytes :

- Polynucléaires neutrophiles : 6 a 26 G/L
- Lymphocytes: 2a 11 G/L
- Monocytes : 0,4 a 3,1 G/L.[35]
Au cours du premier mois de la vie il y a une diminution des polynucleaires
neutrophiles et des monocytes. Il s'installe une formule a prédominance

lymphocytaire dans le contexte d'une leucocytose totale plus élevée que chez
I'adulte jusqu'a 15 G/L).[35]
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1.1.7. La numération des plaguettes sanguines

Elle est maintenant incluse dans la demande standard d'un hémogramme et n'a
pas besoin d'une demande spécifique.[35]

Plaquettes (quel que soit I'age et le sexe)

- 150 — 400 G/L = Normale
- <150 G/L = Thrombopénie
- 400 G/L = Hyperplaguettose (Thrombocytose)

Toute thrombopénie sans signe hémorragique doit faire rechercher une fausse

thrombopénie a I'EDTA par agglutination des plaquettes.[35]

1.2. Démarche diagnostique en fonction des principales anomalies
1.2.1. Les anomalies qui demandent une prise en charge urgente par
un specialiste

- Hémoglobine < 60 g/L ou mal tolérée

- Hématocrite > 60 %

- Neutropénie < 0,2 G/L (agranulocytose)

- Thrombopénie < 10 G/L méme en labsence de syndrome
hémorragique

- Hyperleucocytose avec cellules immatures > 20 G/L . [35]

1.2.2. Les anémies

En pratique, I'anémie est définie par une diminution de I'hémoglobine a
I'némogramme, aprés avoir éliminé une fausse anémie par hémodilution.

Les anémies sont classées en fonction du VGM.

Les anémies microcytaires (VGM < 80 fl.) traduisent un trouble de la

synthése de I'némoglobine.[35]
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Les plus fréquentes sont les anémies hyposidérémiques par carence martiale
ou inflammation. Elles nécessitent une exploration du métabolisme du fer et une
recherche étiologique.[35]

Les anémies macrocytaires (VGM > 100 fl.) évoquent en premier lieu 3

grandes étiologies :

- Ethylisme
- Déficit en vitamine BI2 ou en acide folique

- Les syndromes myélodysplasiques. [35]

D'autres étiologies seront systématiquement recherchées et faciles a éliminer :
régénération médullaire (réticulocytes augmentés), hypothyroidie (clinique, TSH),
hépatopathies autres que I'éthylisme, hémopathies malignes (le plus souvent
normocytaires ou peu macrocytaires). [35]

Les anémies normocytaires (VGM entre 80 et 100 fl.) seront séparées en

fonction de la numeration des réticulocytes :

e Anémie régenérative avec réticulocytes superieur a 150 G/L : Elles
traduisent une régénération médullaire aprés hémorragie aigué, hémolyse
ou chimiothérapie. [35]

e Anémie régénérative avec réticulocytes inferieur a 150 G/L : Elles
traduisent une atteinte centrale et seront explorées par le myélogramme
apres avoir éliminé systématiquement :

- Une insuffisance rénale
- Une pathologie thyroidienne
- Une inflammation. [35]
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1.2.3. Les polynucléoses neutrophiles

Chez I'adulte =PN > 7 G/L

Polynucléose neutrophile

Peu de risque

Etiologies :  Nombreuses, non hématologiques

si isolées
* Physiologiques : * Pathologiques :
Effort physique Infections bactériennes
Stress
Période post-prandiale Inflammation
Période post-opératoire Nécroses tissulaires
Cancers, lymphomes

Tabac
Médicaments (corticoides)

Figure 19: Polynucléose neutrophile.[35]

Les polynucléoses neutrophiles isolées (sans anémie, thrombopénie ou

myeélémie) sont exceptionnellement liées a une hémopathie.[35]

e Les causes physiologiques doivent étre éliminees :
- Effort physique
- Post-prandiales
- Grossesse, suites de couches
- Suites opératoires
- Nouveau-né. [35]
e Les polynucléoses neutrophiles « d'entrainement », par hyperstimulation de
la production médullaire, sont facilement reconnues : hémolyse, traitement

par facteur de croissance (G-CSF).. [35]
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e Les causes pathologiques

- Infections bactériennes

- Tabagisme

- Maladies inflammatoires

- Nécroses tissulaires (infarctus, pancreéatite)

- Cancers

- Lymphomes

- Meédicaments (corticoides, lithium)

- Les infections bactériennes

e géneralisees : septicemies,
e Ou localisées : angines, dents, autres infections ORL, infections urinaires,
biliaires, ostéomyélites, appendicite...[35]

- Certaines infections ne saccompagnent pas de polynucléose
neutrophile : ce signe négatif a une bonne valeur d'orientation au cours
de la fievre typhoide, de la brucellose et de la tuberculose. Les
infections virales n'entrainent pas en général de polynucléose
neutrophile en dehors d'une surinfection.[35]

1.2.4. Les myélémies

La myélémie est le passage dans le sang de formes immatures de la lignée
granuleuse de la moelle : métamyélocytes, myélocytes et moins souvent
promyelocytes.[35]

Une myélémie significative est pathologique.
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Granulopoiése neutrophile

| w.j Myéloblaste
»

|
a

-

Promyélocyte -

Myélocyte |

Figure 20: Granulopoiése neutrophile.[35]

Myélémie
CFU Exemple de résultat :
‘ G Leucocytes : 30 x 10%/1
5 ___ IR 65%
‘1 Myéloblaste PE : 1%
5 PB - 0%
2 Promyélocytes
v yelocyte g Ly: 10%
‘4 Myélocytes A | Mo: 2%
2 N
[OMyélocytes 1| Myéloblastes : 1%
16 Métamyélocytes| | Promyélocytes : 4%
v ) Myélocytes : 8%
16PN g || Métamyélocytes: 9%

Figure 21: Myélémie.[35]
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Principales étiologies des myélémies :

e Infections graves (septicémies)
e Meétastases osteomédullaires
e Syndromes myéloprolifératifs
e Régénérations médullaires :

- Réparations d'hémorragies

- Anémies hémolytiques

- Reéparation d'insuffisance médullaire (post chimiothérapie par ex.)

L’¢érythroblastose sanguine (érythroblastémie) correspond au passage dans le
sangd'érythroblastes.
L’érythromyélémie est I'association d'une myélémie et d'une érythroblastose

sanguine. [35]
1.2.5. Les hyperéosinophilies
Poly. Eosinophiles> 0,5 x 10 a la puissance 9/I

Elles sont rarement la traduction d'hémopathies.

Les deux principales etiologies sont parasitaires et allergiques . [35]
1.2.6. Les hyperlymphocytoses

Lymphocytes > 4 G/L chez I'adulte

Lymphocytes > 9 G/L chez le nourrisson

Lymphocytes >7 G/L chez I'enfant

Une hyperlymphocytose vraie se définit par une augmentation du nombre
absolu de lymphocytes sanguins.[35]

75



LYMPHOCYTES
dans le sang

(NFs)

-Lymphocytes (adultes) : 1 - 4 6/L

-Lymphocytose = petits et
grands lymphocytes

-Lymphocytose variable selon |'dge
-Morphologies B et T identiques

-Plasmocytes : absents du sang normal

Figure 22: Lymphocytes dans le sang (NFS).[35]

Les causes d'hyperlymphocytose sont tres différentes en fonction de I'age et de

la morphologie des cellules lymphocytaires.[35]

Hyperlymphocytose

L1 Vérifier les normales selon 4ge

2  Vrais lymphocytes ? LA
Synd. Mononucléosique

3  Enfant: bénin

4  Adulte : syndrome lymphoprolifératif : LLC

5 Immunophénotypage

Figure 23: Hyperlymphocytose.[35]
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L'hyperlymphocytose est affirmée par un nombre de lymphocytes sanguins

supérieur a la normale : chez I'enfant, cette normale est variable en fonction de

I'age.[35]

Lymphocytose

Lymphocytose sanguine et dge

== Moyenne

—— Normale sup.
—@-— Normale inf.
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2 omme o L T

O VY G WY
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1

i 1 1 Il } 3 i i 1 1
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) | L A . T
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Ans

Figure 24: Lymphocytose sanguine (NFS).[35]

e Les hyperlymphocytoses constituées de cellules morphologiquement

normales :

Chez I'enfant, elles sont avant tout réactionnelles a une infection et
bénignes : coqueluche, viroses.[35]

Chez [ladulte, elles évoquent en premier lieu un syndrome
lymphoprolifératif surtout apres 40 ans. Ce sont des maladies
comportant une prolifération clonale de cellules lymphocytaires de
type B dans la moelle osseuse et secondairement dans le sang et les
organes lymphoides (ganglions, rate). Une maladie domine ce groupe
- la Leucémie Lymphoide Chronique (LLC).[35]
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Toute hyperlymphocytose chronique neécessite la réalisation d'un
immunophénotypage des lymphocytes sanguins. C'est un examen essentiel
pour affirmer une leucémie lymphoide chronique ou orienter vers un autre
syndrome lymphoprolifératif.[35]

L'hyperlymphocytose peut étre morphologiquement constituée de cellules
anormales. La presence de « grands mononucléaires hyperbasophiles » :
cellules polymorphes qui caractérisent un syndrome mononucléosique.[35]

1.2.7. Les lymphopénies

Lymphocytes INFERIEUR a 1,5 G/L chez I'adulte

Les étiologies les plus frequentes sont :

Les infections bactériennes ou virales (HIV)

Les cancers / radiothérapie / chimiothérapies / traitements

immunosuppresseurs. [35]

La corticothérapie

Les maladies auto-immunes (lupus)
L'insuffisance rénale chronique

Les déficits immunitaires primitifs

Les formes idiopathiques. [35]
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1.2.8. Les monocytoses

Monocytes SUPERIEUR a1 G/L

On sépare :

¢ Les monocytoses transitoires : elles sont généralement
réactionnelles a des pathologies infectieuses ou inflammatoires.
e Les monocytoses chroniques : elles sont généralement liées a une

hémopathie maligne qu'il convient d'explorer en milieu spécialisé. [35]
Principales étiologies :

e Monocytoses réactionnelles :
- Bacteriennes :
v" Tuberculose
v" Brucellose
v’ Endocardites
v Typhoide
- Parasitaires
v' Paludisme
v’ Leishmaniose
- Cancers
- Inflammation
- Nécrose tissulaire
- Phase de réparation d'une agranulocytose . [35]
e Monocytoses primitives :
- Syndromes myelomonocytaires chroniques

- Leucémies aigués monoblastiques. [35]
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1.2.9. Les neutropénies

Poly. Neutrophiles INFERIEUR a 1,5 G/L chez I'adulte

Le risque d'une neutropénie, quelle qu'en soit I'étiologie, est linfection
(bactérienne et mycosique) : il devient majeur au-dessous de 05 G/L
(Agranulocytose).[35]

Les sujets d'origine africaine (quel que soit I'endroit ou ils vivent dans le
monde) ont de facon physiologique une valeur normale de polynucléaires
neutrophiles plus basses, pouvant aller jusque 1 G/L. [35]

Dans les neutropenies moderées, la notion d'évolution quantitative a plusieurs
hémogrammes successifs, sera importante dans la décision d'explorations

complémentaires.[35]

Neutropénie

1 risque :

Infection
Bactérienne

Majeur si
PN <0,5 G/L
Agranulocytose

Etiologies :

e Centrales :
aplasie

envahissement

myélodysplasie

 Périphériques :

hypersplénisme

trouble répartition
immunologique

Figure 25: Neutropénie.[35]

Les neutropénies isolées et transitoires évoquent en premier une étiologie

médicamenteuse ou virale.[35]
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Les neutropénies isolées, asymptomatiques et fluctuantes, évoquent
prioritairement un trouble de margination des polynucléaires neutrophiles.[35]

Les neutropénies d'aggravation progressive ou associées a d'autres anomalies
(macrocytose, anémie) doivent faire évoquer une hémopathie et consulter un
specialiste .[35]

Principales étiologies des neutropénies :

e Meédicaments

Hémopathies malignes

Infections :

- Typhoide, brucellose
- Septicémies graves
- hépatites virales

Hypersplénisme

Autres :

- trouble de répartition

- congénitales

- connectivites

- radiations ionisantes. [35]

1.2.10. Les Thrombopénies
Plaquettes inferieur a 150 G/L
e Une cause d'erreur : la fausse thrombopénie a 'lEDTA

Une thrombopénie (< 150 G/L), méme profonde, sans purpura, peut étre un
résultat faux lié a lI'agglutination des plaquettes en présence de 'EDTA du tube a
numération. En l'absence de signe clinique, il faut donc vérifier I'absence d'amas

des plaquettes sur le frottis et contréler la numération sur citrate. [35]

81



e Thrombopénie et facteurs de risque hémorragique

Il n'y a pas de risque hémorragique spontané tant que les plaquettes sont
superieur a 50 G/L sauf thrombopathie associée (type insuffisance rénale ou
médicament).[35]

Le risque hémorragique spontané d'une thrombopénie périphérique existe et

est grave (mortalité d'environ 5 %). [35]
e Intérét du myélogramme dans I'exploration d'une thrombopénie
Le myélogramme permet d'orienter vers :

e l'origine centrale (mégacaryocytes absents ou dysmorphiques),
e ou périphérique (moelle riche en mégacaryocytes normaux, pas de

cellule anormale dans la moelle osseuse).[35]

Les gestes a éviter ou a encadrer de précautions (transfusion de plaquettes par
exemple en cas de thrombopenie centrale), surtout en cas de thrombopénie
inférieure a 50 G/L :

e Injection intramusculaire

e Biopsies percutanées

e Toute intervention chirurgicale

e Ponction lombaire

e Ponction pleurale ou péricardique

e Sports traumatisants .[35]
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2. Bilan inflammatoire :

La présence ou l'absence d'un syndrome inflammatoire est un élément
essentiel du raisonnement médical qui suffit souvent pour faire basculer les
hypothéses diagnostiques. C'est aussi un paramere déterminant pour apprécier
I’évolutivité et D’efficacité du traitement des maladies inflammatoires comme la

maladie de Horton. [36]
2.1. La vitesse de sédimentation et ses limites

On estime habituellement le syndrome inflammatoire par la mesure de la
vitesse de sédimentation (VS) car c'est un examen simple et peu couteux . 11 est
sensible car perturbé par de nombreux facteurs. Mais a cause de cela son

interpreétation est source de difficultés.
= Probléme de définition d'une VS normale

Selon les auteurs, la VS par la méthode de Wintergreen est considérée comme
augmentée quand elle est supérieure a 10, 20, 30 ou 40 mm a la premiere heure
[37-41]. 11 faut tenir compte de I'age (la VS augmente avec 1’age [42]) et du sexe
(la VS est plus élevée chez la femme). Certains auteurs utilisent des formules
empiriques, la plus célébre est celle de Miller [43] qui définit la limite supérieure de
la normale comme ’age divisé par 2 chez 'homme et I’age plus 10 divis¢€ par 2
chez la femme. Quatre vingt-dix-huit pour cent des 27 912 adultes testés sont en-
dessous de cette limite mais la moyenne de la VS de la population est bien
inférieure. D'autres auteurs [39] préférent se référer a la moyenne d'une population

plus deux écarts types.
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» La VS n'est pas toujours corrélée au syndrome inflammatoire

La VS explore la capacité des globules rouges a former des rouleaux qui
sédimentent plus vite que les cellules isolées. Cette capacité dépend surtout de la
concentration plasmatique en macromolécules asymétriques (surtout le
fibrinogene) qui neutralisent les charges négatives d'autorépulsion presentes a la
surface des hématies. Si on fixe la contribution a cette agrégation du fibrinogene a
10, celle des béta globulines est de 5, des alphas de 2, des gammas de 2 et de
I’albumine de 1 [40]. La sédimentation est aussi fonction de la concentration, de la
forme, de la taille et de la charge des hématies.

On comprend que des causes qui tiennent au plasma, aux globules rouges ou a
des conditions techniques puissent augmenter la VS en l'absence de tout syndrome
inflammatoire [37,40] (tableau VII).

L'anémie ou I'hypergammaglobulinémie monoclonale ou polyclonale sont des
causes bien connues. D'autres le sont moins ou sont controversees comme le
diabete [44] ou I’obésite [45, 46] laquelle, chez quelques patients, pourraient
augmenter la V'S jusqu'a 50 mm a la premiére heure, mais cette cause n'est a retenir
qu’avec beaucoup de réticence. L'insuffisance rénale peut augmenter la VS au-dela
de 90 mm/ h la premiére heure par Elévation du fibrinogéne ou d'autres facteurs
non identifies [47]. En revanche, la VS ne semble pas étre influencée
significativement par 1’heure du prélevement ou la prise d'aliments [40, 48].

