Société
Francaise
de Pédiatrie

Recommandations sur I’utilisation des nouveaux outils diagnostiques étiologiques des

infections respiratoires basses de I’enfant de plus de trois mois

Recommendations for the use of diagnostic testing in low respiratory infection in children

older than three months

Titre court : Utilisation des nouveaux outils diagnostiques dans les infections respiratoires basses

de ’enfant.

Auteurs

Groupe de Pilotage

V Houdouin®, G Pouessel**®, F Angoulvant®, J Brouard*, J Derelle®, M Fayon®, A Ferroni’, JP
Gangneux?®, | Hau’, M Le Bourgeois'™, M Lorrot*, J Menotti*?, N Nathan'®, A Vabret', F
Wallet™.

Groupe de Cotation

S Bonacorsi'®, R Cohen'’, J de Blic'®, A Deschildre®, V Gandemer®, | Pin*, A Labbe?, P Le
Roux?®, A Martinot*, S Rammaert®

Groupe de Recherche sur les Avancées en Pneumo-Pédiatrie (GRAPP)

JC Dubus®, C Delacourt?’, C Marguet®®.

1: Service des Maladies Digestives et Respiratoires de I’Enfant, Hopital Universitaire Robert
Debre, Université Paris Diderot, APHP, Inserm U1016, Paris.

2 : Service de pédiatrie, centre hospitalier de Roubaix

3: Service d'Accueil des Urgences Pédiatriques, Unité d'Epidémiologie Clinique - INSERM
CIES. Hopital Robert Debré, APHP, Paris.



4 : Service de Pédiatrie Médicale, EA4655 U2RM, CHU de Caen, Caen.

5 : Service de médecine infantile et de génétique clinique, Hopital d'enfants, Vandoeuvre, Nancy.
6 : CHU de Bordeaux, Département Pédiatrique, Centre d’Investigation Clinique (CIC 0005),
Bordeaux.

7 : Service de Microbiologie, Hopital Universitaire Necker-Enfants Malades, Paris.

8 : Service de Parasitologie-Mycologie, Hopital Pontchaillou - CHU de Rennes, Rennes.

9 : Service de Pédiatrie, Centre Hospitalier Intercommunal de Créteil. Créteil.

10 : Service de Pneumologie et Allergologie Pédiatriques, Hépital Universitaire Necker-Enfants
Malades, APHP, Paris.

11 : Service de Pédiatrie Génerale, Hopital Universitaire Robert Debre, Université Paris Diderot,
, Inserm CIE5, APHP.

12 : Service de Parasitologie-Mycologie, hépital Saint-Louis, AP-HP et Université Paris Diderot,
Sorbonne Paris Cité, Paris.

13 : Service de Pneumologie Pédiatrique - Hopital Universitaire Armand Trousseau, Paris,
APHP.

14 : Service de virologie, EA4655 U2RM, CHU de Caen, Caen

15 : Centre de Biologie et Pathologie, Institut de Microbiologie-Service de Bactériologie, CHU
Lille.

16 : Service de Microbiologie, Hopital Universitaire Robert Debre, Université Paris Diderot,
Inserm CIES, APHP.

17 : Service de Microbiologie, Centre Hospitalier Intercommunal de Créteil. Créteil.

18 : Service de Pneumologie et Allergologie Pédiatriques, Hopital Universitaire Necker-Enfants
Malades, Paris

19 : Unité de pneumologie et allergologie, clinique de pédiatrie, Hopital Jeanne de Flandre,
CHRU Lille

20 : Unité d'hémato-oncologie et greffes de moelle, UMR 6290 Université de Rennes 1
CHU Hépital Sud- Rennes.

Société
Francaise
de Pédiatrie



22 : Service des Urgences Pédiatriques, CHU estaing, Clermont-Ferrand.

23 : Service de pédiatrie, Groupe hospitalier, Le Havre.

24 : Clinique de Pédiatrie, CHRU de Lille et Université de Lille 2

25: Université Paris-Descartes, Sorbonne Paris Cité, APHP, Service des Maladies Infectieuses et
Tropicales, Hopital Necker-Enfants Malades, Institut Imagine, Paris
26 : Unité de Pneumopédiatrie, CNRS URMITE 6236, CHU Timone-Enfants, Marseille.

27 : Service de Pneumologie et Allergologie Pédiatriques, Hopital Universitaire Necker-Enfants
Malades, APHP, Paris.

28 : Pneumologie et Allergologie Pédiatrique, CHU-Charles Nicole Université de Rouen, Rouen.

Abréviations :

Al: Aspergillose Invasive

BG : antigénes beta-(1-3)-D-glucanes

ECBC : Examen cytobactériologique des crachats

ED : Examen Direct

GRAPP : Groupe de Recherche sur les Avancées en PneumoPédiatrie
GM : Antigénes galactomannanes d’Aspergillus

HAS : Haute Autorité de Santé

IF Immunofluorescence

IFI : Infection Fongique Invasive

IRB : Infection Respiratoire Basse

LBA : Lavage Broncho-Alvéolaire.