A Tl'inverse une VS normale n'élimine pas un syndrome inflammatoire. Des
causes qui tiennent au plasma, aux globules rouges ou a des conditions techniques
peuvent empécher l'augmentation de la VS [36, 40] (tableauV1I1). C'est le cas d'une
polyglobulie ou d'une cryoglobulinemie. D'autres causes sont moins connues
comme les hémoglobinopathies [49] ou controversees comme l'insuffisance
cardiague congestive [50] ou un traitement antiinflammatoire [37, 40].
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Dans les cas litigieux pour affirmer ou infirmer un syndrome inflammatoire il

faut doser les protéines de la réaction inflammatoire (PRI).
2.2. Les proteines de la réaction inflammatoire [ 51-52]

Ce sont les protéines dont la concentration plasmatique varie d'au moins 25%
dans les 5 a 7 jours qui suivent le début d'une inflammation. On les classe selon la
cinétique et I'amplitude des variations [53] (tableau IX). La C-réactive protéine
(CRP) s'éléve trés vite deés la sixieme heure. Sa concentration est multipliée par
300 ou plus et sa demi-vie est breve, inférieure a 24 heures. Elle est donc tres
synchrone des processus inflammatoires. C'est le cas aussi de la SAA
(sérumamyloide A) mais son dosage est moins courant. D'autres protéines ont une
concentration qui est multipliée par 2 a 4 avec un pic entre le deuxieme et le
cinquieme jour. C'est le cas du fibrinogéne, qui contribue directement et fortement
a l'accélération de la VS dont les dissociations sont alors attribuables a des
anomalies globulaires, c'est aussi le cas de

L’haptoglobine, de 1'orosomucoide (alpha 1 glycoprotéine acide) ou de I'alpha
1 antitrypsine (alpha 1 protéase inhibiteur). D'autres comme la céruloplasmine et la
fraction C3 du complément augmentent d'environ 50% et de facon retardée entre le
cinquieme et le dixiéeme jour. Enfin certaines protéines comme I'albumine, la
préalbumine, la transferrine, la fibronectine et 1’apoprotéineAl ont une
concentration qui diminue lors de l'inflammation. Ce sont les protéines «négative»

de la réaction inflammatoire.
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Tableau X: Causes d'augmentation de la VS en dehors de I'inFlammarion.[36]

Grossesse
Hypergammaglobutinémie
Monoclonale
Polyclonale
Hypercholestérolémie
Diabete
Obésité
Insuffisance rénale
Héparine
Estroprogestatifs
Perfusion macromolécules

Anémie

Macrocytose

Température ambiante
Excessive

Tube incliné

Erreur de prélevements
(excés ou manque de citrate)
Prélévement hémolysé

Tableau X1: Causes pouvant empécher une augmentation de la VS.[36]

Polyglobulie Hypofibrindmie

Drédpanocytose Hypohaptoglobinémie

Microcytose Cryoglobulindmie

Anisocytose Hyperviscosité

Acanthocytose Exces de sels biliaires

Sphdrocytose Leucocytose extréme Insuffisance cardiaque

Cachexie

Délai de lecture Trichinose

Tube trop court Corticoide

Basse température Dépakine

de la piéce

Tableau XI1: Protéine de la réaction inflammatoire.[36]
PRI PM Concentration | % vie (j) | Evolution lors inflammation

C-réactive protéine 118 000 1-10 mg/I <1 x505 a 300
Sérum amyloide A 12 000 1-10 mg/l <1 x50 a 1000
Alpha-l-anti chymotrypsine | 68 000 0,2-0,5 g/l 2 }
Orosomucoide 44 000 0,4-0,8 g/1 2-3 }
Alpha-I-antitrypsine 54 000 2-3,50/1 4 }x2a4
Haptoglobine 854a170 000 051540l 4 }
Fibrinogéne 340 000 2-4g/1 4-6 }
Céruloplasmine 135000 0,2-0,5¢g/1 3-5 15
Fraction C3 complément 180 000 0,8-1,4g/1 1 }
Albumine 65 000 35-40 g/1 15-20 :
Transferrine 85 000 2-3,5 g/l 8
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D'autres causes que l'inflammation peuvent faire varier la concentration
plasmatique de ces protéines en plus ou en moins ce qui complique I’interprétation
(tableau X). Le fibrinogene est abaissé dans les coagulations intravasculaires
disséminés ou apres un traitement corticoide. L'haptoglobine est diminuée dans les
hémolyses. L'orosomucoide augmente dans l'insuffisance rénale et est abaissé par
des médicaments basiques (pénicilline, érythromycine, bétabloguants, furoseémide,
cimétidine) ou dans certains cancers. La fraction C3 du complément est augmentée
dans les cholestases, mais peut étre consomme par des complexes immuns. La
transferrine est augmenté dans les carences martiales et abaissée dans les
surcharges en fer. Toutes ces protiens d'origine hépatique sont abaissés dans
I'insuffisance hépatique. Les estrogenes (grossesse, médicaments, hyper thyroidien)
stimulent la synthese de la plupart d’entre elles mais diminuent 1'orosomucode. La
dénutrition est l'origine d'une baisse de la paralbumine, de 1’albumine et de la
transferrine. Les protéines sont diminuées dans les gastroentéropathies par fuites
digestives. Dans le syndrome néphrotique la diminution affecte surtout les protiens
de faible pois mo 1éculaire (albumine, orosomucoide) et parallelement il y a une
augmentation des synthéses consécutives et la fuite urinaire massive en albumine.
Une concentration basse peut aussi étre la conséquence de déficits congénitaux ou
de I'absence de certains phénotypes notamment pour I'haptoglobine ou l'alpha 1 anti
trypsine. Avec 1’age l'albuminémie diminue, les globulines et certaines PRI
notamment le fibrinogéne augmentent [54]. En pratique les variations de la CRP ou

de I'orosomucoide chez le sujet agé sont mineures et ne génent pas l'interprétation.
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Tableau XI11: Causes de variation de la concentration des PRI en dehors de L’ inflammation. [36]

Augmentation

Diminution

Fibrinogeéne

Haptoglobine

Orosomucoide Insuffisance

C3
Transferrine

Insuffisance

hépatique

(Estrogeéne

Dénutrition

rénale

Cholestase
Carence en fer

Céruloplasmine
Transferrine

Alpha 1 antitrypsine
Fibrinogéne

C3

CRP

Gastroentéropathie

exsudative
Syndrome
néphrotique

Déficits
congénitaux

Toutes, sauf

CIVD
Corticoides
Hémolyse
Meédicaments
basiques
Cancer

Surcharge en fer

Albumine
Transferrine
Haptoglobine
Toutes
Orosomucoide

Préalbumine
Albumine
Transferrine
Albumine
Transferrine
Orosomucoide

Albumine
Orosomucoide

Haptoglobine
Alpha 1 antitrypsine
Toutes

Le taux serique d'une protéine est donc la résultante de tous ces phénomenes.

Les profils protéiques permettent de mieux les apprécier.
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2.3. Profil protéique inflammatoire

I1 consiste a doser simultanément plusieurs protéines en exprimant les
résultats en pourcentage de la valeur normale pour I’age et le sexe. Comme le
préconise Giraudet [55], huit protéines sont habituellement dosées dans
I'exploration de l'inflammation. Les immunoglobulines M, Get A sont censées
représenter I'immunité humorale. Leur augmentation peut étre globale comme dans
les pathologies infectieuses, dysimmunitaires ou les malades hépatiques. Elle peut
aussi étre selective, monoclonale ou polyclonale. Ce paramétre sera apprecié par
une électrophorbse des protéines et affirmé par une immunoélectrophorese ou une
immunofixation. Les étiologies des augmentations polyclonales sont nombreuses.
Elles ont éte discutées dans des articles recents [56, 57]. A linverse, les
immunoglobulines peuvent étre diminuées de facon globale comme dans les
hémopathies malignes (le myélome a chaine 1égére en est un prototype), les
traitements immunosuppresseurs ou les enterocolopathies exsudatives. Le déficit
peut aussi étre sélectif. La fraction C3 du complément est a la frontiere des
réactions immunitaires humorales et des réactions inflammatoires. Elle peut étre
abaissée par consommation (notamment dans le lupus) ou augmentée comme une
PRI de cinétique lente. L'haptoglobine et l'orosomucoide ont des variations
corrélées [55]. Une haptoglobine basse évoque une hémolyse intravasculaire ou
intratissulaire. Lors d’une inflammation une haptoglobine moins augmentée que
I'orosomucoide pourrait avoir la méme signification ce qui reste a valider. A
I'inverse, une orosomucoide abaissée ou moins augmentée que I'haptoglobine
suggere une fuite urinaire, la prise de médicaments basiques, une hypereostrogénie
ou une augmentation de l'activité neuraminidase observée dans certains cancers.

Albumine et transferrine sont abaissées de facon corréée dans les inflammations
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prolongees. Lorsque la transferrine est augmentée par rapport a l'albumine il faut
évoquer une carence martiale ou une hyperestrogénie. On peut aussi intégrer au
profil un dosage de la ferritine qui est abaissé dans les carences martiales ou
augmenté dans les surcharges martiales (hémochromatose, transfusion itérative...)
mais aussi dans les états inflammatoires, les cytolyses hépatiques et les néoplasies
[58]. La CRP est augmentée de facon synchrone au processus inflammatoire
notamment dans les pathologies bactériennes. L'augmentation peut manquer
notamment dans les infections virales ou lors des poussées lupiques [59].

Selon les situations des « miniprofils » comportant deux ou trois protéines
comme : CRP, orosomucoide, haptoglobine peuvent étre constitués par exemple
pour le suivi d'un syndrome inflammatoire.

Le profil protéique inflammatoire est donc trés riche en informations. Il
renseigne sur l'intensité et I’ancienneté¢ du syndrome inflammatoire, 1'existence ou
I'absence d'une réaction immunitaire humorale, I'association d'une fuite urinaire ou
digestive, d'une hémolyse, d'une carence martiale ou d'une insuffisance hépatique.
Cependant en aucun cas les profils ne donnent un diagnostic. De plus

I'interpretation est souvent délicate et nécessite un long apprentissage.
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2.4. Indications des marqueurs de I'inflammation

Schématiquement plusieurs situations peuvent étre individualisees.

Chez un patient asymptomatique dans un but de dépistage

I1 n'est pas justifié de rechercher un syndrome inflammatoire [40, 57] car
méme si on en decouvre un, il sera bien souvent impossible d'en préciser la cause.
Chez plus de 18 000 patients testés par la VS, seuls trois ont tiré Un bénéfice d'un
diagnostic plus précoce (deux tuberculoses et un cancer colique) [57].

Exploration d'un symptome comme des arthralgies ou des céphalées
d'apparition recente

Dans cette situation on fait une VS et un hémogramme pour rechercher une
anémie ou une hyper leucocytose. Si la VS est normale et que l'on suspecte
fortement une maladie inflammatoire il faut doser une PRI notamment la CRP.
L'absence de syndrome inflammatoire a une valeur diagnostique déterminante dans
la fibromyalgie et son faux air d'affection rhumatismale, dans le syndrome de
fatigue chronique source d'explorations biologiques souvent nombreuses et inutiles
et constitue un important é1ément d'orientation éetiologique au cours d'une fiévre
[60]. Cependant le syndrome inflammatoire peut manquer dans la plupart des
maladies inflammatoires [61]. Si le dosage des PRI montre un syndrome
inflammatoire, il faut savoir pourquoi la VS ne s'est pas elevée [61] ce qui peut étre
important lorsqu'il existe une baisse du fibrinogéne par une CIVD ou de
I'naptoglobine par une hémolyse. 11 faut aussi tenir compte de la latence
d'apparition des PRI. La CRP s'é1éve trés vite mais elle n'influence pas la VS, le
fibrinogene qui est le principal facteur d'augmentation de la VS ne s'éleve que

quelques jours apres le début de I'inflammation.
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= Exploration d*une VS éleve

Le diagnostic est parfois rapide quand il existe une infection évidente ou une
maladie inflammatoire connue. Ailleurs il peut étre extrémement difficile en raison
de la longueur de la liste étiologique [56, 62]. On fait un hémogramme et une
électrophorése des protéines non pas pour rechercher une hyperalpha-2-
globulindmie qui n'apporte rien [41] mais pour mettre en évidence une
hypogammaglobulinémie notamment monoclonale. En I'absence d'éléments
d'orientation les profils protéiques inflammatoires peuvent étre utiles non pas pour
faire un diagnostic mais pour caractériser le mieux possible le syndrome

inflammatoire.
= Surveillance d'une maladie inflammatoire

La VS suffit dans la majorité des cas. On peut lui reprocher une latence
importante qui peut étre génante notamment dans les pathologies infectieuses
bactriennes. On peut alors associer le dosage d'une PRI de cinétique rapide comme
la CRP qui se normalise bien avant la VVS. La CRP est plus fiable que la VS pour
apprécier un syndrome inflammatoire chez un patient traité par ciclosporine. La
CRP est aussi utile pendant la grossesse et chez les sujets figés lorsque la VS est a
30 ou 35 mm apres 1 heure et que I'on hésite entre une VS normale ou un véritable
syndrome inflammatoire. Certains auteurs proposent de doser [I'haptoglobine.
L'inflammation est sa seule cause d'augmentation. Elle serait plus sensible dans les
états inflammatoires chroniques. 11 arrive assez souvent que les PRI soient
dissociees notamment dans la maladie de Horton, haptoglobine et orosomucoide
restent €levés alors que la CRP est normalisée depuis longtemps. Dans cette
situation la conduite atenir est controversée, certains auteurs conseillent un
renforcement thérapeutique [57] alors que d'autres ont continué la diminution en
corticoide selon les données de la CRP sans observer de complication [ 56, 63].
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I11. Examens complémentaires spécifiques : [33]
Techniques résultats et interprétation des prélevements
1. L’examen cytobactériologique des urines (ECBU)

1.1. Le prélevement

C est tres important de respecter rigoureusement les régles d’antisepsie, de
recueil et de conservation afin d’avoir une interprétation correcte de I’examen
cytobacteériologique des urines (ECBU). [33]

Géneéralement , il faut ¢éliminer les premiéres urines et recueillir 1'urine du
milieu de jet dans un flacon stérile (au moins 20 ml) en faisant attention a ne pas
toucher le bord supérieur du flacon . La recherche des mycobactéries ou d’oeufs de
Schistosoma haematobium se fera sur la totalité de la miction du matin, 3 jours de
suite.[33]

Pour les hommes, le décalottage du gland est nécessaire. Dans les prostatites,
le recueil des urines se fait sur le premier jet.[33]

Chez la femme, la difficulté est d’éviter la contamination du prélévement par
la flore commensale de 'urétre et de la région génitale externe. Il faut donc
rappeler a la patiente 1’utilité du lavage des mains puis de faire une toilette
soigneuse du méat et de la région vulvaire d’un seul geste de 1’avant vers 1’arriere
avec du savon doux (en ringant bien) puis avec un antiseptiqgue non moussant
(polyvidone iodée gynecologique ou chlorexidine aqueuse) en allant des petites

lévres aux grandes Iévres en s’écartant du méat urinaire. [33]

Chez un patient sondé, apres lavage simple des mains, le prélevement peut
étre fait directement par ponction de la sonde : clamper la sonde au-dessus du site

de ponction 10 minutes (mettre une compresse entre le clamp et la sonde pour ne
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pas I’abimer). [33]
Chez le patient incontinent, il faut effectuer un sondage intermittent apres

lavage des mains et recueillir le milieu du jet dans un flacon stérile en faisant

attention a ne pas mettre en contact le flacon avec la région génitale. [33]

Dans des circonstances particulieres, le prélevement peut étre réalise par
ponction sus-pubienne ca consiste a ponctionner directement 1’urine dans la vessie

a I’aide d’une seringue aprées désinfection soigneuse .[33]

le flacon doit étre fermé hermétiqguement, identifié , avec une prescription
précisant détaillée de I’heure du prélevement, la température du patient, son

traitement antibiotique et toute information utile (patient sond¢...).[33]

Les urines doivent étre acheminées rapidement au laboratoire pour éviter la

pullulation microbienne. [33]
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1.2. Analyses biologiques

La réalisation d’'un ECBU comporte différentes étapes :

Un examen macroscopique et microscopique

I’examen microscopique Se définie par le dénombrement des leucocytes
et des hématies ( 1’urine contient moins de 1 000 leucocytes ou hématies
par ml a I’état physiologique), de cylindres et de microorganismes par
examen direct et par examen du frottis réaliseé a partir des urines et
coloré au Gram et une recherche des cristaux . La presence de cellules

épithéliales d’origine vaginale est un signe de contamination ;

la culture permet une évaluation quantitative de la bactériurie et un

antibiogramme.[33]

1.3. Résultats et interpretation

L’interprétation correcte de I’ECBU prend en considération de nombreux

parametres (tableau XI) :[33]

le contexte : terrain particulier (immunodéprimé, patient sonde),
existence d’un traitement antibiotique  préalable, infection

communautaire ou liée aux soins... ;

la leucocyturie : L’absence de leucocyturic a une bonne valeur
prédictive négative (80-90%) sauf chez le patient immunodéprimé

(neutropénique, greffé) ou en cas d’infection urinaire débutante ;[33]

une leucocyturie > 10%ml est le témoin d’un processus inflammatoire

(chez le patient sondé, la leucocyturie n’est pas contributive). [33]

La présence d’une fiévre ou de symptdmes urinaires
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. la nature des micro-organismes isolés : tous n’ont pas le méme niveau

d’implication dans 1’étiologie des infections urinaires (tableau XII) ;

. le nombre de micro-organismes isolés (caractere mono- ou pluri-

microbien des cultures). [33]
« le taux de la bactériurie (UFC : Unité Formant Colonie) :

- Dbactériurie < 10° UFC/ml : absence d’infection en 1’absence
d’antibiothérapie en cours ; - bactériurie > 10> UFC/ml : infection probable ; - entre
10° et 10* UFC/ml : zone d’incertitude. [33]

Dans les infections liées aux soins, le seuil de la bactériurie est fixé a 10°
UFC/ml chez le patient non sondé et a 10° UFC/ml chez le patient avec sondage

vésical ou autre abord de ’arbre 1’urinaire.

La présence d’une bactériurie sans signe clinique doit faire évoquer une

colonisation.[33]

Chez la femme, il n’y a plus de distinction de seuil entre la cystite et la

pyélonéphrite.

La présence de signes cliniques associes a une leucocyturie, méme si la

culture est négative, doit faire évoquer des bactéries de culture lente ou difficile.
L’ECBU est un examen bien codifié dont les deux temps critiques sont :
. le prélevement trop souvent « victime » de son apparente simplicité ;

o Dinterprétation microbiologique qui doit s’appuyer sur de bons

arguments decisionnels .[33]

96



Tableau XI1V: Interprétation de ’ECBU .[33]

S_|gnes Leucoaytu e l\’lompre Bactériurie Commentaire
cliniques >10%/ml d’espeéces
+ + <2 Infections communautaires Infections urinaires
> 10° UFC/ml si bactérie de
catégorie 1 chez I’homme et la
femme et de catégorie 2 chez
I’homme uniquement
> 10* UFC/ml si bactérie
de catégorie 2 chez la
femme
> 10° UFC/ml si bactérie de
catégorie 3 Infections
urinaires associées aux soins >
10° UFC/ml chez le patient
non sondé > 10° UFC/mI chez
le patient sondé
+ + < 10% UFC/ml Inflammation sans
bactériurie :
antibiotique en cours,
bactéries de culture
lente ou difficile,
étiologie non
infectieuse
+ - <2 >10° UFC/mi Infection urinaire
débutante (ECBU a
refaire) ou
immunodépression
- Variable >1 > 10% UFC/ml Contamination ou
colonisation
- - < 10% UFC/ml Absence d’infection
urinaire
Variable | Variable >3 Contamination
probable : ECBU a
refaire

97




Tableau XV: Catégorisations des micro-organismes en fonction de leur niveau d’implication

dans 1’étiologie des infections urinaires.[33]

Catégorie 1 Catégorie 2 Catégorie 3 | Catégorie 4
Pathogénes Pathogenes impliqués dans | Pathogénes | Contaminants
systématiquement les infections douteux
responsables Nosocomiales ou
d’infections s’il y a des facteurs
urinaires anatomiqgues ou iatrogénes

favorisants

Catégorie 1 Catégorie 2 Catégorie 3 Catégorie 4
Escherichia coli Entérobacteries Staphylococcus Lactobacillus
Staphylococcus Enterococcus coagulase negative | Gardnerella vaginalis
saprophyticus Staphylococcus Streptococcus Streptocoques alpha
Salmonella aureus agalactiae hémolytiques
Mycobactéries Pseudomonas Streptococcus B Bacilles corynéformes

aeruginosa chez la femme

Corynebacterium | enceinte ou le

urealyticum diabétique

Haemophilus Oligella urethralis

Aerococcus urinae
Acinetobacter
Burkholderia
cepacia
Stenotrophomonas
maltophilia
Candida albicans et
glabrata




2. Examen cytobactériologique du liquide céphalorachidien

C’est un examen d’urgence. Les résultats doivent etre communiqué au

clinicien a chaque stade du diagnostic. [33]
2.1. Le prelevement

Le prélevement doit étre réalisé avant toute antibiothérapie ; sauf dans les
formes graves (syndrome méningé avec délai de transfert de plusieurs heures ou
purpura fulminans ), le traitement antibiotique doit etre instauré instauré en

urgence avant tout prélevement.[33]

Des signes de focalisation ou d’hypertension intracranienne pourront faire
discuter 1I’opportunité d’une tomodensitométrie cérébrale avant le geste ,sans pour

autant retarder la prise en charge thérapeutique.

L’examen du fond d’ceil manque de sensibilité mais peut étre pratiqué en

I’absence d’autre moyen s’il ne retarde pas la ponction. [33]

La ponction lombaire est effectuée sur un patient assis courbé en avant, ou en
décubitus latéral. Aprés une préparation de type chirurgical, le trocart est inséré
dans le cul de sac dural, au niveau de L4-L5 ou L5-S1; le liquide est ensuite
recueilli dans 3 tubes secs stériles numerotés : le premier pour la biochimie, le
deuxieme pour la cytologie et le troisieme la microbiologie. Il faut prélever 2 a5
ml pour un adulte et 2 ml pour un enfant, chacun des tubes devant contenir au
minimum 0,5 ml pour les examens de routine. Le LCR est acheminé par la suite a

température ambiante. [33]
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2.2. Analyses biologiques

Le laboratoire doit étre en mesure de donner en moins d’une heure les
résultats . [33]

Les scores BMS (Bacterial Meningitidis Score), calculés a partir des
paramétres cytologiques et biochimiques, permettent d’¢liminer avec une bonne

confiance le diagnostic de méningite bactérienne.[33]

D’autres examens peuvent s’avérer utiles : lactates dans le LCR et

procalcitonine dans le sang. [33]
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2.3. Résultats et interprétation

Tableau XVI: Orientation étiologique des méningites.[33]

Leucocytes/

Protéinorachie

Glycorachie/

sur les 3 tubes

Aspect mms Formule o) glycémie Compléments Etiologies
LCR normal | Clair, <5 Ly 0,15 - 0,45 2/3

eau de

roche
Méningite Trouble | > 10 souvent | PNN Augmentée Diminuée ED+ Méningocoque,
purulente a > 200 (60-97 %) pneumocoque

purulent Culture

, parfois

clair

Haemophilus

Meéningite Clair, > 10 souvent | Ly Normale ou peu | Normale PCR Enterovirus,
virale aspect 100-500 augmentée HSV

dépoli \74Y
Meéningite Clair, > 10 souvent | Ly Normale ou peu | Abaissée Chlorurachie Mycobacterium
tuberculeuse | aspect 100-500 augmentée diminuée tuberculosis

dépoli Ziehl souvent -
Méningite a | Clair a | >10 panachée | Augmentée Normale ou | ED souvent Listeria
Listeria purulent parfois diminuée monocytogenes

PNN

LCR Ros¢ a1 identique | 0,01 g/l pour 1 | Augmen- Si ponction Hémorragie
hémorragiqu | sanglant | leucocyte/700 | a la | 000 hématies tée trauma- méningée
e sans hématies formule tique, Ponction
méningite sanguine éclaircissement | traumatique

3. Les hémocultures

C’est a travers 1’hémoculture qu’on peut faire le diagnostic d’une bactériémie

(ou d’une fongémie). C’est une entité qui recouvre plusieurs situations cliniques

allant de la simple bactériémie post-prandiale au sepsis sévere.[33]

3.1. Le prelevement

L’hémoculture est 1’ensemencement de sang dans un milieu de culture

liquide. Habituellement sont utilisés un flacon aérobie et un flacon anaérobie. [33]

101




3.1.1. Mode de preélévement

Il faut éviter la contamination du prélevement, insister sur le lavage des mains
et le port d’un masque et de gants pour le préleveur, le prélévement se fait par
ponction veineuse dans un premier temps , par le flacon anaérobie ou le flacon
aérobie. [33] Il est important d’effectuer une désinfection de 1’opercule des flacons
d’hémoculture et du point de ponction a I’aide d’un antiseptique alcoolique car le
receuil du sang a travers un dispositif intravasculaire augmente le risque de

contamination.[33]
3.1.2. Quantité de sang préleve

le volume de sang prélevé conditionne la sensibilit¢ de 1’examen. Chez
I’adulte Plus que le nombre de flacons, il doit étre au minimum de 20 ml (20 ml par

flacon). Le volume optimal varie entre 40 a 60 ml . [33]
Chez ’enfant, il sera de 1’ordre de quelques ml et adapté en fonction de son
poids. [33]
3.1.3. Intervalle entre les prélevements
les prélevements multiples (espacés dans le temps, 2 a 3 prélevements de 2
flacons) ou unique (1 seul prélevement de 4 a 6 flacons) ont la meme sensibilité .

cependant , le risque de contamination augmente si prélevements sont multiples et

I’interprétation est plus difficile .[33]

Le prélévement unique n’est pas recommandé dans le cadre des
endocardites infectieuses (prélever 3 hémocultures sur 24 heures) et les infections
lies a un dispositif intravasculaire. La pratique d’un seul prélévement de deux

flacons sur 24 heures est a proscrire.[33]

3.1.4. Transport

102



Le transport au laboratoire doit etre immediat.

3.2. Analyses biologiques

3.2.1. Composition des flacons d’hémoculture

Dans les flacons, le sang est dilué dans un bouillon de culture (1/5 a 1/10) et
contient un anticoagulant (sodium polyanéthol sulfonate ) qui supprime 1’action
des substances inhibitrices du sang (lysozyme, cellules phagocytaires, antibiotiques
,complément). les produits adsorbants que peuvent contenir certains flacons
(résines, charbon) limitent I’activité bactéricide du sang et celle des antibiotiques.
[33]

Choix des conditions de culture

Les flacons sont incubés en atmosphére anaérobie et aérobie a environ 35 °C

pour une durée de 7 jours .[33] . Les automates permettent une detection

continue de la croissance et sont plus sensibles et plus rapides .[33]
3.2.2. Traitement des flacons positifs

la coloration de Gram sur le milieu liquide permet d’orienter rapidement
’antibiothérapie , dés qu’ un flacon positif est repéré une subculture est realisée
permettant la réalisation d’un antibiogramme le plus rapidement possible. un
antibiogramme peut étre réalisé en direct Pour certaines bactéries. Les résultats

seront communiqués au clinicien a chaque étape.[33]
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3.3. Résultats et interprétation

3.3.1. Nature des bactéries identifiées et signification clinique

Certains micro-organismes ne posent pas de probléme d’interprétation car
toujours pathogenes . Il s’agit de Staphylococcus aureus, Escherichia coli et les
autres entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa, Candida. Au contraire, les
Bacillus, les corynébactéries et Propionibacterium sont responsables de

bactériémies dans moins de 5 % des cas. [33]

3.3.2. Nombre de flacons positifs et signification clinique

dans un tiers des cas, les contaminants poussent dans les 2 flacons et la
moitié des pathogenes dans un seul, raison pour laquelle Il est dangereux de tenir
compte du nombre de flacons positifs par hémoculture pour attribuer une

signification clinique [33]
3.3.3. Cas des hémocultures polymicrobiennes

Elles concernent les enfants (10 % des cas) et les patients immunodeprimes
(30 % des cas). Dans ces deux cas, toutes les especes présentes doivent étre

considérées comme ayant le méme potentiel infectieux. [33]
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Tableau XVII: Interprétation des hémocultures.[33]

entérocoques, P.
aeruginosa, C.
albicans,
Anaérobies,
Haemophilus

unique

Micro-organisme | Nombre de Nombre total Renseignements Signification
identifié flacons positifs d’hémocultures cliniques
réalisées
Absence Contamination
probable
, Réanimation,
Stanhvi X 1 ou2d’une _ onco-
aphylocoques a méme paire 426 (unique) ; .

coagulase negative (multiple) hématologie, Implication a
Propionibacterium : cathéter central, P .

1 (unique) ou 2-3 infection lié évaluer en fonction
acnes (unique) infection liée aux de la clinique
Streptococcus soins
alphahémolytiques 2 (unique) Quel que soit le
Bacillus 4-6 (unique) contexte

2 ou 3 de deux Quel que soit le Implication trés

paires différentes > | 4a 6 (unique ) q P

X contexte probable

3 (unique)
S. aureus,
entérobacteries,
pneumocoque
et streptocoques
Bhémolytiques, >1 Indifférent ou 6 si | Indifférent Implication trés

probable
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4. Examen  cytobactériologique des sécrétions  broncho-

pulmonaires

La difficulté existe dans I’ obtention d’un prélevement avec un minimum de
contaminants liés a la flore commensale de la salive et de I’oropharynx.son intérét

se présente dans le diagnostic des pneumopathies [33]

4.1. Le prelevement

4.1.1. Expectoration ou crachat (ECBC)

5. Il s’agit d’un prélévement non invasif, facile a réaliser mais le risque de
contamination par la flore oropharyngée est important (plus de 50% des
cas).d’ ou I’ intérét de suivre un protocole rigoeureux qui consiste a ce

que

Le recueil de I’expectoration doit se faire le matin, au réveil, apres ringage
bucco-dentaire a 1’eau distillée stérile et lors d’un effort de toux . Les crachats sont

recueillis dans un récipient stérile. [33]
5.1.1. Aspiration endotrachéale (AET)

L’aspiration des sécrétions par la sonde d’intubation est une méthode
alternative lorsque les méthodes invasives sont contre-indiquées ou impossibles a

réaliser. Le risque de contamination par la flore oropharyngée est plus élevé .[33]
5.1.2. Prélevement distal protégé (PDP) ou Brossage bronchique
protéegé

Cest un examen qui limite la contamination par la flore oropharyngeée .se fait a
I’ aide d’ une fibroscopie ,qui permet de réaliser un prélevement dirigé au niveau
du foyer infectieux et protégé. [33] . Apres le prélévement, 1’extrémité est coupée

aseptiqguement puis placée dans 1 ml de liquide stérile. [33]
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5.1.3. Lavage broncho-alvéolaire (LBA) et mini lavage ( miniLBA)

ca consiste a instiller 50 ml de serum physiologique (a 37 °C) 4 a 6 fois
permettant de recueillir entre 20 et 60% de la quantité injectée dans une bronche
segmentaire ou sous segmentaire apres blocage du bronchofibroscope . [33]

cette téchnique présente plusieurs avantages : exploration alvéolaire d’un
territoire pulmonaire plus important que le PDP, recueil d’une plus grande quantité
de sécrétions ainsi absence de risque de contamination par la flore oropharyngée.
[33]

Le mini-LBA ou mini-lavage consiste a instiller 20 a 50 ml mais ne permet de

recueillir que 2 a 3 ml d’échantillon. [33]

5.1.4. Urines

Elles permettent la recherche des antigenes urinaires de Streptococcus
pneumoniae et de Legionella pneumophila de sérotype 1. [33]

5.1.5. Hémocultures
Elles sont recommandées en cas de pneumopathies graves. [33]
5.1.6. Tubage gastrique

il permet de recueillir les secrétions trachéales regurgitées durant la nuit, son
usage est recommandeé pour la recherche de mycobacteéries et doit etre pratiqué a
jeun . [33]

5.1.7. Aspiration nasopharyngée postérieure

Reéservée a la recherche de Chlamydia psittaci et Chlamydophila pneumoniae

et de Bordetella pertussis, agent de la coqueluche. [33]

5.2. Analyses biologiques

5.2.1. Examen microscopique
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La coloration de Gram permet de voir des morphologies caractéristiques
comme celle des pneumocoques. En cas de suspicion de tuberculose, des
colorations particuliéres peuvent étre réalisées (auramine, Ziehl-Neelsen) sur les
prélevements pulmonaires et les tubages gastriques. En mycologie, 1’examen
microscopique est indispensable et nécessite des colorations particulieres (May-

Grunwald-Giemsa, Gomori-Grocott).[33]
5.2.2. Mise en culture

Elle se fait aprés une étape de fluidification des sécrétions bronchiques et de

dilution pour dénombrer des bactéries présentes dans 1’échantillon . [33]
5.2.3. Biologie moléculaire (PCR)

Elle est particulierement utile pour la recherche des virus (Rhinovirus,
Coronavirus, Metapneumovirus, virus influenzae) et en cas de suspicion de
coqgueluche. Les tests de diagnostic rapides disponibles pour certains virus (virus
influenzae, virus respiratoire syncytial, adenovirus) ont souvent une sensibilité tres
faible chez I’adulte et le sujet agé.[33]

5.3. Résultats et interprétation

De nombreuses bactéries font partie de la flore commensale de 1’oropharynx.
Ce sont notamment les staphylocoques a coagulase négative, les streptocoques

autres gue S. pneumoniae, les corynébactéries et les Neisseria. [33]

D’autres bactéries, responsables d’infections pleuro-pulmonaires, peuvent
coloniser de maniere transitoire les voies aériennes supérieures notamment
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes et Branhamella (ou Moraxella) catarrhalis. [33]
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Les levures traduisent également sauf exception (oncologie, transplantation
pulmonaire) une contamination. Afin de faire la différence entre infection et

colonisation, trois éléments sont a prendre en compte :

- acheminer et prendre en charge rapidement le prélévement au laboratoire.
L’objectif est d’éviter la pullulation des bactéries commensales aux dépens de

bactéries fragiles comme S. pneumoniae ;[33]

- éliminer les prélévements dont 1’examen microscopique montre une
contamination salivaire évidente (tableau XV) : si ’'ECBC ou I’AET sont
salivaires, ils ne seront pas mis en culture et un nouveau prelevement sera refait.
[33]

- proceder a une analyse quantitative de la flore bactérienne : le seuil de
significativité dépend du type de prélevement (tableau XVI). La présence d’une
flore monomorphe est en faveur d’une infection et le nombre d’especes identifices

ne doit pas dépasser deux.[33]

En cas de pneumopathie grave, il est préferable de recueillir les sécrétions

pulmonaires au moyen de méthodes invasives mais plus fiables (PDP, LBA).

Si les résultats bactériologiques de premiere intention s‘aveérent négatifs, il
faudra rechercher d’autres étiologies (virales, parasitaires ou fongiques) ou des

bacteéries de croissance difficile. [33]

En cas de pneumopathie atypique, penser a Chlamydia psittaci et

Chlamydophila pneumoniae, Legionella et Mycoplasma pneumoniae. [33]

Le diagnostic des infections broncho-pulmonaires doit donc intégrer une
analyse qualitative et quantitative des sécrétions broncho-pulmonaires associée a un

dialogue avec le clinicien. [33]
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Tableau XVIII: Interprétation de 1’examen microscopique de I’ECBC.[33]

Classes Cellules par champ (X100)
Murray et .o Interprétation
Vslashingzon) Epitheliales Leucocytes P
1 > 25 <10 Contamination salivaire : ne pas
2 > 95 10-25 mettre en culture et refaire le
prélévement

3 >25 > 25
4 10-25 > 25 Prélevement acceptable :
5 <10 > 25 a mettre en culture

110




6. Examen des épanchements pleuraux

Tableau X1X: Seuil de significati vité selon le type prélevement.[33]

Préléevement Seuil de significativité
Expectoration >107/ml 1 a 2 espéces uniquement
AET >10°/ml

PDP > 10%/ml

LBA >10*ml

Mini-LBA > 10%/ml

La ponction pleurale est exploratrice ou parfois évacuatrice

Elle est effectuée en pleine matité vers la partie inférieure de 1’épanchement,
soit vers le 5° espace intercostal Les pleurésies parapneumoniques sont des
inflammations de la plevre secondaires a une infection pulmonaire sous-jacente.
Elles précedent I’empyeme. Les critéres du diagnostic sont : pH > 7,2, glycopleurie
> 0,4 g/L, LDH pleurales < 1 000 Ul/I, Gram et cultures négatives. Une baisse du
pH, de la glycopleurie, une élévation des LDH pleurales signent 1’évolution vers
I’empyeéme .[33]

Les agents bactériens responsables des pleurésies purulentes sont
streptocoques oraux, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus —aureus,
Klebsiellla pneumoniae, anaérobies (Bacteroides), Pseudomonas aeruginosa. [33]

Dans les pleurésies tuberculeuses, ’examen direct (Ziehl) n’est positif que
dans 5 % des cas, la culture dans 20-35 %. La biopsie pleurale offre la meilleure
sensibilité (85-90 %). [33]

/. Examen cytobactériologique des liquides d’ascite

L’ascite se définit par I’ accumulation de liquide dans la cavité péritonéale. Un

volume de 2,5 L est nécessaire pour qu’elle soit détectable cliniquement . [33]
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7.1. Le prelevement

La ponction d’ascite est effectuée sur une ligne reliant 1’épine iliaque antéro-
supérieure a 1’ombilic, a mi-distance de ces deux repéres chez un patient en
décubitus dorsal. [33]

7.2. Analyses biologiques

« Dans un premier temps il faut faire une étude macroscopique,un examen
bactériologique direct (Gram),une numeération et formule leucocytaire et
un dosage des protéines du liquide d’ascite et sanguines avant la mise en
culture. [33]

o Dans un deuxiéme temps il faut doser I’ albumine contenu dans le
liquide d’ascite et dans le sang ainsi que 1’amylase et le cholestérol dans

le liquide d’ascite. [33]
7.3. Résultats et interprétation

Il faut différencier entre les transsudats (cirrhose, insuffisance cardiaque) et
les exsudats caractérisés par un taux de protéines de I’ascite > 25 g/l ou un
rapportprotéines ascite/sang > 0,5. Dans ’insuffisance cardiaque, cette régle n’est
pas respectée mais la réalité physiologique du transsudat est démontrée par la
différence albumine sang-ascite > 11 g/l. [33]

Certains transsudats peuvent s’infecter ( fréquent chez les cirrhotiques ) . [33]

Les étiologies des liquides d’ascite sont regroupées dans le tableau

Tableau XX: Etiologies des liquides d’ascite .[33]

Pathologie Macroscopie Protéines Leucocytes/ Formule Examens
ascitiques mm?3 complémentaires
(g/)
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Cirrhose Citrin,  trouble, | <25 <250 Variable, cellules | ED + (10 %) culture
lactescent mésothéliales + (30-50 %)

Insuffisance Citrin clair > 25 <300 Variable, cellules | Albumine sang-ascite

cardiaque mésothéliales >119/l

Infection du | Trouble > 25 - PNN > 250 ED et culture

liquide

d’ascite

Tuberculose Ambré > 25 > 500 Lymphocytes > | ED + (5 %) culture +

péritonéale 70 % (20%)

Pancréatite Ambré, >25 > 500 PNN > 250, | Amylase > 100 Ul/I
hémorragique panachée

Néoplasie Trouble, >25 Variable Variable, cellules | Cholestérol ascite >
hémorragique, anormales 1,1 mmol/l
chyleux

Parasitaire Trouble > 25 > 500 PNE Hydatidose, filariose,

anguillulose

antisepsie de type chirurgical. [33]

PNN : polynucléaire neutrophile ; PNE : polynucléaire éosinophile ; ED : examen direct

8. Le prélévement de liquide articulaire

8.1. Le prélevement

Le prélevement du liquide articulaire est un geste qui

il faut transferer

nécessite une

une partie du liquide dans un flacon qui contient de

I’héparinate ou du citrate de Na (proscrire I’héparinate de lithium ou I’EDTA) pour

éviter la formation d’un coagulum. [33]

sous traitement anticoagulant. [33]

température ambiante (dans moins de 2 heures). [33]

La ponction est contre-indiquée en cas d’infection cutanée ou si le patient est

Les prélevements doivent étre acheminés rapidement au laboratoire a
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8.2. Analyses biologiques

Au laboratoire, on réalise une numération des leucocytes avec formule

leucocytaire, une numération des hématies, on recherche la présence

microcristaux , puis on éffectue un éxamen bactériologique direct . [33]

8.3. Résultats et interprétation

de

Les liquides mécaniques sont a différencier des liquides inflammatoires , La

classification des épanchements articulaires est présentée dans le tableau suivant .