PCT : Procalcitonine

SPA : Société Pédiatrique de Pneumologie et d’ Allergologie Pédiatrique
TDR : Test de Diagnostic Rapide

VARS : Voies Aériennes Respiratoires Supérieures

Société
Francaise
de Pédiatrie



VPP : Valeur Prédictive Positive
VPN : Valeur Prédictive Négative

Abstract

Recommendations for the use of diagnostic testing in low respiratory infection in children older
than three months, were produced by the Groupe de Recherche sur les Avancées en Pneumo-
Pédiatrie (GRAPP) under the auspices of the French Paediatric Pulmonology and Allergology
Society (SP2A). The Haute Autorité de Santé (HAS) methodology, based on the Formalized
Consensus, was used. A first panel of experts analyzed the English and French literature to
provide a second panel of experts with recommendations to validate. Only the recommendations
are presented here, but the full text is available at the website of the French Paediatric

Pulmonology and Allergology Society (SP2A).

1/Introduction et Méthodes.

L’apparition de nouveaux outils pour le diagnostic des infections respiratoires basses de I’enfant
(IRB) nécessite une réflexion sur la pertinence de leur utilisation dans la prise en charge
thérapeutique. La Société Pédiatrique de Pneumologie et d’Allergologiec (SP’A) a proposé
d’établir des recommandations chez 1’enfant de plus de trois mois, qui ont été divisées en
cing volets: diagnostic du pneumocoque, diagnostic virologique, diagnostic des germes atypiques
(Mycoplasma pneumoniae et Chlamydophila pneumoniae), indications de la procalcitonine, et
diagnostic des infections fongiques (pneumocystose et aspergillose invasive). La méthode utilisée
pour la conduite de ces recommandations est inspirée du guide méthodologique « Bases
méthodologiques pour [’¢laboration de recommandations professionnelles par consensus
formalisé » publié par la Haute Autorité de Santé (HAS) en janvier 2006 . La recherche
bibliographique a utilisé la base de données bibliographiques automatisées Embase avec
combinaisons de mots clés MeSH et la recherche bibliographique sur moteur internet PubMed.
La littérature en anglais et en francais a été analysée. Les membres du groupe de pilotage étaient
libres d’ajouter toute bibliographie pertinente. Cette recherche a identifié les recommandations
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pour la pratique clinique, les conférences de consensus, les articles de décision médicale et les
revues de la littérature et/ou méta-analyses. La littérature en anglais et en francais a été analysée.
Chaque membre du groupe de pilotage, par groupe de deux ou quatre, s’est vu attribué un volet
de la thématique générale. La premiére réunion du groupe de pilotage a été consacrée a la
présentation orale bibliographique. L’¢laboration de recommandations a été realisée apres la
présentation orale par chaque sous-groupe. Chaque sous-groupe a rédigé des propositions avec
leur argumentaire qui ont été ensuite reformulées par le coordonnateur du groupe et adressées au
groupe de cotation de facon a assurer une cotation initiale. Chaque recommandation a été cotée
sur une échelle de 1 et 9 (1: recommandation totalement inappropriée et 9: totalement
appropriée). L’attribution du niveau de preuve scientifique fourni par la littérature ainsi que la
gradation des recommandations ont utilisé la classification proposée par le guide du consensus
formalis¢ de I’HAS et issue du «guide d’analyse de la littérature et gradation des
recommandations » publi¢ par ’ANAES en Janvier 2000. Cette classification comprend 4
niveaux de preuve scientifique (cotés de 1 a 4) et 3 niveaux de gradations des recommandations
(cotés de A a C).

[A] : une recommandation de grade A est fondée sur une preuve scientifique établie par des
études de fort niveau de preuve comme des essais comparatifs randomisés de forte puissance et
sans biais majeur, des méta-analyses d’essais comparatifs randomisés ou des analyses de décision

basée sur des études bien menées (niveau 1)

[B] : une recommandation de grade B est fondée sur une présomption scientifique fournie par des
études de niveau intermédiaire de preuve, comme des essais comparatifs randomisés de faible

puissance, des études comparatives non randomisées bien menées ou des études de cohorte

(niveau 2)

[C] : une recommandation de grade C est fondée sur des études de moindre niveau de preuve,
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comme des études cas-témoins (niveau 3), des études comparatives comportant des biais
importants, des études rétrospectives, des séries de cas ou des études épidémiologiques
descriptives (transversale, longitudinale) (niveau 4)

[(J]: en I’absence de preuve scientifique, des recommandations ont été proposées et gradées
comme correspondant a un avis d’experts recueilli au sein des membres du groupe de pilotage.
Le manque de preuve scientifique n’implique en rien que la recommandation n’est pas pertinente,
mais qu’au contraire le groupe d’experts estime cette recommandation importante car fondée sur
une pratique clinique, méme s’il n’existe pas, a ce jour, d’étude pouvant attester de cette

pertinence.

2/Recommandations sur ’utilisation des nouveaux outils diagnostiques dans les infections

respiratoires basses de I’enfant & pneumocoque : évaluation des outils et indications.

2.1/Introduction.

Le diagnostic d’infection respiratoire basse a pneumocoque permet au niveau individuel une
meilleure prise en charge, avec notamment une antibiothérapie adéquate, et au niveau collectif
une surveillance épidémiologique permettant d’adapter les recommandations et le suivi de
I’évolution des résistances. Il n’y a pas de « gold standard» pour le diagnostic bactériologique des
pneumonies ni chez 1’adulte ni chez I’enfant. L’enfant, beaucoup plus fréquemment que 1’adulte,
pose le probléme du portage fréquent de Streptococcus pneumoniae au niveau des voies aériennes
supérieures. La colonisation du rhinopharynx débute dés les premiers mois de la vie, atteint son
maximum en age préscolaire puis décline progressivement. Pour poser le diagnostic d’infection
respiratoire basse a pneumocoque, il faut donc avoir des outils qui permettent de différencier le

portage de I’infection.
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2.2/Description des types de prélévements nécessaires au diagnostic des IRB a

Streptococcus pneumoniae.

Le diagnostic de certitude repose sur I’isolement du pneumocoque sur des prélévements a priori
stériles tels que le sang et le liquide pleural. Pour comparer les nouveaux outils diagnostiques, les
études se referent essentiellement aux hémocultures. La quantité de sang a prélever est fonction
du poids de I’enfant. En pratique, les hémocultures sont réservées aux enfants hospitalisés ou vus
aux urgences.

Dans la plupart des études, I’examen cytobactériologique des crachats (ECBC) fait partie des
outils diagnostiques. Cependant, cet examen ainsi que 1’expectoration induite sont difficiles a
réaliser chez le petit enfant. Lorsque cela est possible, un ECBC peut étre réaliseé chez le grand
enfant, Ia encore seulement pour les pneumonies nécessitant une hospitalisation sous certaines
conditions. Il existe des critéres de qualité pour interpréter correctement un ECBC : au moins 25
leucocytes et moins de 10 cellules épithéliales par champ. Ces criteres permettent de sélectionner
I’ECBC le plus proche de I’aspiration trachéale®. L’examen direct des ECBC permet de suspecter
la responsabilité du pneumocoque dans 31 a 68% des cas selon les études. La culture des ECBC
permet le diagnostic dans 28 a 86% des pneumopathies a pneumocoque identifiées par une
bactériémie, un antigéne soluble urinaire positif ou une PCR dans le sang chez les adultes . Si
I’on ne s’intéresse qu’aux pneumopathies a pneumocoque diagnostiquées par la clinique, la
radiologie et I’hémoculture positive, I’examen direct et la culture de ’ECBC (correctement
effectué et prélevé sans antibiothérapie préalable) suggere un pneumocoque dans 57% et 79% des
pneumonies aigiies communautaires (PAC) respectivement. La valeur prédictive positive (VPP)
de I’expectoration diminue en cas d’antibiothérapie ou de retard d’acheminement du prélévement
(st le préléevement n’est pas conservé au froid) *. Les limites de 'ECBC sont également li¢es a la
grande variabilité intra et inter- technicien®®. Chez I’enfant, 'ECBC est donc un outil
diagnostique qui ne peut étre utilisé que sous certaines conditions.

Le prélévement pharyngé n’est pas un bon outil pour le diagnostic de pneumocoque compte-tenu

du portage.
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Les urines sont prélevées pour la recherche de 1’antigénurie pneumococcique. Elles doivent étre
fraiches et non concentrees.
Le lavage broncho-alvéolaire (LBA) est un examen invasif réservé a des situations particuliéres

qui doit étre effectué selon les recommandations de I’ERS ‘.

2.3/ Description des outils diagnostiques dans les infections respiratoires basses a S.

pneumoniae.

2.3.1/ Examen direct et culture.

Le diagnostic classique du pneumocoque est basé sur I’examen direct et la culture. L’aspect
typique des pneumocoques a I’examen direct (cocci a Gram positif lancéolés) disparait en cas de
traitement antibiotique, rendant difficile son identification par des criteres morphologiques.
L’interprétation d’une culture positive est facile dans un liquide normalement stérile comme le
sang, ou le liquide pleural au cours d’une pleurésie. Toutefois, dans une pneumopathie
communautaire non compliquée, seules 3 a 10% des hémocultures sont positives. Pour les
¢chantillons tels que I’expectoration, les prélevements distaux ou le LBA, le portage
nasopharyngé fréquent chez I’enfant rend leur interprétation difficile. On distingue alors la
colonisation de I’infection par des seuils dont la justification n’a jamais été établie chez 1’enfant.

Ces seuils sont 10’ UFC/ml pour I'ECBC et 10* UFC/m| pour le LBA.

2.3.2/ PCR.