[33]
Tableau XXI: Classification des épanchements articulaires.[33]
Macroscopie Leucocytessmm? | Formule Autre

Liquide Clair a hématique | <2000 Panachée

mécanique

Arthrite Trouble a | > 20 000 (80 %) | PNN > 75 % altéré ED + (60 %)

septique purulent > 50 000 (65 %) culture + (80
%)

Arthrite Clair a trouble > 2000 Variable, souvent | Ziehl + (50 %)

tuberculeuse lymphocytes culture + (80
%)

Arthrite virale Clair > 2000 Lymphocytes, VIH, hépatites,

monocytes Parvovirus

B19,
rubéole

Arthrite Trouble > 2000 PNE Microfilaires

parasitaire

Arthrite Trouble a | 2000 a 60 000 PNN > 75 % Sérologies,

réactionnelle purulent prélevements
génitaux

Arthrite Trouble >2 000 PNN > 75 % Cristaux : urate

microcristalline

ou
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pyrophosphate

Polyarthrite
rhumatoide

Trouble

2 000 a 20 000

PNN ou lymphocytes

Facteurs
rhumatoides

et monocytes au
debut

PNN : polynucléaires neutrophiles, PNE : polynucléaires eosinophiles ; ED : examen direct

Les agents bactériens résponsables des des arthrites septiques sont :
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, gonocoque, Streptococcus

pneumoniae et les entérobactéries.

les agents infectieux responsables des arthrites réactionnnelles sont :
Chlamydiae trachomatis, les mycoplasmes, Yersinia, Salmonella, Shigella et
Campylobacter. Les sérologies ne s’appliquent qu’a certains agents (Chlamydiae,
Yersinia, Campylobacter). [33]

9. Examen cytobactériologique des pus (superficiels et profonds) :
ensemble des suppurations superficielles ou profondes :

- Classe | : la suppuration est localisée dans une zone profonde habituellement
stérile. [33]

-Classe Il : la suppuration se trouve dans une zone profonde en
communication avec une flore commensale interne(abces fistulisé a la peau ). Il
peut donc y avoir une contamination par la flore commensale. [33]

- Classe Ill : la suppuration est cutanée superficielle et ouverte (escarre,

brilure, morsure, plaie...). [33]
9.1. Le prelevement

Les prélevements les plus performants sont ceux effectués a la seringue, les
pieces opératoires et les biopsies. [33]
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il faut désinfecter le site, injecter un peu de sérum physiologique en essayant

d’en aspirer le maximum, en cas d’inflammation cutanée. [33]

cing prélevements chirurgicaux profonds bien documentés sur leur

localisation seront faits, en cas d’ostéite [33]

9.2. Analyses biologiques

Pour les biopsies, prélévements profonds ou suspicion d’anaérobies, une mise
en culture en anaérobiose sera nécessaire , Le laboratoire peut rendre rapidement le
résultat de la coloration de Gram. [33]

9.3. Résultats et interprétation

Tableau XXI1: Bactéries pathogenes en fonction de la nature de la lésion.[33]

Aspect clinique Bactéries responsables

Impétigo, érysipele Streptococcus pyogenes,

Ecthyma Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

Cellulite Entérobactéries,  Clostridium

perfringens, autres anaerobies

Morsures Pasteurella, Streptococcus, S. aureus, Capnocytophaga, Eikenella,
anaérobies

Bralures Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Streptococcus pyogenes

Abcés, furoncle, folliculite S. aureus

Ostéite S. aureus, staphylocoques a coagulase négative si matériel,
streptocoques, Pseudomonas aeruginosa, entérobactéries dont
Salmonella (drépanocytaire)

Abcés hépatique Amibes, anaérobies, entérobactéries
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10. Prélévements génitaux chez I’homme

10.1.Le prélevement

urétrite avec ou sans écoulement, ulcération génitale ou infection profonde

(prostatite, épididymite). Les prélevements doivent etre effectués le matin, avant

toute toilette génitale, avant la premiere miction et avant tout traitement

antimicrobien local ou général. [33]
10.1.1.  Le prélevement urétral

le prélevement urétral consiste a recueillir une goutte d’écoulement. En
I’absence d’écoulement, introduire un écouvillon stérile sur 2 a 3 cm dans 1’urétre
,apres nettoyage du méat urétral, Ce prélevement est réalisé a distance de toute

miction (au moins 6 heures) et aprés le premier jet d’urine . [33]
10.1.2. Prélévement d’une ulcération génitale

Nettoyer la Iésion a I’aide d’une compresse imbibée d’eau physiologique et la
sécher. Selon 1’aspect de la 1€sion, le prélévement se fera au centre, en bordure ou

sur le plancher de la lésion et devra recueillir du matériel cellulaire. [33]
10.1.3.  Prélévement urinaire

Pour le diagnostic de Chlamydiae par PCR et dans le cadre des prostatites, il

faut recueillir le premier jet d’urine [33]
10.1.4.  Préléevement sanguin

Il permet de réaliser la sérologie de la syphilis (TPHA-VDRL-FTA). il est
important de réaliser des sérologies VIH, VHB et VHC et de rechercher le ou les
partenaires contamines. (risque de séronégativité en si le prélevement est trop

precoce).[33]
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10.2. Analyses biologiques

En moins d’une heure, le laboratoire est en mesure de mettre en évidence la
présence de Trichomonas vaginalis, de diplocoques a Gram négatif évoquant
Neisseria gonorrhoeae, des polynucléaires neutrophiles signant 1’infection. La
recherche d’Haemophilus ducreyi et la mise en évidence des corps de Donovan
(donovanose) est plus difficile. Des techniques d’immunofluorescence peuvent étre
utilisées pour Chlamydia trachomatis (corps élémentaire), Treponema pallidum et
HSV 1 et 2. Toutefois, leur sensibilité reste médiocre. L’utilisation du microscope a
fond noir permet de voir la morphologie hélicoidale et le mouvement de rotation
caractéristique de T.[33] pallidum sur sérosité fraichement prélevée. Excepté pour
N. gonorrhoeae et les mycoplasmes, les bactéries des infections génitales ne sont
pas ou difficilement cultivables. Des méthodes par PCR permettent un diagnostic
rapide de C. trachomatis, N. gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, HSV 1 et
2.[33]
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10.3. Résultats et interpretation

Tableau XXIII: Les infections uro-génitales.[33]

Infections Symptomes Agent Prélevement Diagnostic
Urétrite aigué, Ecoulement urétral | Neisseria gonorrhoeae | Prélévement urétral ED
subaigué ou purulent ou clair Si écoulement : recueil Culture
chronique Bralures d’une goutte PCR
mictionnelles Absence d’écoulement : écouvillon1 | PCR
cm dans I'urétre
Premier jet d’urine
Chlamydia Prélévement urétral PCR
trachomatis Si écoulement : recueil d’une goutte
Si pas d’écoulement : écouvillon
alginate 2 a 3 cm dans urétre
Premier jet d’urine
Trichomonas vaginalis | Prélévement urétral ED ++++
Ureaplasma Si écoulement : prélevement urétral Culture guantitative :
urealyticum (PU) avec brosse ou olive Absence PU : 104/ml
Mycoplasma d’écoulement : Urine : 103/ml
genitalium premier jet d’urine PCR
Ulcération Chancre indolore Treponema pallidum Recueil de la sérosité au centre de la | ED, PCR, sérologies
(Syphilis) Iésion
Chancre mou Haemophilus ducreyi | Recueil du pus en bordure de la ED ++++
Iésion.
Micro-ulcérationet | C. trachomatis : Recueil de cellules par grattage de la | PCR
adénite satellite serovar L1a L3 Iésion.
Granulome Klebsiella Biopsie du tissu granuleux au bord de | ED ++++ (corps de
mugueux granulomatis la Iésion Donovan)
(Donovanose)
Veésicules Herpes (HSV-1 et Recueil de cellules par grattage du IF ou PCR
HSV-2) plancher de la lésion
Balanite Erythéme, prurit Candida albicans Prélévement de la Iésion ED, Culture
Prostatite aigué, | Douleurs, fievre, N. gonorrhoeae Premier jet d’urine ED
ou chronique dysurie Infection C. trachomatis, Culture
urinaire récidivante | Escherichia coli, PCR
bactéries entériques
Orechi Douleurs, fievre, N. gonorrhoeae Premier jet d’urine ED
Epididymite écoulement, C. trachomatis Recueil de I’écoulement urétral si Culture
inflammation de Anaérobies bactéries présence PCR
I'épididyme entériques
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Condylome

Aspect de verrues
(pénis, anus)

HPV (types 6,11 et
16)

Biopsie

PCR
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11. Prélévements génitaux chez la femme

11.1. Les prélevements

Le prélevement génitale doit etre éfféctué avant toute toilette génitale, le
matin ,avant la premiere miction et avant tout traitement antimicrobien .[33]

Prélevements cervico-vaginaux

Mettre en place un spéculum stérile non lubrifié et nettoyer soigneusement le
col a I’aide d’une compresse stérile montée sur une pince et imbibée d’eau stérile.
[33] Utiliser des écouvillons stériles et prélever au niveau de I’endocol (N.
gonorrhoeae, C. trachomatis), et du cul de sac postérieur (Trichomonas vaginalis,
vaginose, Candida, mycoplasmes). Préciser le site de prélevement sur chaque

écouvillon. Pour la recherche de

C. trachomatis, prélever des cellules de 1’endocol, utilisant un écouvillon

special type bactopick ou cytobrush. [33]

11.1.1. Préléevement vulvaire

Dans le cas ou les prélevements cervico-vaginaux ne peuvent étre effectués, le
prélevement vulvaire permet la détection d’agent d’infection génitale mais avec un

risque accru de contamination par la flore cutanéo-muqueuse de voisinage. [33]

Chez la petite fille, penser a une oxyurose : un scotch-test vulvaire et anal a
la recherche d’ceufs d’oxyure doit étre effectué dés le lever (appliquer un morceau

de scotch transparent sur la marge anale et sur 1’orifice génital). [33]
11.1.2. Prélévement d’une ulcération génitale , anale, buccale

Nettoyer la lésion a 1’aide d’une gaze imbibée d’eau physiologique et la
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sécher. Selon I’aspect de la 1ésion, le prélévement se fera au centre, en bordure ou

sur le plancher de la lésion et devra recueillir du matériel cellulaire. [33]
11.1.3. Depistage du Streptococcus agalactiae chez la femme enceinte

Pour prévenir le risque d’infection néonatale par le streptocoque B, on en
effectue un dépistage durant la 34-35° semaine de la grossesse. Pour cela, on
réalise un simple prélévement a 1’écouvillon, au niveau du tiers vaginal inférieur,

sans pose de speculum. [33]
11.1.4. Les prélevements du haut appareil génital

Les prélévements obtenus au cours d’un acte chirurgical (ex. sous
coelioscopie) sont adressés dans un flacon stérile sans aucun milieu de transport :

biopsies de I’endométre, prélévements tubo-ovariens. .. [33]
11.1.5. Prélevement sanguin

Il permet de réaliser la sérologie de la syphilis (TPHA-VDRL-FTA). Les
sérologies Chlamydiae ne sont positives que dans les infections génitales hautes.
Par ailleurs, la majorité des infections urogénitales étant des infections
sexuellement transmissibles, il est important de réaliser des sérologies VIH, VHB

et VHC et de rechercher le ou les partenaires contaminés. [33]
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11.2. Analyses biologiques

En moins d’une heure, le laboratoire est en mesure de mettre en évidence la
présence de Trichomonas vaginalis, de diplocoques a Gram négatif évoquant
Neisseria gonorrhoeae, de trés nombreux polynucléaires neutrophiles signant
I’infection, la présence de « clue cells » spécifique d’une vaginose a Gardnerella
vaginalis, le déséquilibre de la flore signant une vaginose.[33] La recherche
d’Haemophilus ducreyi et la mise en évidence des corps de Donovan (donovanose)
est plus difficile. Des techniques d’immunofluorescence peuvent étre utilisées pour
Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum et HSV 1 et 2. Toutefois, leur
sensibilité reste médiocre.[33] L’utilisation du microscope a fond noir permet de
voir la morphologie hélicoidale et le mouvement de rotation caractéristique de T.
pallidum sur sérosit¢é d’un chancre fraichement prélevé.[33] Mis a part pour N.
gonorrhoeae et les mycoplasmes, les bactéries des infections genitales ne sont pas
ou difficilement cultivables. Des méthodes par PCR permettent un diagnostic
rapide de C. trachomatis, N. gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, HSV 1 et
2.[33]

11.3. Reésultats et interprétation

Tableau XXIV: Les infections génitales chez la femme.[33]

Infections Symptomes Agent Prélevement Diagnostic

Vulvite Erythéme vulvaire, Staphylocoques, Prélévement ED, culture, Scotch
prurit vulvaire, | streptocoques, levures, | vulvaire et vaginal | test
écoulement purulent | oxyure

Vaginose Ecoulement vaginal | Gardnerella vaginalis, | Prélevement Absence de
abondant, érytheme, | Mycoplasma hominis, vaginal leucocytes. Score
bralures, prurit | Mobiluncus anaérobies de Nugent de 7 a
vulvo-vaginal, 10 ou grade 3 de
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dysurie, bralures

mictionnelles

Spiegel.  Culture
quantitative
de M. hominis >

10% ml

Vaginite Candida albicans Prélevement Nombreux
Trichomonas vaginalis | vaginal leucocytes
Agents des vaginoses ED (T. vaginalis)
Cervicite Ecoulement vaginal | Neisseria gonorrhoeae | Prélevement au | ED, culture, PCR
+ discret Douleurs | Chlamydiae niveau de | (M.
pelviennes trachomatis I’endocol genitalium)
Mycoplasma genitalium
Ulcération Chancre indolore Treponema pallidum Recueil de la|ED, PCR :
(Syphilis) sérosité au centre | sérologies
de la Iésion
Chancre mou Haemophilus ducreyi Recueil du pus en | ED ++++
bordure de la
Iésion
Micro-ulcération et | C. trachomatis : sérovar | Recueil de cellules | PCR

adénite satellite

L1aL3

par grattage de la
Iésion.

plancher de la
lésion

Granulome Klebsiella granulomatis | Biopsie du tissu | ED ++++ (corps de
(Donovanose) granuleux au bord | Donovan)
de la Iésion
Vésicules, brdlures | Herpes HSV-1 et | Recueil de cellules | IF ou PCR
mictionnelles ++ HSV-2) par grattage du

Mycoplasma genitalium n’est détecté que par PCR.

Dans les vaginites a Candida, les leucocytes sont peu nombreux.[33]

Infections

Symptomes

Agent

Prélévement

Diagnostic
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Inflammation | Endomeétrite N. gonorrhoeae Prélevement vaginal | M. hominis
pelvienne Salpingite C.  trachomatis | Prélevement U. urealyticum
Abces tubaire Mycoplasmes endocol Biopsies de | seuil
Abces ovarien | (U. urealyticum, I’endométre 10%/ml
Pelvipéritonite | M. genitalium et | Préléevements N. gonorrhoeae
hominis) tuboovariens ED, culture, PCR
anaérobies C. trachomatis et M.
bacilles a Gram — genitalium PCR
streptocoques Autres : ED, cultures
Condylome Exophytique, HPV (6,11,16) Biopsie PCR
plat

12. Examen bactériologique et parasitologique des selles

Une flore commensale extrémement variée et abondante est présente dans le
tube digestif. Elle se modifiemais persiste souvent méme en cas de diarrhée et de
prolifération d’une bactérie pathogeéne. La difficulté sera donc de mettre en

évidence une bactérie pathogene au milieu de cette flore.[33]

12.1. Le prélevement

En général , un seul prélevement est generalement suffisant, pour la
parasitologie, du fait de I’excrétion intermittente des ceufs ou larves, il est
recommandé de réaliser 3 prélevements avec un intervalle de quelques jours entre

les prélevements . [33]

12.2. Analyses biologiques

Le laboratoire est en mesure de fournir rapidement et facilement le résultat de
la coloration de Gram qui précise : la présence de leucocytes et d’hématies signant
une diarrhée dont le mécanisme est inflammatoire, la présence d’un déséquilibre de
la flore entre les Gram + et les Gram — (normalement la flore digestive est
représentée par 2/3 de Gram — et 1/3 de Gram +), la présence de morphologies et de

mobilités bactériennes caractéristiques (Vibrio, Campylobacter).[33] L’examen
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direct a 1’état frais utilisé pour voir la mobilité bactérienne permet la recherche des
amibes. Leur diagnostic est difficile et repose en partie sur 1’observation d’une
mobilité lente qui disparait vite apres émission des selles, qu’il est préférable alors

d’émettre au laboratoire.[33]

12.3. reésultats et interprétation

Tableau XXV: Agents pathogenes a suspecter dans les diarrhées en fonction du résultat de

I’examen direct.[33]

Aspect au Gram | Mécanisme de la | Bactéries Parasites Virus
diarrhée
Présence de | Invasive Shigella, Salmonella, | Amibes,
polynucléaires Campylobacter, bilharzies
Yersinia
Cytotoxique Clostridium difficile Rotavirus
(50
%)
Absence de | Cytotonique Vibrio cholerae,
polynucléaire Vibrio
parahaemolyticus,
Plesiomonas
Malabsorption Giardia, Rotavirus,
Cyclospora, Adenovirus,
Isospora, Norovirus,
Cryptosporidium | Astrovirus

A Texception de la bilharziose, les helminthes digestifs sont rarement
responsables de diarrhée. On les identifie surtout chez des sujets avec douleurs

abdominales sans ou avec amaigrissement, hyperéosinophilie moderée.[33]

13. Recherche directe d’agents infectieux dans le sang circulant
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13.1. Le prélevement
13.1.1. Prélevement de sang capillaire

réalisé principalement dans le cadre du paludisme . [33]

13.1.2. Préléevement de sang veineux

I s’effectue par ponction veineuse sur tube contenant un anticoagulant type
EDTA.[33]

13.2. Analyses biologiques

Les parasites sanguicoles peuvent étre mis en évidence tout simplement sur un
frottis sanguin tels que ceux réalisés en hématologie pour la détermination des
formules leucocytaires. Plasmodium sera visible a I’'intérieur des hématies, les
autres parasites étant extracellulaires.[33]

13.3. Reésultats et interprétation

Pour le paludisme, les objectifs sont d’effectuer rapidement le diagnostic
positif, et de determiner 1’ espece . [33]
Les Borrelia responsables des fievres récurrentes, doivent étre recherchées

durant les accés fébriles. [33]

Enfin de maniére exceptionnelle et dans certains contextes, il est possible

d’observer dans le sang :

. Bartonella bacilliformis : agent de la maladie de Carrion et de la Verruga
péruvienne, transmis par des phlébotomes, ce sont des bactéries intra-
érythrocytaires. [33]
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Babesia : transmise par des tiques, atteignant principalement les patients
splénectomisés, cette protozoose est due a un parasite intraérythrocytaire
de morphologie proche de Plasmodium, et responsable de trés fortes

parasitémies (jusqu’a 75 %).[33]