La Polymerase Chain Reaction (PCR), comme la culture, n’est facilement interprétable que sur
des prélévements ne contenant pas le germe de fagcon commensale: liquide pleural, sang. Il
n’existe pas de kit commercial de PCR ciblant le pneumocoque pour les prélevements
pulmonaires ou sanguins a la différence du liquide céphalo-rachidien. Deux méthodes de PCR
sont décrites dans la littérature: une PCR spécifique ciblée uniquement sur le pneumocoque, et
une PCR universelle bactérienne (ARN 16S) qui nécessite une étape de séquencage.

Plusieurs PCR spécifiques au pneumocoque existent en fonction des cibles génétiques choisies,
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811 1a PCR détectant le géne de la

avec une sensibilité et une spécificité différentes
pneumolysine (ply) et la PCR détectant le gene de ’autolysine (lytA). Deux nouvelles cibles ont
été récemment décrites: le fragment Spn9802 (portion spécifique de I’ARNr16S) et le géne psaA
(pneumococcal surface antigen).

La PCR universelle ARN 16S est ciblée sur un géne présent chez toutes les bactéries, codant pour
I’ARN ribosomal 16S. La séquence de ce géne est connue pour plus de 4000 especes. Elle met en
évidence la plupart des bactéries classiques sans diagnostic présomptif de départ. Elle nécessite
une ¢étape de séquengage. Sa sensibilité est variable en fonction de I’espéce bactérienne (10 a 100
UFC/ml) et est souvent inférieure a celle des PCR spécifiques qu’il faut donc privilégier. De plus,
la cible 16S différencie mal S. pneumoniae des autres streptocoques oraux. Cette PCR universelle
est utilisée sur des prélévements habituellement stériles, pour lesquels on suspecte une infection
mono-bactérienne autre que S. pneumoniae. Elle a été bien évaluée sur les liquides pleuraux dans

les pleuropneumopathies mais pas dans le sang™2.

2.3.2.1/PCR S. pneumoniae dans le sang.

La sensibilité de la PCR dans le sang est trés variable en fonction des cibles spécifiques utilisées

(29 & 100%) et semble meilleure chez I’enfant® >

. La spécificité chez I’enfant est moins bonne
en raison du portage. La PCR détectant le géne de la pneumolysine (ply) dans le sang® est peu
spécifique et peut étre positive dans le sang des porteurs pharyngés sains>*. La PCR détectant le

géne de I’autolysine (IytA) est plus sensible et spécifique que celle utilisant la cible ply™™°

, et ne
semble pas étre influencée par un portage®. Deux nouvelles cibles: le fragment Spn9802 et le
géne psaA semblent spécifiques mais peu d’études ont été publiées a ce jour, avec une moindre

sensibilité de psaA par rapport & IytA'’.
2.3.2.2/PCR S. pneumoniae dans les prélévements respiratoires.

Il n’existe pas de données dans la littérature qui ont évalué I’intérét de la PCR spécifique S.

pneumoniae dans 1’expectoration ou le LBA chez I’enfant. Les rares études ayant évalué I’ intérét




de la PCR spécifique S. pneumoniae dans 1’expectoration ont été faites chez 1’adulte en utilisant
la cible ply ***°. L utilisation d’une PCR spécifique S. pneumoniae est potentiellement plus
intéressante a réaliser dans le LBA que dans une expectoration, car le LBA, moins contaminé par
la flore ORL, donne des résultats plus spécifiques. Cependant, 1a encore, tres peu d’études sont

20 Actuellement la

disponibles, réalisées uniquement chez 1’adulte avec la cible ply
contamination des ECBC et de fagon moindre le LBA par la flore ORL rendent difficile

I’interprétation de la positivité de ces PCR.
2.3.2.3/PCR S. pneumoniae dans le liquide pleural.

La meilleure sensibilité de la PCR par rapport a la culture prend ici tout son intérét, d’autant plus
qu’en pratique clinique, les enfants atteints de pleurésie purulente ont souvent recu une
antibiothérapie préalable. Plusieurs études pédiatriques confirment 1’intérét de la PCR dans le
diagnostic des pleurésies purulentes a pneumocoque de I’enfant. Les publications anciennes
utilisaient la PCR ply > 2 les plus récentes la PCR IytA 2. Le Monnier et al. ** ont étudié
prospectivement 78 enfants atteints de pleurésie purulente dont 60% avaient recu une
antibiothérapie préalable. L’analyse du liquide pleural par culture et PCR a authentifi¢ une
bactérie dans 77% des échantillons, 51% étant du pneumocoque. Parmi les 40 enfants ayant une
pleurésie prouvée a S. pneumoniae, la PCR 16S, confirmée par la PCR ply, a augmenté la
détection bactérienne dans 43% des cas. L’étude finlandaise de Lahti et al., a évalué la PCR ply
dans le liquide pleural de 12 enfants #. La culture était positive pour un patient, la PCR dans le

I 22

liquide pleural pour 9 enfants. L’étude australienne de Strachan et al. “°, sur 137 enfants atteints

de pleurésie purulente, a montré une plus grande sensibilité de la PCR IytA par rapport a la
culture du liquide pleural (49,6% versus 8,1%) %. Par ailleurs, la PCR permet un sérotypage du

pneumocoque grace a 1’étude moléculaire directe sur le liquide pleural S

2.3.3/Antigéne Binax.

Le BinaxNOW® S.pneumoniae, est un test rapide par immunochromatographie qui détecte le
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avec d’autres streptocoques alpha-hémolytiques (Streptococcus mitis et Streptococcus oralis).

2.3.3.1/Test BinaxXNOW® dans les urines.

Le portage nasopharyngeé est fréquent chez les enfants (7 & 22%) et est responsable de nombreux
faux positifs du BinaxNOW® urinaire, comme 1’a montré initialement Dowell et al %, Dans cette
étude, les auteurs ont étudié prospectivement les résultats du BinaxNOW® chez 88 enfants
présentant une pneumonie clinico-radiologique et chez 198 témoins dont 21% étaient colonisés a
S. pneumoniae. Les auteurs n’ont pas trouvé de différence significative entre le taux de
BinaxNOW® positif chez les enfants présentant une pneumonie et les témoins. Un BinaxNOW®
positif était tres corrélé a la colonisation nasopharyngée a S. pneumoniae. Les auteurs ont donc
conclu que le Binax n’avait pas d’indication dans le diagnostic des pneumonies de I’enfant.
Cependant, cette étude ne différenciait pas les résultats par tranche d’age. La sensibilité du
BinaxNOW® pour la détection d’une infection a S. pneumoniae des voies aériennes inférieures
de I’enfant est insuffisante puisqu’elle varie entre 66 et 92% selon les études, tout comme sa

spécificité qui varie entre 62 et 75%>%

. Il n’a pas non plus été retrouvé de corrélation entre la
charge bactérienne et la positivité du BinaxNOW® . Le BinaxNOW® a aussi été évalué dans
une population d’enfants présentant une pathologie pulmonaire chronique sous-jacente. La
encore, il n’a pas montré d’intérét pour mettre en évidence la présence d’une pneumonie a S.
pneumoniae %% Enfin, ce test peut rester positif longtemps apres 1’infection, y compris apres une
antibiothérapie ou aprés une vaccination antipneumococcique'® . Le BinaxNOW® a
également été utilisé par certaines équipes sur le sang, les urines concentrées et/ou congelées, le
LBA, et le liquide pleural: I’é¢tude de Bagett et al. réalisée sur 15 flacons a montré I’existence de
faux positifs sur des flacons d’hémocultures non inoculés *!. Jacobs et al., en testant le
BinaxNOW® sur le LBA de patients adultes, ont retrouvé une sensibilité de 95% et une
spécificité de 86% avec 10 faux positifs sur 96 patients *2. Ce résultat n’a pas été conforté par des
études pédiatriques. Enfin, le BinaxNOW® sur urines concentrées semble avoir une meilleure
sensibilité mais une spécificité plus faible ** °. Chez I’adulte, la sensibilité et la spécificité du test
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portage du pneumocoque est proche de I’adulte, le BinaxNOW® pourrait étre utilisé en cas de
doute diagnostique sur une infection respiratoire basse a pneumocoque. Les limites de cet
examen chez I’adulte comme chez I’enfant sont la présence de faux négatifs, de faux positifs avec

des especes proches du pneumocoque et de positivité a distance d’une infection a pneumocoque
27

2.3.3.2/Test BinaxNOW® dans le liquide pleural.

Le BinaxNOW® est un test trés intéressant dans le liquide pleural. Son interprétation est facile, le
liquide pleural étant normalement stérile. Sa réponse est rapide et son codt faible par rapport a
celui des diagnostics moléculaires. Dans 1’étude de Le Monnier et al, la sensibilité du Binax
NOW® était de 90%, la spécificité de 95%, la VPP de 95% et la VPN de 90% pour des
pleurésies diagnostiquées par culture et/ou PCR %, La spécificité a sans doute été sous évaluée
car les 2 faux positifs retrouvés correspondaient probablement a d’authentiques infections a
pneumocoques. Les résultats n’ont pas été modifiés aprés congélation de 1’échantillon. Martinon-
Torres et al. ont étudié prospectivement 55 enfants atteints de pleuropneumopathie. S.
pneumoniae a été identifié par culture et/ou PCR ply chez 51% d’entre eux >*. La détection
d’antigéne pneumococcique réalisée chez ces enfants a montré une sensibilité de 96% (2 faux
négatifs). Dans une étude espagnole de Casado Flores et al., sur 73 liquides pleuraux d’enfants
dont 60 étaient positifs par culture et/ou PCR ply a S. pneumoniae, la sensibilité du BinaxNOW®
sur le liquide pleural était de 88%, la spécificité de 71%, la VPP de 97% et la VPN de 38 % *.
Dans 1’étude de Strachan et al., le Binax NOW® avait une sensibilité de 83,8%, une spécificité
de 93,5%, une VPP de 93,4% et une VPN de 84,1%, comparé aux résultats obtenus par

hémoculture, culture et /ou PCR IytA dans le liquide pleural %,

La recherche d’antigénes pneumococciques par BinaxNOW® semble donc étre un trés bon
examen diagnostique sur le liquide pleural. Il n’existe pas de réaction croisée avec d’autres

genres bactériens, et les possibles réactions croisées avec les S. oralis ou mitis éventuellement
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détectés ne posent pas de probléme diagnostique car ils ne sont pas responsables de pleurésie

purulente.