Leishmania : des techniques de cytoconcentration sanguine sont décrites
dans les cas de leishmanioses viscérales. Cependant dans ce contexte, les
prélevements de moelle osseuse ou ganglionnaires restent le plus adaptés

au diagnostic. [33]
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IV. Place de I'imagerie Médicale dans le diagnostic de la
pathologie infectieuse [64]

1. Processus infectieux

L'infection entraine d'abord des modifications inflammatoires non spécifiques
avec augmentation de l'eau extracellulaire (cedéme) et infiltration de cellules

inflammatoires, puis des altérations structurelles du tissu atteint. [64]

L'imagerie médicale n'est pas encore capable en routine de démontrer
directement la présence des agents pathogenes, mais peut montrer des signes

indirects :

« un cedéme (phase initiale), présent dans toute réaction inflammatoire, et
non specifique de l'infection ; [64]
= un abces formé par les tissus lésés et les cellules dégradées (phase d'état) ;

« des modifications structurelles (phase séquellaire). [64]

Ou bien elle va révéler l'infiltration des cellules inflammatoires (leucocytes)

grace a des traceurs en médecine nucléaire. [64]
1.1. Phase initiale : cedeme

L'cedéme peut se résumer a une augmentation de la quantit¢ de l'eau
extracellulaire dans les tissus. C'est la premiere manifestation de l'infection, sans
étre toutefois spécifique. Plus une technique d'imagerie est efficace pour montrer
cet cedéme, plus elle est capable de révéler les phases initiales d'infection. [64] On
parle de sensibilité : certaines technigues comme I'IRM sont trés sensibles pour

montrer 'eedéme, alors que les radiographies le sont moins.[64]

129



1.1.1. Radiographies

Les radiographies sont capables de différencier les tissus en les classant selon
quatre grandes familles de densité : hydrique (eau, organes pleins, muscles),
aerique (air, tissu pulmonaire), graisseuse, et osseuse (ou calcifiée) (voir chapitre
Radiographie). [64]

Comme l'eau extracellulaire a par definition une densité hydrique, son
augmentation est donc plus facile a détecter dans les tissus ayant une densité de
base non hydrique (poumon, 0s) que dans ceux ayant une densité spontanée proche
de I'eau (muscles, foie, rein, etc.).[64] De méme, I'eau extracellulaire peut prendre
la place du tissu graisseux, qui, S'il n'est pas lui-méme un organe a proprement
parler, enveloppe et ainsi délimite les autres organes. Le remplacement de la
densité de la graisse par celle de I'eau est donc un reflet de la présence d'un cedeme

dans l'organe adjacent. [64]

Parall¢lement, I'cedéme entraine un gonflement des structures atteintes, dont la
taille va augmenter. Ainsi, méme si les modifications de densité sont discrétes,
cette augmentation de taille peut révéler la présence d'un cedéme dans le tissu

concerné. [64]
1.1.2. Infections des tissus mous et des organes pleins

Les radiographies sont peu sensibles pour la détection de I'cedéme dans les
tissus mous (muscles, peau) et les organes pleins (foie, rein, etc.). Ainsi, le signe le
plus intéressant et le plus facile a détecter est une augmentation de la taille,
notamment de I'épaisseur du tissu atteint. Le deuxieme signe est I'effacement du
tissu graisseux entourant les organes et tissus du fait de la densité hydrique de I'eau

extracellulaire. [64]
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1.1.3. Infection osseuse

Les radiographies montrent une diminution de la densité des os : on parle
de déminéralisation (figure 26). Cependant, cette déminéralisation apparait
tardivement par rapport au début des manifestations cliniques. Les radiographies

sont ainsi peu sensibles pour la détection des infections débutantes.[64]

Figure 26: Déminéralisation infectieuse du médio-pied en radiographie.[64]

Radiographie oblique du pied droit chez un patient avec une arthrite septique
montrant une diminution diffuse de la densité du médio-pied par rapport aux
métatarses (fleches) et une mauvaise visualisation des contours des os (perte de

définition de I'os cortical). [64]
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1.1.4. Infection des tissus pulmonaires

L'infection pulmonaire est de toutes les infections, celle qui est la mieux
visible en radiographie car la densité du poumon normal est trés basse (aérique,
c'est-a-dire proche de celle de l'air). [64] L'eedéme et l'infiltrat fibrino-leucocytaire
vont remplacer la densité aérique par une densité hydrique, et comme la différence
entre les deux densités est importante, 1'cedéme sera relativement aisé a reconnaitre

sous forme d'une opacité (figure 27A). [64]

Figure 27: Pneumopathie infectieuse droite. Radiographie de face (A) et TDM thoracique en

coupe axiale (B).[64]

Figure 27: Pneumopathie infectieuse droite. Radiographie de face (A) et TDM thoracique
en coupe axiale (B) montrant des opacités parenchymateuses liées au remplissage des alvéoles par
l'eedéme (fléches). Le contraste spontané entre air et cedéme (densité hydrique) permet la

visualisation directe des anomalies pulmonaires aussi bien en radiographie qu'en TDM.
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1.1.5. TDM

La TDM repose sur le méme principe que la radiographie, mais elle est plus
sensible car il s'agit d'une acquisition en coupes et non en projection : elle peut

détecter des modifications de densité plus faibles.[64]

La TDM est notamment supérieure pour voir l'eedéme dans les tissus ayant
une densité naturelle de type hydrique (organes pleins, muscles, tissus mou, etc.) :

I'cedéme apparait alors hypodense (figure 28).

. .. ¥y S'
Figure 28: Appendicite en TDM.[64]
TDM abdominale avec injection de produit de contraste montrant un
appendice cedématié, €largi (fleche) avec une infiltration de la graisse adjacente, qui

apparait floue et mal limitée (téte de fleche) .[64]

Dans le poumon, 1'eedéme apparait sous forme d'une zone de densité supérieure
au parenchyme adjacent mal limitée (figure 27B). Dans les os, 1'cedéme entraine une

déminéralisation, c'est-a-dire une densité inférieure a celle de l'os adjacent. [64]
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1.1.6. IRM

L'IRM est I'examen d'imagerie médicale de référence pour la détection des
modifications de quantité et de distribution de I'eau. Comme I'|RM est trés sensible
pour la détection de 1'eedéme, c'est I'examen non isotopique qui montrera le premier
les signes débutants de I'infection (figure 29). Un tissu cedématié¢ a un signal IRM
se rapprochant de celui de I'eau (hyposignal T1, hypersignal T2).[64]

Figure 29: Infection discovertébrale (spondylodiscite infectieuse). [64]

IRM en coupe sagittale.

Infection discovertébrale (spondylodiscite infectieuse). IRM en coupe
sagittale en séquence T1 (A) et T2 (B). L'eedéme vertébral leur donne un
hyposignal en T1 et un hypersignal T2 (fleches). L'atteinte de deux corps
vertébraux adjacents d'un disque avec la présence d'érosions est évocatrice de

spondylodiscite infectieuse .[64]
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1.1.7. Echographie

Le tissu cedématié apparait hypoéchogéne . Par ailleurs, I'échographie permet
une analyse fonctionnelle directe : I'augmentation de la vascularisation associée a la
réaction inflammatoire peut étre mise en évidence par le Doppler. [64]

1.2. Phase d'état : abces

Un abces est une poche liquidienne néoformée dans un tissu infecte,
composeée d'agents pathogeénes et de leucocytes détruits. L'apparition d'un abces est
la confirmation de la nature infectieuse d'un processus pathologique. [64]

1.2.1. Radiographies

Les radiographies sont limitées a la détection des abces pulmonaires ou ils
apparaissent comme des opacités dans le parenchyme pulmonaire. [64]

1.2.2. TDM

La TDM montre une formation généralement arrondie, de densité liquidienne.
L'abces est limité par une couronne inflammatoire. L'injection de produit de
contraste rehausse cette couronne tres vascularisée alors que le centre liquidien
reste inchangé : prise de contraste (ou rehaussement) annulaire ou périphérique,
caractéristique de I'abces. [64]

1.2.3. Echographie

L'abces des parties molles est reconnu en échographie (s'il n'est pas trop
profond) comme une formation arrondie hypoéchogeéne (noir). [64]

1.2.4. IRM

L'abcés apparait sous forme d'une lésion arrondie en hyposignal T1 et
hypersignal T2 (figure 30). Comme en TDM, l'injection de produit de contraste
permet de sensibiliser sa détection : sur une sequence T1 apres injection, le centre
liquidien reste en hyposignal, alors qu'il existe un rehaussement périphérique.[64]
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Figure 30: Abceés dans I'espace épidural suite a une spondylodiscite infectieuse en IRM.[64]

Abces dans I'espace épidural suite a une spondylodiscite infectieuse en
IRM. Coupe IRM axiale en séquence T1 avec injection de produit de contraste
montrant une formation nodulaire avec un centre en hyposignal (cavité liquidienne)
et une prise de contraste périphérique en anneau (fleches) typique d'un abces ; un

autre abces est visible en paravertébral a gauche.[64]
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1.3. Phase sequellaire : modifications structurelles

Les modifications structurelles sont des altérations des organes liées a I'action
destructrice des agents pathogenes, survenant aprés ou simultanément a
I'cedéme.[64] Ces modifications sont plus ou moins irréversibles, selon les
capacités de récupération des tissus. Les modifications des tissus mous sont ainsi le
plus souvent transitoires et d'aggravation progressive (cedéme simple puis
formation d'un abces). Elles peuvent néanmoins étre définitives dans les tissus a
faible capacité de récupération comme les tissus osseux ou cartilagineux. Ainsi ces
modifications structurelles sont souvent des séquelles définitives. [64]

1.3.1. Radiographies et TDM

Les modifications structurelles ont le méme aspect en radiographie et en
TDM, cette derniére est cependant plus performante. [64]

1.3.2. Atteintes osseuses

Les modifications structurelles les plus fréqguemment observées en
radiographie sont les atteintes osseuses. [64]

Les os infectés apparaissent initialement déminéralisés puis détruits sur une
plage plus ou moins grande, on parle d'ostéolyse. Ces modifications sont non
specifiques de linfection et peuvent se voir également dans les atteintes
inflammatoires non infectieuses. [64]

Des zones d'os mortifiés sont visibles sur le site infectieux sous la forme de
fragments osseux tres denses, on parle de « sequestres ». [64]

Dans les infections articulaires, la destruction du cartilage se manifeste par un
pincement de l'interligne articulaire. Les osteolyses autour des interlignes
articulaires s'appellent des érosions, qui sont des zones de résorption secondaire a
une atteinte articulaire (par exemple une arthrite septique) (figure 31). [64]
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Figure 31: Erosions osseuses en TDM. TDM du poignet (coupe axiale) montrant des ostéolyses
focales (fleches) chez un patient avec une arthrite septique.[64]

1.3.3. Atteintes pulmonaires

Apres une infection, il est fréquent que le poumon ne récupére pas un volume
normal. Des adhérences se sont formées dans les lobes et empéchent I'ampliation
complete. Des plages de poumon collabé forment ainsi des bandes cicatricielles
(atelectasies cicatricielles). Des calcifications cicatricielles peuvent étre présentes.
[64]

1.3.4. Atteinte des tissus mous

Les tissus mous, mieux vascularisés, ont une meilleure capacité de
récupération que les os et les poumons. Les principales séquelles sont des atrophies
parenchymateuses focales ou diffuses, ou des rétractions ou oblitérations de canaux

(voies biliaires, tube digestif, etc.). Des calcifications cicatricielles peuvent

également étre présentes. [64]
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1.3.5. IRM
Les modifications structurelles visibles en IRM sont de deux types :
= zones d'atrophie et/ou d'adhérence ;

« fibrose (ou sclérose) tissulaire en hyposignal T1 et T2 car la zone
séquellaire est déshydratée. [64]

1.4. Médecine nucléaire

Parmi les MRP disponibles, certains sont généralistes et montrent la distribution
de cellules impliquées dans la composante inflammatoire des processus infectieux : le
gallium 67 (5’Ga), historique, le F-FDG, les leucocytes autologues marqués au ®™Tc
ou au *!In et les anticorps antigranulocytaires marqués (*™Tc-sulesomab ou *™Tc-
besilesomab).[64] Quand sa demi-vie le permet (marquage au ®™Tc et au 'In en
particulier), le recueil de la distribution tardive (24 heures) d'un traceur généraliste
reflete plus spécifiqguement un processus infectieux évolutif gu'une inflammation non
septique : les leucocytes s'accumulent durablement dans un site infecté alors gu'ils ne
sont recrutés que transitoirement a I'occasion d'un processus inflammatoire.[64]

D'autres MRP ont une forte spécificité tissulaire et sont utilisés afin de
caractériser les conséquences de l'infection sur un tissu : c'est le cas du *™Tc-
HMDP, traceur osseux et du *™Tc-DMSA, traceur du cortex rénal. [64]

1.4.1. MRP généralistes (18F-FDG, leucocytes marqueés, 67Ga)

Communs avec l'exploration de I'inflammation, les MRP non spécifiques ont
les caracteéristiques suivantes :

= le ¥F-FDG traduit I'nypermétabolisme glucosé des cellules impliquées dans
les phénomenes inflammatoires ou infectieux ;[64]

« les leucocytes marques (soitin vitro, soitin vivo par des anticorps) se
distribuent dans les sites de recrutement des cellules de la lignée
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blanche;[64]

- le citrate de ®’Ga s'accumule principalement dans les macrophages. [64]

En cas de suspicion clinique ou biologique d'infection évolutive, ces MRP

décelent la mobilisation cellulaire en rapport (figure 32). [64]

i droite ; i gauche ;

."-,cuisse 5': l',. ,'

R 5
S | cenou i | SR

\ jambe;

C
Figure 32: MRP geénéralistes. A et B. TEP TDM au 18 F-FDG. Enfant aux antécédents

d'ostéomyélite bifocale avec suspicion de reprise évolutive infectieuse osseuseC et D.

Scintigraphie aux leucocytes marqués (oxinate d'1111In) chez un autre patient.[64]

Intense consommation de glucose en périphérie de la lacune osseuse au sein
de la métaphyse tibiale supérieure gauche (entourée coupe frontale), signant
I'évolutivité de l'ostéomyélite. [64] En revanche, en controlatéral (B), dans le tiers
inférieur de la diaphyse fibulaire droite, absence de reprise évolutive dans une
lacune osseuse séquellaire (entourée, coupe frontale). [64] C et D. Scintigraphie
aux leucocytes marqués (oxinate d'**In) chez un autre patient : suspicion

d'infection sur prothese totale de genou gauche. [64] Accumulation de leucocytes

140


https://wiki.side-sante.fr/lib/exe/detail.php?id=sides:ref-trans:imagerie_dfgsm:chapitre_17_processus_infectieux&media=sides:ref-trans:imagerie_dfgsm:f17-07-9782294753961.jpg

marqués en périphérie de la piece tibiale de la prothese (fleche, vue antérieure),

témoin de l'infection sur matériel.[64]
1.4.2. MRP a spécificité tissulaire

Ces MRP sont particulierement utilisés dans la recherche d'infections en
pédiatrie. [64]

Traceur ostéotrope : ®™Tc-HMDP

L'acquisition précoce (cing minutes apres injection) révéle I'nyperhémie des
régions infectées, liée a I'inflammation inhérente. [64]

L'acquisition tardive (trois a cing heures apres injection) révéle I'augmentation
d'activité des ostéoblastes liee a la reconstruction osseuse qui accompagne la
destruction induite par l'infection et caractérise par exemple une ostéomyélite
(figure 33A) ou le descellement septique d'une prothese ostéoarticulaire. Chez

I'enfant, l'infection osseuse, d'origine hématogene, touche préférentiellement la

métaphyse, tres vascularisée. [64]
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Figure 33: MRP spécifiques.A. Scintigraphie osseuse au 99mTc-HMDP. Ostéomyélite tibiale

chez un enfant : hyperfixation relative sur la métaphyse tibiale supérieure gauche (entourée, vue
antérieure). A noter : la fixation du traceur osseux est également accentuée physiologiquement

dans I'ensemble des cartilages de conjugaison.[64]

A. Scintigraphie osseuse au ®mTc-HMDP. Ostéomyélite tibiale chez un enfant : hyperfixation
relative sur la métaphyse tibiale supérieure gauche (entourée, vue antérieure). A noter : la fixation
du traceur osseux est également accentuée physiologiquement dans I'ensemble des cartilages de

conjugaison.

B. Scintigraphie rénale au ®®mTc-DMSA. Séquelle fonctionnelle de pyélonéphrite : lacune

corticale supéro-externe du rein gauche (fleche, vue postérieure).

1.4.3. Traceur du cortex rénal : 9mTc-DMSA

Trois a six heures aprés injection de ®"Tc-DMSA, seul le cortex rénal
fonctionnel fixe le traceur. Une lacune corticale de fixation suggere donc une

infection aigué ou une séquelle fonctionnelle de pyélonéphrite (figure 33B). [64]
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Les tests de diagnostic rapide (TDR) sont des dispositifs qui ont été
initialement développés pour les recherches de parameétres biochimiques (hormone
de grossesse par exemple) et dont les applications se sont diversifiees avec la
recherche de toxiques (détection salivaire de stupéfiants), ou d’antigénes viraux et
parasitaires, de toxines bactériennes mais également d’anticorps dirigés contre
certaines infections virales (sérologie du virus de I’'immunodéficience humaine ou
VIH en urgence). Ils ont été¢ développés pour étre utilisés 1a ou il n’y a pas de
laboratoires specialisés ou directement, sur le lieu de prise en charge du patient; ils
peuvent donc étre mis en ceuvre au domicile du patient, dans le cabinet médical ou

au laboratoire de biologie médicale.