2.3.3.3/Test BinaxNOW® dans le sang et le LBA.

Le BinaxNOW® a également été utilise par certaines équipes sur le sang et le LBA avec de

nombreux faux positifs® %2,

2.4/Recommandations.

Pour la prise en charge des pneumopathies de 1’enfant :

- Les techniques actuelles de PCR pneumocoque dans le sang ne sont pas recommandées en
routine, car elles n’influencent pas la prise en charge clinique des malades méme si elles
permettent d’augmenter la sensibilité du diagnostic de pneumonie a pneumocoque (Grade A).

- Les techniques actuelles de PCR pneumocoque ne sont pas recommandées dans les
expectorations (Expert).

- Chez I’enfant, le BinaxNOW® urinaire n’est pas recommandé en raison de faux positifs liés au
portage fréquent et asymptomatique du pneumocoque (Grade A).

- Chez I’adolescent, dans un contexte de suspicion de pneumopathie a pneumocoque clinique et
radiologique, I’antigéne soluble urinaire (BinaxNOW®) peut étre une aide pour le diagnostic
(Expert).

Pour la prise en charge des pleurésies de I’enfant :

- L’analyse bactériologique classique (direct et culture) du liquide pleural doit étre réalisée
systématiquement en cas d’épanchement pleural associé ou non a une pneumonie (Grade A).

- La recherche d’antigénes pneumococciques par BinaxNOW® dans le liquide pleural est
recommandée pour le diagnostic de pleuropneumopathie a pneumocoque chez I’enfant, méme
apres le début des antibiotiques et méme chez un enfant vacciné contre le pneumocoque (Grade
B).
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- Si le BinaxNOW® et la culture sont négatifs, la réalisation d’une PCR ciblée sur le géne IytA du
pneumocoque sur le liquide pleural est recommandée pour les laboratoires qui en disposent
(Expert).

- Si la PCR pneumocoque dans le liquide pleural est négative, la recherche diagnostique pourrait
étre complétée par la réalisation de PCR ADNrl16S ciblant d’autres germes rencontrés dans les

pleurésies de 1’enfant (Expert).

3/Recommandations sur Dutilisation des nouveaux outils diagnostiques virologiques au

cours des IRB de I’enfant de plus de trois mois : évaluation des outils et indications.

3.1/Prérequis.

En dehors des études épidémiologiques, le diagnostic d’une infection virale n’a d’intérét que si
des conséquences cliniques immédiates peuvent étre tirées du résultat. L’identification rapide
d’un virus peut éviter la réalisation d’examens complémentaires inutiles, réduire le taux
d’hospitalisation chez 1’enfant fébrile et faciliter la prescription précoce d’antiviraux tout en
évitant la prescription abusive d’antibiotiques *°. Il convient toutefois de rester prudent car des
co-infections (virus et/ou bactéries et/ou atypique) sont possibles. La présence d’un virus ne peut
¢liminer la présence d’une bactérie, et le diagnostic d’un pathogéne viral au cours d’une
pneumopathie ne permet aucunement d’exclure le bénéfice éventuel d’une antibiothérapie. En
pathologie respiratoire, la clinique est peu spécifique: 1’association entre un virus et un tableau
clinique reste faible®’. Tous les virus respiratoires peuvent étre incriminés dans les infections
respiratoires basses mais le VRS, les Rhinovirus et Enterovirus, les Adenovirus et la grippe *
sont les plus impliqués chez les enfants de moins de 5 ans hospitalisés. Les épidémies sont plus
ou moins reguliéres, et intenses selon les années, et se chevauchent. La pertinence de détecter un
virus selon le tableau clinique et la saisonnalité est discutable mais peut étre orientée par les
données épidémiologiques régionales. Elles sont accessibles via les réseaux de surveillance de la
grippe et des autres infections respiratoires (réseau GROG en population générale, réseau
RENAL en milieu hospitalier).
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3.2/Mise en évidence d’antigénes viraux intra-cellulaires par immunofluorescence.