Voire a la gendarmerie, selon les réglementations en usage en fonction du
parameétre recherché.Pour autant,les exigences de qualité et les contraintes

techniques sont les mémes quel que soit le domaine d’application.[65,66]

I. Principe

Les tests immunochromatographiques combinent les propriétés
immunologiques d’un produit basées sur la reconnaissance anticorps-antigenes
et la chromatographie sur un test de diagnostic. Le test se compose d’une
membrane de nitrocellulose sur laquelle sont déposés des anticorps
monoclonaux, le plus souvent dirigés contre les antigénes recherchés. A une
extrémité de la membrane, un composant absorbant est fixé qui permet de créer
un flux de migration. A 1’autre extrémité, une zone ot le conjugué est déposé et
la zone de dépdt de 1’échantillon située en dessous ou en dessus. Le conjugué
est un anticorps monoclonal en général, dirigé contre ’analyse recherché et sur
lequel est fixé un composé (microparticules d’or, microbilles de latex, ...) qui

permettra la visualisation de la réaction antigéne-anti- corps. Chaque anticorps
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de détection est déposé selon une Ligne «test» dont le résultat indiquera la
présence ou I’absence de I’analyste, il y a systématiquement, en plus, une
Ligne «contréle» dont le résultat permet la validation d’une bonne migration.
Pour qu’il y ait une réaction sur cette zone, I’anticorps fix¢é sur la membrane au
niveau de la « Ligne contrble» est dirigé contre le conjugué. Apres dép6t du
prélévement, 1’ajout d’un tampon de migration permet le flux de migration et la
remise en solution du conjugué déposé [67]. Un test ne présentant pas de
réaction sur la zone contréle est invalide que la zone test soit marquée ou non.
En revanche, le dép6t du conjugué seul sans dépot d’un échantillon permet
d’observer une réaction positive sur la zone controle. Les échantillons peuvent
étre du sang total, du sérum, de l'urine, de la salive... 1l existe deux types de
tests: ceux détectant des antigenes (paludisme, toxine bactérienne) et ceux
détectant des anticorps (VIH, maladie de Chagas). La quantité d’échantillon
testée doit respecter les préconisations du fabricant au risque d'une perte de
sensibilité si I'échantillon est insuffisant, et de difficulté de lecture si le volume
de I’échantillon est trop important (sang total) ou étre en défaut de conjugué

avec un risque de prozone . [68]

Les tests de diagnostic rapide en parasitologie ont deux applications
majeures : la recherche d'antigénes parasitaires, avec la détection d'antigenes
plasmodiaux comme aide au diagnostic du paludisme et la détection d’antigéne
de filaire pour I’aide au diagnostic de la filariose lymphatique. La détection
d’anticorps dirigés contre une parasitose par TDR a été développée dans le cas

de la trypanosomiase américaine (maladie de Chagas) et de la leishmaniose.
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I1. Détection d’antigénes parasitaires

1. Paludisme

Le paludisme reste la premiére endémie parasitaire mondiale malgré des
progres notables dans la lutte contre ce fleau. En 2014, 97 regions tropicales et
intertropicales du globe ont été encore considérées comme endémiques [69].
Cing especes de Plasmodium peuvent étre a I’origine d’un accés palustre chez
I’homme : Plasmodium falciparum, le plus redouté par son caractere létal ;
Plasmodium vivax, aussi répandu que le précédent et également a 1’origine
d'acces graves; Plasmodium ovale et Plasmodium malariae, moins
frequemment observés. La cinquiéeme espéce est Plasmodium hnowlesi,
parasite habituel du singe macaque, récemment diagnostiquée chez I'hnomme et
pouvant occasionner des acces graves. En France métropolitaine, le paludisme
est une maladie d’importation, dont le nombre de cas estimés diminue
régulicrement depuis 10 ans avec environ 4370 cas annuels en 2014. L’espece
majoritairement diagnostiquée est P. falciparum, a 1’origine de 5 a 10 décés
annuellement [70]. Les départements de Mayotte et de Guyane frangaise sont
des zones d’endémie palustre, ou les possibilités diagnostiques peuvent étre
limitees selon la région, ce qui a justifié l'autorisation pour les infirmiers des
centres de santé de réaliser des tests de diagnostic rapide pour orienter ou

confirmer un diagnostic suspecté cliniquement.

Le paludisme se caractérise par des épisodes fébriles aigus dont les
symptdbmes non spécifiques (fievre, céphalées, frissons, vomissements)
surviennent au plus tot sept jours apres la pigdre infectante, et dans les 2 mois
dans la plupart des cas dans le paludisme d’importation [70]. Le diagnostic

biologique de confirmation repose toujours sur la mise en évidence microscopique
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du parasite sur frottis mince ou goutte épaisse colorés qui permet l'identification
de I’espece en cause et I’évaluation de la charge parasitaire. Les tests de diagnostic
rapide (TDR), qui détectent des protéines plasmodiales en 10-20 minutes en
moyenne a partir d'une goutte de sang, facilitent ce diagnostic [71]. Ces TDR sont
répandus et leur usage recommandé en zone d’endémie, en I’absence de moyens
suffisants pour un diagnostic microscopique, permettant un diagnostic
parasitologique avant I’administration d’un traitement spécifique, dans 1’objectif
de limiter I’administration de traitements présomptifs non justifiés. En France, la
position des TDR dans le diagnostic du paludisme a été précisée dans la
conférence de consensus de 2007 [72] : ils sont complémentaires des techniques
microscopiques. Différents tests de diagnostic rapide sont disponibles sur le

marché selon les protéines détectées, et leurs formats de présentation.
2. TDR pour le diagnostic du paludisme

Ces tests reposent sur la détection de protéines enzymatiques synthetisees par
les Plasmodiums par des anti- corps monoclonaux spécifiques des antigenes
détectés, immobilisés sur une bandelette.Sur une méme bandelette, on peut
classiquement rechercher jusqu’a 3 antigénes différents. Le test est réalisé sur un
prélevement de sang total capillaire ou veineux. Le sang total déposé sur le TDR
est lysé par I’addition d’un tampon de lyse dont la composition est spécifique au
test. Au niveau de la fenétre reactionnelle, les anticorps monoclonaux conjugués a
I’or colloidal par exemple vont former un complexe antigéne- anticorps (Agace)
avec les antigénes s’ils sont présents dans un échantillon testé. Les complexes Ag-
Ac migrent le long de la bandelette et seront stoppés par I'anticorps immobilisé.

Une bande colorée traduira la fixation du complexe antigene-anticorps.
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De nombreux fabricants produisent des TDR pour le paludisme: si les
anticorps monoclonaux ont une méme origine, en revanche la fabrication des
tests (concentration, conjugué, qualité de la nitrocellulose) est propre a chacun.
Leur mode de production et leur composition sont diverses selon le ou les
antigenes détectés; les présentations des tests sont également variables en
termes de dispositif (cassette, bandelette, carte-réactionnelle), d’antigénes

détectés , de systeme de révélation (marquage du conjugué).
2.1. Antigenes détectés par les TDR dans le diagnostic du paludisme

Les TDR détectent des protéines synthétisées par les plasmodiums, soit
specifiques d'une seule espece, soit commune a plusieurs especes (tableau XXII1)
,Parsimplicité,on les désigne sous le terme d’antigénes car elles sont détectées par
’utilisation d’anticorps monoclonaux mais elles n’ont pas toutes des propriétés
antigéniques chez I'homme.

Tableau XXVI: Protéines plasmodiales associées au diagnostique des différentes espéce de

plasmodium.[65]

Protéines plasmodiales associées au diagnostique
des différentes especes de Plasmodium

Espece de Antigéne commun Antigene
Plasmodium spécifique Commentaire
P. falciparum Aldolase, pLDH PfHRP2
P Vivax Aldolase, pLDH PvLDH
P. ovale Aldolase, pLDH Sensibilité< 50 %
P. malariae Aldolase, pLDH
P. knowlesi Aldolase, pLDH Faux positif PvLDH
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2.2. Protéines pan-plasmodiales

Deux protéines sont détectées selon le TDR : 1’aldolase plasmodiale et la

pLDH plasmodiale.

Ces deux protéines qui possedent des propriétés enzymatiques chez le
Plasmodium sont produites par les cing espéeces de parasites potentiellement

retrouvées chez I’homme.

2.2.1. L’aldolase

C’est une enzyme clé du cycle du glucose, commune aux cinq especes de
Plasmodium[73]. Une étude réalisée sur différents isolats de P. falciparum et de P.
vivax a montré que le gene de I’aldolase était hautement conservé au sein de ces
deux especes [74]. L’aldolase est retrouvée dans les membranes des stades

schizontes. Il n’a pas été observé de souches non sécrétrices d’aldolase [74].

Cet antigéne commun aux cing espéces de Plasmodium est une cible déetectée
par certains tests de diagnostic rapide combinée a la recherche de I’antigene
PfHPR2.De nombreuses études ont montré sa capacité de détecter P.falciparum et
P. vivax mais sa réactivité est fréquemment en défaut avec P. ovale alors que sa

sensibilité est modérée dans la détection de P. malariae [75].
2.2.2. La pLDH : lactate déshydrogénase plasmodiale

La Plasmodium lactate déhydrogénase (pLDH) est une enzyme présente chez
tous les Plasmodiums. Cette enzyme qui est la derniere enzyme impliquée dans le
cycle du glucose est synthétisée par les stades erythrocytaires asexues et par les
gamétocytes. Les isoformes des lactate-déshydrogénases (LDH) plasmodiales
peuvent étre différenciées des LDH humaines sur leurs épitropes antigéniques ainsi

que sur leurs caractéristiques enzymatiques [73]. Cela a été démontré pour P.
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falciparum, P. malariae, P. ovale et P. vivax qui synthétisent des isoformes de
pLDH avec des épitopes propres a chaque espece et des épitopes communs aux
différentes especes. Les études génétiques ont montré que le gene de la pLDH était
constitué de séquences conservees entre les especes et de séquences variables entre
especes, Voire entre sous-especes: ces variabilités expliquent 1’efficacité variable de
la détection de la pLDH selon les espéces pour un méme anticorps monoclonal
[76]. La pLDH est produite par les parasites viables, par conséquent sa recherche

peut étre utilisée pour suivre I’efficacité d’un traitement antimalarique.

La détection de la pLDH et/ou selon les tests, d’une isoforme spécifique d’une
espece plasmodiale par 1’utilisation d’anti- corps monoclonaux spécifiques est mise
a profit dans de nombreux TDR pour le diagnostic du paludisme, associées
éventuellement a la détection de la PfHRP2 [67]. L’intérét étant de permettre le
diagnostic des acces palustres dus aux cing especes de Plasmodium et d’aller
jusqu’au diagnostic de ou des espéces en cause par I’emploi d’anticorps spécifiques

(P. vivax, P. falciparum, par exemple).

2.3. Protéines spécifiques d’une espéce plasmodiale Plasmodium
falciparum Histidine Rich Protein 2: PfHRP2 ou HRP2

Les hématies infectées par Plasmodium falciparum synthétisent plusieurs
protéines riches en histidine. Au moins trois protéines, dénommées PfHRPL,
PfHRP2 et PfHRP3 dans I’ordre de leur découverte, sont produites par les stades
sanguins du parasite. PfHPR1 est associ¢ a I’expression des «knobs» a la surface
des hematies infectées par une souche de falciparum «knobs +» : la protéine est
retrouvee dans la membrane des globules rouges au niveau du cytosquelette. Les
knobs sont des protubérances de la membrane érythrocytaire impliquées dans la

physio- pathologie de I’accées palustre grave. PfHRP2 est exprimée par toutes les
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souches «knobs + » et «knobs- » de P. falciparum. PfHRP3 a été la derniere
protéine décou verte [77]. Ces trois protéines semblent jouer un réle mal connu
dans les interactions entre les formes parasitaires érythrocytaires et I'hdte vertébré.
PfHRP2 est synthétisée et produite au cours de la croissance parasitaire pendant la
totalité du cycle cellulaire de P. falciparum par tous les stades asexués et par les
gamétocytes jeunes. Elle est exportée dans le cytoplasme érythrocytaire puis dans
le milieu extérieur a travers la membrane érythrocytaire. Elle est caractérisée par
plusieurs répétitions continues de motifs d’acides aminés dont le nombre est
génétigue ment determing, ainsi la taille de la protéine varie entre les différentes
souches de P. falciparum. Le réle exact de la protéine est inconnu mais elle semble
agir comme un heme polymerase qui détoxifie I'neme libre en la polymérisant en
hémozoine inactive dans la vacuole digestive du parasite. La protéine PfHPR3
aurait également un role dans la formation de ’hémozoine. PfHRP2 et PfHRP3 ne
seraient pas des protéines essentielles a la survie du parasite: des isolats dont les
génes pour l'une ou l'autre des protéines, voire les deux, étaient délétés, ont été
décrits en zone d’endémie (Amérique du Sud, Afrique) mettant en défaut les tests
basés sur Leurs déetections [78].

La principale application de la connaissance de PfHRP2 est son utilisation
dans le diagnostic du paludisme par détection de l'antigene PfHRP2 avec des tests
de diagnostic rapide ou par ELISA. Le premier TDR développé pour la détection
de cette protéine était le Parasight puis rapidement de nombreux tests se sont
développés. D’autres tests ont été proposés ultérieurement qui associaient la
recherche de la PfHRP2 et la détection d'un autre antigéne comme 1’aldolase tel

I'ICT.

151



3. Utilisation des TDR

Les TDR deéveloppés pour la détection des antigénes plasmodiaux sont
indiqués pour le diagnostic du paludisme en complément des méthodes
microscopiques en dehors des zones d’endémie palustre, ou en remplacement
quand celles-ci font defaut sur le terrain. Depuis le développement des premiers
tests qui détectaient uniguement la PfFHRP2, de nombreuses études sont été entre
prises pour évaluer les performances de ces tests, sensibilité et spécificité, pour le
diagnostic du paludisme selon le contexte épidémiologique. Dans les pays hors
zone d’endémie palustre, les études realisées sur la détection des antigenes
plasmodiaux dans le dessensibilités comprises entre 96 et 100 % pour la
détection de la PFHRP2 et de 84 % pour l'aldolase avec une spécificité de 99 %
environ [79]. Les tests détectant la pLDH ont montré des sensibilités comprises
entre 79 et 98 % pour des spécificités eévaluées entre 98 et 100 %. L’ adjonction
de la detection de la PfLDH peut étre complémentaire et permettre le
diagnostic de souches non productrices de PFHPR2 ou répondant partiellement

avec les anticorps utilisés.

L°’OMS meéne depuis plusieurs années des études comparatives des différents
réactifs présents sur le marché mondial sur des échantillons calibrés: une détection
d’au moins 95% des échantillons avec une parasitémie de 200 parasites/pl (soit une
parasitémie de 0,05 % environ) est exigee pour que le test soit jugé compatible avec
les exigences du diagnostic [80]. En France, dans le diagnostic du paludisme
d’importation, la détection de la PfHRP2 a montré une sensibilité de plus de 98 %
pour le diagnostic des accés palustres a P.falciparum dans une étude
multicentrique quelque soit le réactif considéré ayant le marquage CE [75].

Cependant, ces différentes études confirment que pour un échantillon donné,
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un TDR peut étre négatif alors que le diagnostic microscopique de l'acces
palustre pourra étre réalisé par observation de parasites sur goutte épaisse(soit
une parasitémie inférieure a 100 p/pl): dans ces cas, la quantit¢ d’HRP2
circulante produite par les parasites, est inférieure au seuil dedétection du TDR.
Le risque réside sur tout sur I’interprétation qu’un test négatif exclue
définitivement un diagnostic de paludisme : en cas de forte suspicion
diagnostique, le preléevement peut étre refait dans les 48heures permettant a la
parasitémie d'augmenter et d’atteindrele seuil de détection des tests [72].

D’autres phénomeénes peuvent étre a 1’origine également d’un faux
diagnostic négatif comme I’absence totale ou partielle de production d’HRP2
par certains isolats de P.falciparum. Dans ce cas,si la protéine PfHRP3 est
produite par l'isolat, en raison d'une homologie partielle entre les deux
protéines, les anticorps reconnaissant I’HRP2 peuvent également détecter
I’HPR3 permettant la détection de cette protéine plasmodiale et poser le
diagnostic d’acces palustre a ' falciparum mais avec une sensibilité moindre,
qui peut étre a ’origine d’un défaut de détection des parasites en cas de faible
charge parasitaire. La variabilité dans la composition en acides aminés des
protéines plasmodiales détectées aura également des conséquences dans
I'affinité entre les antigenes exprimés par les Plasmodiums et les anticorps
monoclonaux mis en ceuvre dans les réactifs [81].La détection de la pLDH,
voire de la PfLDH est alors recommandee.

A ’opposé, des résultats faussement positif sont également été décrits : d’une
part, apres un traitement antipalustre bien conduit, la PFHRP2 persiste dans le
sang du patient efficacement traité alors que les tests microscopiques sont
négatifs traduisant la guérison. Ces tests de diagnostic ne doivent donc pas étre

utilisés dans le but de suivre I'efficacité thérapeutique de santé malariques: cette
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persistance a été décrite jusqu’a 30 jours apres le début du traitement [82]. Par
ailleurs, des faux positifs ont été observés chez des patients n’ayant pas contracté
le paludisme mais chez qui un diagnostic d’infection virale, bactérienne ou de

maladie inflammatoire avait été porté [67].

La détection de I’aldolase permet en théorie le diagnostic des acces palustres
quelle que soit I’espece plasmodiale. Pour autant, sa sensibilité est moindre que
I'HRP2 pour les infections a P.falciparum, et reste modérée pour les autres espéeces,
entre 40et60% [75]. Peu de réactifs sur le marché détectent cette protéine avec un

nombre restreint d’études. Son évolution sous traitement n'a pas été étudiée.

L’intérét de la détection de la pLDH est qu’elle permet le diagnostic de
toutes les espéces plasmodiales,dont P. hnowlesi, et que la possibilité de

détection des isoformes spécifiques d'espéces, la PFLDH spécifique de

P. falciparum et PvLDH, spécifique de P. vivax ouvre la possibilité du
diagnostic specifique de ces deux especes et eventuellement de leurs
associations. Dans le cas des infections a P.hnowlesi, il y a fréqguemment une
réaction faussement positive sur la bande PvLDH pour les tests qui permettent
cette recherche: ainsi une réaction PvLDH positive avec l’observation de
formes microscopiquement en faveur d’une infection par p. malariae peut faire
évoquer un diagnostic d’accés a P.knowlesi si le contexte du séjour est
compatible [83].

La disparition de la pLDH sous traitement est également un élément

intéressant pour la détection d'une rechute éventuelle.
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Malheureusement, son seuil de sensibilité est relativement modéré, de 1’ordre
de 85 a 95 % pour ' falciparum, 60 % pour P. malariae, et moins de 50 % pour P.
ovale. Pour P.vivax, la détection de la PvLDH montre des sensibilités d'environ
80 %. Ces sensibilités sont de plus variables selon la qualité des réactifs

considéres.

De plus, les TDR reposant sur la détection de ces protéines sont sensibles

a I’humidité et a la chaleur, imposant des conditions strictes de conservation.
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I11. Détection d’antigénes de filaires

1. Diagnostic de la filariose lymphatique

La filariose lymphatique est due a une infection par des nématodes de la
famille des Filaridés. Wurchereria bancrofti est I'espece majoritairement
responsable (90%des cas), Brugia malayi, étant responsable de la plupart des

cas restants; Brugiatimori est responsable de rares cas.

Les vers adultes vivent dans le systeme lymphatique; ils ont une longévité
de 6 a 8 ans et émettent des embryons ou microfilaires qui se retrouvent dans le
sang circulant. La parasitose est vectorielle, transmise par des moustiques des
genres Culex, Aedes ou Anopheles. Actuellement, alors que plus de 1,4 milliard
de personnes dans 73 pays tropicaux et intertropicaux sont menacées par la
maladie, on estimeque 40millions d’individus présentent des complications
dues a la maladie a type de lymphoedéme [84]. Le diagnostic parasitologique
repose sur la mise en évidence des microfilaires sur goutte épaisse ou
leucoconcentration a partir de sans périphérique prélevé au milieu de la nuit

pour la filariose a périodicité nocturne.
2. Utilisation des TDR

Un test de diagnostic rapide est disponible pour la détection des antigénes de
W.bancrofti: ce test détecte | antigene des vers adultes et présente 1’avantage de
pouvoir étre réalisé sur des échantillons prélevés a n’importe quel moment de la
journée.Ce test a un intérét diagnostique mais ne permet pas de suivre 1’efficacité
thérapeutique car 1’antigéne peut étre détecté¢ des mois voire des années chez les

patients traités tant que les filaires adultes sont présentes.
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Les TDR pour le diagnostic de la filariose ne se conservent que 3 mois a 30

°C mais peuvent étre conserves jusqu’a 9 mois s'ils sont stockés a +4°C.

La détection de l'antigéne de W. dancrofti se fait sur 200 ml de sang total. Un
test détectant les anticorps dirigés contre B.malayiou B.timori est réalisable a

partir de sang total ou de sérum/plasma.

La sensibilité du test détectant les antigenes est de 97% et sasensibilité est
de 100% [85]; ce test est donc recommandé pour le diagnostic de la filariose

lymphatique et particulierement c’est un trés bon test d’exclusion.
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IV. TDR appliqués dans la détection des anticorps

Quand on parle de tests de diagnostic rapide, on pense habituellement auxtests
antigenes mais il existe également des TDR anticorps; on trouve des TDR anticorps
commerciaux pour le diagnostic de la maladie de Chagas et de la leishmaniose ; des
données publiées existent concernant un TDR anticorps pour le diagnosticde la

bilharziose.
1. Maladie de Chagas

La trypanosomose américaine ou maladie de Chagas est une protozoose due a
Trypanosomacruzi. L’héte définitif est un mammifére (dont I’homme), le vecteur
hote intermédiaire un insecte de la famille des Reduvidae (punaise). Cette maladie
est endémique en Amérique du Sud y compris la Guyane francaise, seule région ou
existe une transmission vectorielle; c’est une pathologie émergente hors de sa zone
d’endémie du fait des migrations de population [86]. L’INVS estime le nombre de
personnes atteintes en France métropolitaine a 1500. Les risques posés par cette
émergence sont les risques directs pour les patients en raison de 1’évolution
naturelle de la maladie et des conditions intercurrentes (réactivation en cas de
déficit immunitaire), la transmission verticale chez les migrantes en age de procréer
et les risques indirects liés a la transmission par transfusion ou par des greffons.
L’existence du risque transfusionnelle conduit a la mise en place a partir de 2007
du dépistage pour tous les sujets a risque dans les EFS. Ce dépistage se fait
actuellement par une seule méthode de type ELISA. Les recommandations de
I’OMS dans son rapport de 2002 restent la base du diagnostic de la maladie de
Chagas; elles prévoient une sérologie par deux techniques de principe différent. En
pratique, en France métropolitaine en 2015, il est possible d’utiliser une méthode

ELISA et 'immunofluorescence indirecte, ou a défaut deux méthodes ELISA:une
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avec un antigene natif, ’autre avec un antigéne recombinant (au moins 2 épitopes).

Comptetenu du faible nombre de demandes et de la codification NABM

insuffisante, peu de la boratoires ont mis en routine cette sérologie qui est toute fois

disponible sur la base des critéres OMS grace a une convention liant I’AP-HP a

I'InVS. Il n’y a pas de technique de référence actuellement disponible pour

résoudre les discordances sérologiques.

Tableau XXVII: Liste des TDR Chagas existants.[65]

Liste des TDR Chagas existants.

Fabricant
OnSite Chagas Ab . Sangtotal,sérum,p i
Rapid test-Cassette CTK Biotech (USA) |CE lasma Chromatographie
WL check-Chagas Wiener L ab CE Sangtotal serum,p Chromatographie
(Argentine) lasma
Instantest Chagas | Silanes (Mexique) Sérum, plasma | Chromatographie
Trypanosoma detect| Inbios International Sana total. serum | Chromatoaranhie
Dipstick Test ° Inc.(USA) g ' grap
ChagasQuickTest | Cypress (Belgique) |CE SS:r?g ttgtt::’:grr:jrr: Chromatographie
ChagasStat-Pak” Chembio (USA) |CE g plasr;wa 'l Chromatographie
Millennium Biotech Sang total, sérum, .
Immu-Sure Chagas (USA) plasma Chromatographie
. . Sangtotal,sérum,p
SD-BiolineChagas Standard d[agnost|c CE lasma Chromatographie
(Corée)
Simple ChagasWB Operon (Espagne) CE |Sangtotal,sérum,p| Chromatographie

lasma

Serodia-Chagas”

Fujirebio (Japon)

Sérum, plasma

Agglutination

InmunoComb® 11

Orgenics (Israél)

Sérum, plasma

Immuno-enzymologie

Pas vraiTDR
Délai delecture
60 minutes
Conservation: 2 °C-8
°C
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Le besoin de TDR anticorps Chagas en zone d’endémie, ou la majorité des
patients vivent dans des environnements biologiquement pauvres, a eté souligné par
I’OMS. De nombreux réactifs existent, pas toujours marqués CE, ni disponibles en
Europe (tableau XXIV). Tous ces test sont fait I’objet d’une évaluation indépendante
conduite par MSF avec le soutien deI’OMS a la fois en (Argentine, Brésil, Colombie,
CostaRica et Mexique), et hors (Espagne, France, Japon, USA) zone d’endémie,
publiée en 2014. Les résultats obtenus sur plasma sont tres insuffisants en matiére de
sensibilité et de spécificité. Tous ces réactifs doivent étre utilisés sur sérum. Si on
exclut les réactifs dont les caractéristiques ne répondent pas a la définition d’un TDR
(délai de lecture supérieur a 60 minutes, nécessité de chaine du froid pour la
conservation), six réactifs semblent utilisables pour les screening en et hors zone
d’endémie (tableauXXV). Lesresultats doivent toutefois étre confirmés par les
méthodes classiques.La variabilité génétique des trypanosomes nesemble pas
influencer sensiblement ces performances. Cette grande étude MSF/ OMS ne confirme
pas certaines données spécifiques publiées par ailleurs donnant des sensibilités et
specificités meilleures pour certains réactifs.Une étude au moins signale (élément non
¢valué dans 1’étude OMS) I’absence de réactions croisées avec la leishmaniose
viscérale alors que 27,9 % des cas de paludisme donnaient un faux résultat positif avec
un TDR Chagas (88). Enfin on trouve une étude spécifique menée sur les sangs de
cordon en zone d’endémic avec le Stat-Pack (89) dont les résultats permettent de
considérer ce réactif comme satisfaisant dans cette indication précise en
zoned’endémie.

Enpratique, en France métropolitaine,la place de ces TDR semble limitée en
dehors de cas d’urgence.Pour entrer dans ce cadre les donneurs d’organe(mais il n’ya
pas actuellement de recommandation de dépistage en greffe) ou une parturiente a
risque venant accoucher au terme d’une grossesse non suivie.Dans tous les autres
cas,iln’ya pas de notion d’urgence et les prélévements peuvent étre acheminés vers les
laboratoires disposant des moyens sérologiques classiques.
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2. Leishmaniose viscérale

La leishmaniose viscérale est une pathologie a la fois autochtone et
importeée.Latransmission est assurée par le vecteur hote intermédiaire,un insecte du
genre Phlebotomus .Plusieurs espéces de leishmanies peuvent étre en cause dont les
deux principales sont Leishmania infantum et L.donovani . Des cas sont également
dus a L.tropica en Afrique de I’Est et au Proche Orient ainsiqu’a L.amazonensis en
Amérigue du Sud.Dansle sud de la France ,le parasite en cause est L.infantum dont
le reservoir principal est le chien.Le diagnostic repose sur la mise en évidence du
parasite et/ou de son ADN.Dans un contexte clinico-biologique compatible avec le
diagnostic (fievre,splé nomégalie,paleur,pancytopénie), une sérologie positive est
un solide argument en faveur du diagnostic.Cette sérologie fait appel a des

méthodes classiques (ELISA,IFI,westernblot).
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Tableau XXVII1: Performances des TDR Chagas existants.[65]

Performances des TDR Chagas xistants.

Résultatssursérum| Reésultat s surplasma
TDRChagas Fabricant sensibilite P! Sensibilité|  Spécificité

OnSite Chagas Ab i ,

Rapid test-Cassette * CTK Biotech (USA) CE 92 91 44 100

WL check-Chagas Wiener Lab | o | o | g 9 36 100

(Argentine)

Instantest Chagas Silanes (Mexique) 80 77 36 68
Trypanosoma detect | Inbios International |

Dipstick Test ° Inc. (USA) %3 % 40 100

Chagas QuickTest | Cypress (Belgique) | * | CE 90 94 44 100

Chagas Stat-Pak* Chembio (USA) | ' | CE 87 95 44 100

Millennium Biotech
Immu-Sure Chagas (USA) 10 98 52 80
SD-Bioline Chagas | 2dard Diagnostic| | op | gq 9 84 88
(Corée)

Simple Chagas WB | Operon (Espagne) CE 75 79 88 52

Serodia-Chagase Fujirebio (Japon) 96 95 68 100

InmunoCombe 11 Orgenics (Israél) 97 95 88 100

* Tests rapides utilisables pour le screening et la surveillance en et hors zone d'endémie . nécessité de
confirmation par les méthodes classiques.

De la méme facon que pour la trypanosomose américaine,les TDR anticorps
ont une importance majeure dans les zones d’endémie des pays en voie de
développement dont 1’environnement biologique, sur le terrain, est pauvre méme si
les grands centres disposent de tous les moyens modernes de diagnostic. Les TDR
leishmaniose-anticorps sont des tests immunochromatographiques sous forme de
cassette ou de bandelette sensibilisee avec un antigene recombinant,soit le
rKE16,s0it le rK39.Deux références bibliographiques principales,la métaanalyse
conduite parF.Chappuiseta [90] et 1’évaluation conduite sous 1’égide de I’OMS [91]

font le point sur I’intérét de ces reactifs.L.’enseignement principal tiré de ces deux
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publications est que le choix du reactif doit tenir compte des souches circulantes
dans la region considéree,un mauvais choix pouvant entrainer un sous diagnostic
considérable (tableauXXVI) .LesTDR sont suffisamments pécifiques pour étre
considérés comme diagnostiques lors de la définition de cas suspect (2semaines ou
plus de fiévre et splénomégalie) est respectée dans le sous continent indien. En
Afrique de I’Est et au Brésil en revanche, la sensibilité est au mieux entre 40 et
90% .En France I’utilisation d’un test rapide en premiere intention sur une
suspicion de leishmaniose viscérale a L.infantum permet d’avoir rapidement une
approche diagnostique qui pourrait reconfirmee secondairement par les methodes

classiques et la mise en evidence du parasite et de son ADN [92].
3. Bilharziose

Les bilharzioses représentent un probleme de santé publique dans de
nombreuses régions du monde. Le gold standard du diagnostic est la mise en
¢vidence des ceufs du parasite dans les selles ou les urines en fonction de I’espéce en
cause. La sensibilité de ces méthodes reste médiocre en particulier si un seul examen
direct est pratiqué. Pour les études épidémiologiques,la sérologie est plus adaptée.
Les premiers résultats obtenus avec un TDR destiné au diagnostic des bilharzioses a
Schistosoma mansoni eta S. haematobium [93] semblent intéressants d’une part en
santé publique pour appreécier la prévalence de la maladie avant de planifier une
intervention, et d’autre part en tant que méthode diagnostique dans une population
d’enfants d’age préscolaire chez qui la sensibilit¢ du TDR est identique a celle d’un
examen direct unique, méme si elle reste inférieure a la pratique d’examens directs
répétés (2 examens par filtration des urines ou 4 examens de selles avec
concentration de type Kato-Katz). Ces résultats doivent étre confirmés sur des études

plus larges ; le test n’est actuellement pas disponible en routine.
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Tableau XXIX: Performances des TDR leishmaniose.[65]

Performances des TDR leishmaniose

s Afrique ESt Brésil SCiIndien
Reactif AG Sens Spé Sens Spé Sens Spé
CrystalKA (Span |\ (r16 | 368096 | 98% | 61,506 | 98.4°A | 92,8%
Diagnostics)
D'aMed"g;-dE)'SH (Bio- | 139 | 87.2% |96,4%| 92% |95.6% | 98,8°/ | 97.6 %
Kalazar Detect (InBios) | rK39 | 67,6 % |90,8% | 84,79t | 96,896 | 99,6% | 96%
Signal-KA (Span 1\ 16 | 73296 96,4 9% | 79,2 % | 98,8°A 100 %
Diagnostics)
OnSite Leishmania Ab 0 o
rapid Tes (CTK Biotech) rk39 | NA NA NA NA |09,6% |96,8°A

[D’aprés 26].
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Les techniques complémentaires en pathologie infectieuse connaissent un
développement croissant ces dernieres années, consécutivement a
I’augmentation des patients immunodéprimés (patients infectés par le virus de
I'immuno déficience acquise ou patients traités par des thérapeutiques
immunosuppressive), et a I'émergence de nouvelles infections. certaines
maladies  infectieuses sont responsables actuellement de pandémie
(sida,tuberculose) dont I'évolution est tres imprévisible. Ainsi les pandémies
«jumelles» constituées par l'infection par VIH et par l'infection a Mycobacterium
tuberculosis sont en constante progression, avec I'apparition de formes de résistances
aux différents traitements proposés. Certaines de ces infections peuvent étre
diagnostiquées sur coupes tissulaires ou en cytopathologie,en I'absence notamment
de produits biologiques communiqués au laboratoire de microbiologie. La pathologie
infectieuse d'importation apres des séjours réalisés dans des zones endémiques est en
constante progression en France. Le pathologiste peut alors se trouver confronté a

devoir faire un diagnostic difficile car inhabituel, et parfois urgent.

Malgré cela ,la place de certaines techniques visant a identifier et a
caractériser un agent pathogéne dans un laboratoire de pathologie est souvent
controverseée.En effet,ces technique semblent parfois etre réservées aux
laboratoires de microbiologie,notamment en l'absence de compétences en
biologie moléculaire développées dans un certain nombre de laboratoires de
pathologie.Ces techniques peuvent étre aussi colteuses,et leurs pécificité et leur
sensibilité sont également parfois remises en question. Les demandes sont de
plus en plus importantes pour les pathologistes dans le domaine de la
pathologie tumorale (augmentation des anticorps a utiliser, développement de

la pathologie moléculaire tumorale, protocolisation des compte rendus)
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associées a une démographie de pathologistes décroissante en France ,laisse
une place de plus en plus restreinte pour un investissement dans le domaine de
la pathologie infectieuse. Quelle que soit la méthode complémentaire envisagée
en pathologie infectieuse, celle-ci doit étre discutée apres une analyse
morphologique rigoureuse des lésions, ceci pouvant permettre d'éviter des
examens inutiles. Nous décrivons ici, les différentes techniques
complémentaires potentiellement utilisable dans un laboratoire depathologie

pour le diagnostic des infections, ainsi que leurs avantages et leurs limites [94]
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Figure 34:exemples de I’apport des colorations histochimiques.[94]

A. Infection a Nocardiaspp. (coloration de Zielh-Neelsen x 800). E. Histoplasmose a petites levures (coloration de Gomori-Grocott x 1 000).
B. Actinomycose invasive osseuse (coloration par le PAS x 200). F. Lobomycose (coloration de Gomori-Grocott x 1 200).

C. Cryptococcose (coloration par le bleu Alcian x 630). G. Candidose pulmonaire (coloration par le PAS x 800).

D. Cryptococcose (coloration par le mucicarmin x 1 100). H. Mycobactériose non tuberculeuse digestive

(coloration de Zielh-Neelsen x 800, encart x 1 000).
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1. Les colorations complémentaires les plus utiles en pathologie

infectieuse et limites de ces colorations

Si les colorations histo ou cytochimiques,méthodessimples, rapides et peu
colteuses ont maintenant un champ d'ap- plication de plus en plus limité en
pathologie tumorale ,elles sont encore trés utiles au pathologiste dans le
domaine du diagnostic des maladies infectieuses [95-101] . Ces colorations
histochimiques sont tres nombreuses et elles peuvent étre en théorie toutes
mises en ceuvre dans un laboratoire de pathologie. Une revue exhaustive
réalisee par Woodset Walker montre les applications potentielles de ces
nombreuses colorations pour la détection en histologie ou en cytologie des
agents viraux, bactériens, mycotiques ou parasitaires [101]. Cependant, on peut
toutefois considérer qu'en pratique quotidienne, les colorations histochi miques
et cytochimiques sont plus particulierement utiles pour le diagnostic des
mycoses (coloration de Gomori- Grocott et coloration par I'acide périodique de
Schiff), et pour mettre en évidence les mycobactéries (coloration de Ziehl-

Neelsen) ou d'autres bactéries (coloration de Gram).[95-101]

En parasitologie, il est parfois important d’utiliser certaines colorations
(Giemsa, Ziehl-Neelsen, Warthin-Starry) en particulier pour la détection de certains
protozoaires comme les microsporidies. D’une fagon générale, on peut dire que ces
colorations histochimiques n'‘ont pas d'indication pour le diagnostic des

infectionsvirales.