Les tests d’immunofluorescence sont directs ou indirects, ils permettent la mise en évidence des
antigenes viraux intra-cellulaires via une lecture au microscope a IF. Actuellement, les anticorps
monoclonaux permettant un test d’IFD sont disponibles pour 8 cibles virales incluant VRS,
métapneumovirus, le virus de la grippe A et B, virus parainfluenzae 1, 2 et 3, ’adénovirus. Cette
technique est simple et relativement rapide. Elle permet une évaluation directe de la qualité du
prélevement respiratoire, jugée sur le nombre de cellules respiratoires visibles sur le frottis. La
mise en évidence d’antigénes viraux signe une réplication active du virus dans les voies

respiratoires.

3.3/Techniques de détection d’antigenes extra-cellulaires par immuno-

chromatographie.

Ces tests sont appelés Tests de Diagnostic Rapide ou TDR. lls ont essentiellement été développés
pour 3 cibles virales: la grippe A et B, le VRS. Leur avantage principal est leur facilité
d’utilisation avec un délai de réponse allant de 15 a 30 mn. La lecture est colorimétrique. Ces
tests ne permettent pas de vérifier la richesse en cellules du prélévement. La quantité d’antigénes
présente dans le prélevement modifie la performance du test, et explique la sensibilité variant de
10 2 96% pour les TDR. La quantité d’antigénes dépend aussi du type et sous-type viral (moindre
pour HIN1), de 1’age du patient (meilleure chez le jeune enfant), du moment du prélévement
(meilleure au cours ** * des premiers jours de la maladie, ou au pic de ’épidémie), et de la
sévérité du tableau clinique **** % e TDR Grippe en pédiatrie ambulatoire pourrait modifier
la prise en charge des enfants et permettre une rationalisation des soins par la prescription rapide
d’antiviraux (lorsqu’ils sont nécessaires) %.39 Dans les services d’urgences, ’utilisation des TDR
permet de réduire le nombre de radiographies thoraciques, d’antibiothérapies, de raccourcir le

temps de passage aux urgences, de diminuer le recours aux autres examens complémentaires ***.

3.4/Mise en évidence de génomes viraux ADN ou ARN par méthodes de biologie
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moléculaire.

Ces techniques sont basées pour la plupart sur les techniques de PCR. Elles sont précédées d’une
étape de transcription inverse (RT) en cas de génome ARN (RT-PCR). Ces techniques ont pour
avantage d’étre adaptables a tous les virus, d’étre sensibles et spécifiques et permettent une
standardisation et une automatisation. Les trousses de détection multiplex ont connu un
développement spectaculaire et de nombreuses trousses enregistrées « Communauté
Européenne » sont actuellement disponibles*®®*®. La sensibilité comparée de ces différentes
trousses est trés difficile a établir et il n’existe pas actuellement de données publiées incluant tous
les formats. La tres grande sensibilité de ces techniques permet la détection méme lorsque le
virus se réplique a bas niveau (en début de contamination ou en phase d’excrétion virale, ou lors
d’infection pauci symptomatique). Le diagnostic virologique dans les pneumopathies
hospitalisées en période épidéemique est utile pour initier le traitement antiviral adapté selon les
recommandations®. Pour les patients immunodéprimés, le diagnostic étiologique le plus
exhaustif possible est nécessaire pour, au niveau individuel, adapter les traitements et, au niveau
collectif, prévenir les épidémies intra-hospitalieres. Le diagnostic moléculaire par PCR multiplex
répond a cette indication mais n’a pas été évaluée chez I’enfant en termes d’intérét clinique et

thérapeutique.

3.5/Les prélévements respiratoires.

La qualité du préléevement est déterminante. Le diagnostic virologique respiratoire direct
nécessite un prélévement riche en cellules respiratoires ciliées, réalisé le plus tot possible aprés
I’apparition des symptomes cliniques®® au niveau du site de réplication des virus. En pratique
courante il faut privilégier les prélevements de nez aux prélevements isolés dits de «gorge ». lls
se pratiquent par écouvillonnage ou par lavage-aspiration. L’ aspiration nasale ou naso-pharyngée
constitue le prélevement optimal pour la détection des virus respiratoires, mais 1’écouvillonnage
donne de trés bons résultats, est plus facile a réaliser, et génére moins de contamination pour

I’entourage®®. La combinaison naso- et oro-pharynx des différents écouvillons dans le méme pot
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de prélévement augmente ’efficacité de détection des virus respiratoires

3.6/Recommandations.

- Le prélevement pour la recherche étiologique virale doit étre realise le plus précocement par
rapport au début de I’infection, pour augmenter la sensibilité (Grade A).

- L’aspiration nasale ou nasopharyngée est le mode de prélévement a privilégier pour les tests
d’IF et de biologie moléculaire chez les enfants; la réalisation de 1’écouvillon risque d’étre mal
faite chez les enfants en age préscolaire. (Expert).

- Si le mode de prélévement choisi est 1’écouvillon, il faut privilégier 1’écouvillonnage nasal
profond (Grade A).

- Pour le TDR, I’écouvillonnage doit étre effectué de préférence sur un écouvillon floqué, en
suivant les recommandations du fabriquant (Grade A).