Méme si les colorations histochimiques sont classiqguement largement
réalisées dans les laboratoires de pathologie,leur utilisation par les pathologistes,
en particulier par les nouvelles générations de pathologistes,a une nette

tendance a diminuer. Ceci est peut-étre li€ a une meconnaissance progressive
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de I’intérét de ces colorations, et a une perte de compétence du personnel
technique lors de la réalisation de certaines colorations comme les colorations
de War- thin-Starry, de BrownHoops, ou de Brown Brenn[101]. Si le
laboratoire de pathologie ne réalise pas régulierement ces colorations, il est
alors fortement conseillé d'effectuer en paralléle un témoin positif (par exemple
en cas de suspicion de tuberculose, il est utile de faire un cas témoin pour la
coloration de Ziehl-Neelsen). Ces colorations complémentaires, méme si elles
sont relativement simples a faire, présentent de grandes variations dans leur
sensibilité. Ainsi, il faut souvent d’assez nombreux pathogénes dans les tissus
pour gque ces colorations permettent un diagnostic. Cette sensibilité est
également variable selon la présence et I'étendue d'une nécrose associée, d'une
hypo ou d'une hyperfixation tissulaire ou cellulaire, et du fixateur utilisé. Par
exemple, certains filaments mycotiques (dont les mucorales) sont peu colorés par
l'acide périodique de Schiff lorsqu'ils sont présents au sein d’un foyer
nécrotique[102]. Laspécificité de ces colorations histochimiques est aussi
relativement limitée.Si la plupart des agents mycotiques sont colorés par le
Gomori-Grocott, certaines bactéries le sont aussi, ce qui peut poser en principe
des problemes d'interprétation pour les mycoses a petites levures. De méme, les
mycobacteries sont colorées par le Ziehl-Neelsen, mais les Nocardia, certaines
microsporidies et des bactéries(Rhodococcusegu) sont aussi visibles avec cette
coloration.[103]
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2. L’immunohistochimie en pathologie infectieuse intérét et limites

L'utilisation d’anticorps sur des coupes déparaffinées ou sur cytologie
permet soit de confirmer la présence, soit de mettre en évidence des agents
pathogenes lorsqu'ils n'étaient pas ou peu visibles sur les colorations standards
[96, 100,104] (figure35). Actuellement ces anticorps sont essen tiellement
utilisés pour identifier certains agents viraux(en particulier Cytomegalovirus,
Epstein-Barrvirus, Herpésvirus de typel ou 2, Papillomavirus, virus de I'hépatite
B), et plus rarement des agents mycotiques (Pneumocystis jiroveci) ou
parasitaires (Toxoplasma gondii) (69,100,104). Hormis [l'anticorps anti
Treponema pallidum. les anticorps ciblant les agents bactériens sont pas ou peu
utilisés dans un laboratoire de pathologie ou bien sont en principe inutiles et
d'indication discutable. Si certains anticorps sont commercialisés et largement
répandus, d'autres sont produits dans des laboratoires de recherche et/ou
accessibles uniguement dans des centres d'expertise en pathologie infectieuse
(CDC d’Atlanta ou Institut Pasteur par exemple). Ainsi, certains de ces anticorps
sont utilisables sur des coupes déparaffinées, mais ne sont pas commercialisés,
ce qui rend leur emploi tres confidentiels.[105,106].D’autres anticorps , bien que
commercialisés, sont peu utilisés car ils ciblent des infections rarement
observeées dans un laboratoire de pathologie (anticorps anti-varicelle/zona, anti-
virus syncytial respiratoire).On peut ici signaler que la grande majorité de ces
anticorps ne sont pas marqués, et sont en principe réservés pour la recherche.
Ceci peut donc limiter leur utilisation, a I'neure ou la démarche d'accréditation
dans les laboratoires de pathologie impose certainement 1’utilisation d’anticorps
CE-IVD pour affirmer un diagnostic. Sur le plan pratique, un des freins majeurs

a I’utilisation de ces anticorps est la rareté de leur utilisation potentielle dans un
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laboratoire de pathologie. En effet, si certains laboratoires possedent un
recrutement orienté vers des patients immunodéprimés (patientsVIHpositifs,
patients ayant bénéficié d'une greffe d’organe), ou sont associés a un centre de
maladies infectieuses et tropicales, d'autres sont peu ou pas concernés en
principe par des prélevements pouvant avoir potentiellement une infection.
Ainsi, il parait quasiment impossible pour la grande majorité des laboratoires de
pathologie, notamment pour les laboratoires du secteur libéral, de posséder une
batterie d’anticorps permettant la mise en évidence d'agents pathogenes. Ces
anticorps, dont I’utilisation se périme assez vite, ne seront parfois jamais utilisés,
voire au mieux utilisés une seule fois. Il est évident que pour des raisons
budgétaires et pratiques, il est donc impossible de les posséder au laboratoire
dans la grande majorité des cas. Ceci pose donc la question d’un circuit a mettre
en place en cas d'un diagnostic urgent a réaliser, notamment chez un patient
immunodéprimé. Il faut avoir la possibilit¢ d’adresser alors ce cas en
consultation a un centre d'expertise ayant a sa disposition un panel d’anticorps
ciblant les agents pathogénes. Tout comme pour les anticorps utilisés en
pathologie tumorale, il convient de pouvoir faire en paralléle ,un contréle témoin
négatif et un contréle témoin positif, ce qui en pratique peut étre de réalisation
difficile selon I’agent pathogene suspecté .Certains experts nord-ameéricains
affichent ainsi cette possibilité de recours au diagnostic, mais 1’avis diagnostique
est sujet a une facturation non négligeable, et le fait que ces centres se situent aux
Etats-Unis rend aussi le turn around time ou le délai de rendu des résultats
certainement trop long en cas d'urgence. Une politique de réflexion doit donc
s’engager, en particulier a 1’échelon européen, afin d’identifier des laboratoires
de pathologie ayant la capacité de réaliser des examens immunohistochimiques

avec un trés large panel d’anticorps anti-agents pathogenes.
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Figure 35: exemples de I’apport de I’'immunohistochimie pour I’identification des agents
pathogenes.[94]
A. Infection a Cytomégalovirus (immunohistochimie en immunoperoxydase x 1 500).
B. Infection & Herpes simplex virus de type 1
(immunohistochimie en immunoperoxydase x 1 100).
C. Infection par le virus syncytial respiratoire
(immunohistochimie en immunoperoxydase x 1 100).
D. Infection par le virus herpes humain de type 8(anticorps LANA 1, immunohistochimie en
immunophosphatase x 400).
E. Infection par Toxoplasma gondii
(immunohistochimie en immunoperoxydase x 800).
F. Infection par Leishmania
(immunohistochimie en immunoperoxydase x 800).
G. Pneumocystose pulmonaire (immunohistochimie en immunoperoxydase x 320).
H. Infection a Treponema pallidum
(immunohistochimie en immunoperoxydase x 1 100)
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3. Hybridation in situ et détection des agents pathogenes

L'hybridation in situ (HIS) est une technique qui reste assez colteuse dans
un laboratoire de pathologie, rendant ainsi son utilisation assez rare pour la
détection des agents pathogenes. Ainsi les indications sont peu fréquentes en
pathologie infectieuse et doivent étre bien posées pour que cette technique
soit utile au diagnostic. L’indication principale est trés certainement la mise
en évidence du virus d’Epstein-Barr avec la sonde EBER notamment en cas
de suspicion de carcinome du nasopharynx, ou en cas de lymphomes malins
(lymphome B despatients immuno- déprimes, certains lymphomes T, ou
maladie de Hodgkin par exemple).[107] L’intérét croissant pour la
détection d'une infection a papillomavirus associée a un carcinome de la
téte et du cou (en particulier au niveau de I’oropharynx) rend de plus en
plus nécessaire de faire une HIS sur ces tumeurs, en particulier avec des
sondes ciblant différents génotypes de ce virus. D’autres sondes de détection
d'agents viraux sont commercialisées mais leur emploi est actuellement plus
exceptionnel (sondes anti-VIH, anti-HHV8,etc.). La mise en évidence des agents
mycotiques, des parasites (protozoaires) et des bactéries par HIS est possible mais
est tres peu développée dans les laboratoires de pathologie [108-111]
(figure36). Une telle approche pourrait cependant potentiellement présenter un
intérét pour des prélévements n’ayant pas €t¢ communiqués pour un examen
direct et une mise en culture au laboratoire de microbiologie. L'avantage de
I'HIS en pathologie est de pouvoir localiser avec précision I'agent pathogéne et
aussi de pouvoir analyser la réaction tissulaire associée a la présence de ce
pathogéne, ce que ne permettent pas le plus souvent les techniques de

microbiologie. En théorie, presque tous les agents pathogénes pourraient étre mis
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en évidence par HIS dans un laboratoire de pathologie [112]. Les limites a
I'utilisation de I'HIS en pathologie infectieuse sont similaires a celles citées plus
haut pour ’immunohistochimie. Il est aussi souvent nécessaire qu'un nombre
suffisant de pathogénes soient présents dans les tissus pour permettre leur
détection par HIS [112]. Il parait ainsi impossible, compte tenu des contraintes
budgétaires et des applications le plus souvent exceptionnelles, que tous les
laboratoires de pathologie puissent posséder les différentes sondes de détection

des agents pathogénes.
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Figure 36: Exemples de I’intérét de 1’hybridation in situ pour I’identification des agents
pathogenes.[94]

A. Mise en évidence du virus d’Epstein-Barr (sonde EBER x 200).
B. Identification d’une infection pulmonaire a Pseudomonas aeruginosapar
une sonde spécifique (fluorescence x 1 100).

C. Identification d’une infection colique a Salmonella typhimuriumpar une
sonde spécifique (fluorescence x 1 100).
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4. Biologie moléculaire (amplification des acides nucléiques par
polymérase Chain réaction) en pathologie infectieuse : une

utilisation controversée dans les laboratoires de pathologie.

De multiples publications font état de la possibilité d'appliquer les techniques
de (polymerase chain reaction ou PCR) a partir de coupes tissulaires déparaffinées
afin d'identifier des agents pathogénes. Ainsi, de nombreux agents pathogenes sont
identifiables a partir de tissus fixés en paraffine en appliquant les techniques de
PCR, que ce soient des virus, des agents mycotiques, des parasites ou des bactéries
[112-115]. Ces techniques de PCR doivent étre probablement développées a partir
de coupes déparaffinées et non pas a partir de coupes congelées, et ce pour des
raisons d'hygiene et de sécurité du personnel du laboratoire de pathologie. Malgré
cela, il faut bien admettre que ces technigues sont peu implantées dans les
laboratoires de pathologie, notamment en France. Un certain nombre de détracteurs
existe en effet dans le monde des pathologistes concernant cette application en
pathologie infectieuse, bien qu'un certain nombre de laboratoires européens et nord-
américains ait mis au point ces méthodes en pathologie infectieuse, au méme titre
que pour la pathologie tumorale. La PCR est un outil particulierement sensible et
specifique pour faire le diagnostic d'une infection en pathologie a condition d'étre
utilisé avec certaines précautions.

Il est indispensable de corréler les résultats obtenus par cette technique de
biologie moléculaire avec la morpho- logie du méme bloc de paraffine ayant servi a
faire des copeaux de coupes tissulaires. Une étape de macrodissection (voire de
microdissection laser) permet d’optimiser les résultats en délimitant les zones
d'intérét a analyser [116, 117]. Les mémes contraintes mises enplace pour la

gestion de la phase préanalytique d'un préléevement tumoral destiné a la biologie
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moléculaire doivent étre appliquées [118]. Il est incontournable de changer la lame
de rasoir du microtome entre chaque bloc de paraffine, et de réaliser en paralléle
des controles négatifs (a partir d’un bloc de paraffine vierge) et des contrdles
positifs (a partir de blocs tissulaires dans lesquels 1’agent pathogene a déja été
isolé). Des inconvénients et des critiques peuvent étre émis pour le développement
de cette technique en pathologie infectieuse. Certains pathologistes pensent que
cette pratique doit étre réservée a des biologistes moléculaires et doit étre réalisée
dans un laboratoire de microbiologie. L'acquisition de nouvelles compétences dans
ce domaine par les pathologistes et la mise en place d'un circuit de 1’échantillon
adapté et d'un secteur de pathologie moléculaire doivent permettre I'implantation de
cette méthode dans un laboratoire de pathologie. La distinction entre des antigenes
de pathogene encore pré sents dans les tissus et dégradés et une infection active et
évolutive peut étre difficile, et impose dans tous les cas une confrontation avec la
clinique et avec les lésions histologiques ou cytologiques. Il faut aussi étre sar
d’¢éliminer une contamination en cas de résultat positif. Cette technique a également
un codt élevé et elle est encore actuellement (du moins en France) hors
nomenclature. Comparativement aux autres méthodes complémentaires
(histochimie, immunohistochimie et/ou HIS), la PCR peut prendre plus de temps et
selon le niveau d'urgence diagnostique, ceci peut mettre un frein a son
développement dans un laboratoire de pathologie. En effet, comme pour la
pathologie tumorale, les cliniciens demandent un délai raisonnable de réponse apres
le prélevement et le respect d’un «turn around time » relativement court doit étre
réalisé dans I'intérét du patient. La PCR sur bloc de tissu inclus en paraffine
présente l'avantage de pouvoir déetecter plusieurs agents pathogenes a partir d'un
méme prélevement et donc de diagnostiquer des coinfections [119]. Finalement

cette technique devrait aussi permettre d'optimiser les possibilités du diagnostic
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étiologique de certaines inflammations granulomateuses dont la cause reste
hypothétique sur les colorations histochimiques. C'est dans ce contexte que de
nombreux travaux ont été réalisés dans le but didentifier Mycobacterium
tuberculosis au sein des lésions tissulaires incluses en paraffine. Le débat sur
I'intérét de cette approche reste ouvert. La coloration de Ziehl-Neelsen mangue de
sensibilité,rendant ainsi I'éventualité de faux négatifs fréquente, soit parce que les
bacilles sont présents en tres faible quantité, soit parce que ces bacilles sont
dégrades et fragmentés, et non visibles. C’est ici que la biologie moléculaire peut
permettre d’optimiser les possibilités du diagnostic de tuberculose. Il faut aussi
souligner la rapidité de la PCR par rapport a la culture des mycobactéries, méthode
de réeference. Cependant la PCR sur coupes déparaffinées peut étre également
négative. Ceci peut étre lié a la présence d'inhibiteurs de la polymérase présents
dans les tissus, a une hyperfixation tissulaire, a une quantité trop faible d'ADN
de 1’agent pathogéne et/ou a sa dégradation, et a une digestion enzymatique

insuffisante des tissus.

5. La microscopie électronique: quelle place en pathologie

infectieuse ?

La microscopie ¢lectronique (ME) a la réputation d’étre une méthode
difficile (réalisable uniguement par un per sonnel technique hautement qualifi€),
fastidieuse, longue, onéreuse, et difficilement accessible. Ainsi les résultats de
ME sont souvent donnés plusieurs semaines apres le prélevement, ce qui limite
certainement 1'intérét de cette technique dans le cadre de I’offre de soin. Les
microscopes electroniques ont progressivement déserté les laboratoires de
pathologie et les hdpitaux, faute de personnel (technique et médical) compétent,

d’une demande de plus en plus réduite, et de 1’absence de prise en charge

179



budgétaire. La ME permet la détection et l'identification de trés nombreux
pathogenes [120-122]. Cependant, le champ d’application de la microscopie
électronique en pathologie infectieuse est actuellement trés restreint dans le
cadre du diagnostic. Il faut toutefois rappeler que c’est grace a la ME que le virus
du sida et plus récemment le virus du SRAS ont pu étre identifiés a partir de
prélevements tissulaires chez 'nomme. Cette technique avait également permis
I’identification et la caractérisation d'autres microorganismes en pathologie
humaine, comme cer taines especes de protozoaires (E.bieneusii.S.intesfina),
certains champignons ou certaines bactéries (Bartonella). Ainsi, la ME est tres
utile pour le diagnostic des maladies infectieuses émergentes [123-124]. Enfin,
c'est probablement pour la mise en évidence des virus, que la ME peut étre utile
dans le domaine de la pathologie infectieuse [125].En effet, la morphologie des
particules virales résiste bien a une fixation formolée, méme prolongée, et les
différents virus peuvent étre ainsi identifies dans les tissus et dans les cellules
grace a la taille, la forme, le mode de groupement et la localisation subcellulaire

des particules virales.
6. Quel futur en pathologie infectieuse pour les autres techniques?

Comme en pathologie tumorale,le développement de certaines méthodes
pourrait trouver une application dans un laboratoire de pathologie dans le
futur.Sans étre exhaustif, on peut ainsi citer les possibilités d’analyse a haut
débit par microarrays par utilisation de puces a ADN permettant I'identification
de certains génotypes et aussi d'analyser la réaction tissulaire associée, ou de
puces a micro ARN permettant aussi d'identifier certains agents pathogenes
et/ou de caractériser la réaction inflammatoire au contact de cet agent

pathogéne [126-129]. Les techniques de spectrométrie de masse, en particulier
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celles permettant de coupler I'analyse a I'imagerie tissulaire (Maldi-TOF-MS),
permettent de détecter des agents pathogenes et de les identifier [130]. La
technique de pyroséquencage devrait aussi permettre I'identification de certains
agents pathogénes au sein des tissus dans un avenir relativement proche [131].
Ces différentes méthodes utilisées dans les laboratoires de recherche pourront
peut-étre un jour étre utilisées par les pathologistes afin d'optimiser le
diagnostic des maladies infectieuses. Il conviendra alors évaluer leur codt, leur

champ d'application, et le passage a une nomenclature d'actes biologiques.
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-les examens complémentaires en pathologie infectieuse connaissent un
développement ces derniéres années consécutivement a I’émergence de
nouvelles infections dont certaines sont responsable actuellement de
pandémies.

-un examen complémentaire reste un complément de I’examen clinique,
son indication doit étre bien réfléchie, la consultation reste 1’acte médical par

excellence, I’examen complémentaire ne vient qu’ apres.

-I’infection a une expression biologique et radiologique, la
compréhension des régles de prescription et la bonne pratique de chaque
examen sont nécessaires pour suivre une bonne démarche diagnostic.

-I’ infectiologue est un medecin clinicien assurant la prise en charge des
patients atteints d’infections bactériennes, virales, fongiques ou parasitaires,
notamment les plus complexes et difficiles a traiter et les maladies infectieuses
émergentes ;

Il sait diagnostiquer, choisir les explorations complémentaires
pertinentes, poser I’indication ou la non-indication d’un traitement anti
infectieux selon des criteres multiples, assurer la surveillance et la tolérance
d’un traitement, il sait identifier les situations d’urgence infectieuse et agir en

conséguence ;

Il joue un rbéle majeur dans la reconnaissance, ’alerte, la prévention
individuelle et collective de la diffusion des maladies transmissibles, son
expérience de clinicien lui confere un rble d’expert dans I’évaluation de
I’'impact écologique et économique des maladies infectieuses sur

I’environnement et la collectivité.
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RESUME

Titre : éxamens complémentaires en pathologie inféctieuse : téchniques

résultats et interprétation
Auteur : Soundous BENNOUR
Rapporteur : Pr. Yassine SEKHSOUKH

Mots-clés : infection; bilan ; hémogramme; inflammation; laboratoire.

Les examens complémentaires en pathologie infectieuse connaissent un
développement ces dernieres années, consécutivement a 1’augmentation des
patients immunodéeprimés ainsi qu’a 1’émergence de nouvelles infections dont

certaines sont responsables actuellement de pandémies.

lls sont d’ordre biologique, radiologique et nucléaires ; spécifiques et non

spécifiques.

L’hémogramme a pour but d’apporter des informations quantitatives et
qualitatives sur les cellules sanguines, il doit étre prescrit devant des signes
évoquant une diminution d’une ou plusieurs lignées sanguines, les valeurs

normales varient selon I’age , le sexe et 1’origine ethnique .

Le bilan inflammatoire est habituellement estimé par la mesure de la
vitesse de seédimentation, il n’y a pas d’intérét a associer le dosage du
fibrinogéne qui est souvent redondant, sauf dans les rares cas de syndrome

inflammatoire a VS normale ;

La compréhension des regles de prescription et la bonne pratique de

chague examen sont nécessaires pour suivre une bonne démarche diagnostic.
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ABSTRACT

Title: Additional examinations in infectious Disease: techniques results and interpretation
Author: Soundous BENNOUR

Supervisor: Pr.Yassine SEKHSOUKH

Keywords: infection —-hemogram-infammation —tests- laboratory

Additional tests in infectious pathology are developing dynamically consecutively to
the increase of immune suppressed patients and emergence of new infections some of

wich are currently responsible for pandemies.
They are biological, radiological,nulear ;specific and non specific

Hemogram is an automated test, it aims to bring qualitative and quantitative informations
of blood cells , it must be prescriped in the presence of signs suggestive of the decrease of one

or more blood cells , normal values vary depending on age ,sex and ethnicity.

Inflammatory test is usually estimates by the measure of the rate of sedimentation,
there is no point in associating the dosage of fibrinogen exept in rare cases of

inflammatory syndrome with a normal rate of sedimentation.

Specific test are biological, radiological and nuclear , understanding the rules of

prescription is required to follow a good diagnostic approach.

Rapid diagnostic tests have the advantage of being quickly achievable, however the
possibility of false negative and positive results require an interpretation from trained

biologists.

Development of additional tests in pathologie laboratorys enabled optimization of
diagnostic,therapeutic and prognostic approaches in tumor pathology , most of these
methods may have a field of application in infectious pathology , however their potential

Is remaining little known, what limits their use by the pathologist.
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