- Le choix des TDR de la grippe et leur utilisation sont plus ou moins pertinentes et doivent étre
décidés tous les ans selon les données épidémiologiques fournies par les réseaux de surveillance
de la grippe (Grade A).

- Le TDR de la grippe doit étre réalisé au cours des IRB de I’enfant, en période épidémique, en
ambulatoire, aux urgences ou en hospitalisation, si des conséquences immédiates peuvent étre
tirées du résultat positif pour ’enfant et son entourage (Expert).

- En hospitalisation, lors de la période épidémique, 1’utilisation de I’'TF, élargie au maximum de
virus respiratoires, est a privilégier au TDR si le plateau technique le permet et si des
conséquences immédiates peuvent étre tirées du résultat pour I’enfant et son entourage (Expert).

- En hospitalisation, lors de la période épidémique, le diagnostic virologique par biologie
moléculaire, est a réaliser si les autres tests diagnostiques viraux sont négatifs et si des
conséquences immédiates lors de I’hospitalisation peuvent étre tirées du résultat pour I’enfant et
son entourage. Celui-ci doit alors utiliser le plus de cibles virales possibles (Expert).

- Chez les enfants immunodéprimés, au cours d’une IRB, I’IF puis la PCR multiplex en cas de

négativité de I’IF doivent étre réalisées. (Expert).
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4/Recommandations sur [Dutilisation du dosage de la procalcitonine (PCT) dans le
diagnostic des infections respiratoires basses de I’enfant de plus de trois mois : évaluation et

indications.

4.1/ Prérequis.

La procalcitonine (PCT) est une prohormone de la calcitonine synthétisée par les cellules C de la
thyroide. Le dosage de la PCT repose sur une méthode immuno-enzymatique sandwich en une
étape et détection finale en fluorescence. Deux générations de dosage sont rapportées dans la
littérature. Les tests de deuxiéme génération (Kryptor et BIO Mérieux) ont des limites inférieures
de sensibilité plus performantes respectivement de 0,05 ng/ml et 0,09 ng/ml. Une seule étude
pédiatrique récente concernant les infections respiratoires basses de 1’enfant utilise le test Kryptor
de deuxiéme génération®®. Le dosage peut étre réalisé sur sérum ou sang total. La cinétique
d’augmentation de la PCT au cours des infections bactériennes est plus précoce que celle des
autres marqueurs biologiques usuels. C’est un marqueur plus spécifique que la CRP ou le taux de
polynucléaires neutrophiles au cours des infections bactériennes graves de I’enfant. Les études portant
sur la PCT au cours des IRB de I’enfant sont trop hétérogenes pour permettre une comparaison
systématique sur la performance diagnostique de la PCT par rapport a ces autres marqueurs
inflammatoires (globules blancs, CRP). Les moyens diagnostiques utilisés pour identifier I’agent
pathogéne sont variables: PCR, sérologies, ECBC, IF. Parmi ces études, peu sont prospectives.
Lorsque les études se rapportent aux IRB exclusivement®”®® la sensibilité, la spécificité et la
valeur de I’aire sous la courbe de la PCT pour différencier une étiologie bactérienne d’une
étiologie virale sont variables. Il existe un chevauchement des valeurs de la PCT et des autres
marqueurs inflammatoires (CRP, globules blancs) entre les pneumopathies virales et
bactériennes, y compris & pneumocoque 3 %8¢ Ce chevauchement ne permet pas de fixer un
seuil discriminant. La PCT semble cependant avoir une meilleure spécificité que la CRP pour le
diagnostic d’une IRB a pneumocoque.

L’¢élaboration des stratégies thérapeutiques guidées par la valeur de la PCT dans les infections
respiratoires basses a été proposée chez les adultes ®""*. Une seule étude a évalué cette approche
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chez 319 enfants hospitalisés, agés de 1 mois & 14 ans’®. Cette population suivie pendant une
durée de 1 mois apres ’hospitalisation a été randomisée en deux groupes. Dans le premier groupe
(n=155), I’antibiotique a été prescrit systématiquement pour une durée minimale de 7 jours et
dans le second (n=155), le choix de I’instauration ou de I’arrét de I’antibiothérapie a été guidé par
la valeur de la PCT au seuil de 0,25 ng/ml. Les auteurs montrent que le dosage de la PCT a deux
reprises permettrait de réduire le nombre (-14%) et la durée (-5,5j) des antibiothérapies. Dans une
étude rétrospective, Cohen et coll. montrent que 1’¢1évation de la PCT pourrait étre un marqueur
de bonne réponse aux Béta-lactamines’®. Des études complémentaires sont par conséquent
nécessaires chez I’enfant pour confirmer la place de la PCT et des autres marqueurs inflamatoires
comme ¢lément décisionnel de mise en route d’une antibiothérapie.
4.2/Recommandations.

-La PCT, comme les autres marqueurs inflammatoires (CRP, globules blancs), analysee
isolément ou en combinaison aux autres marqueurs inflammatoires, ne permet pas de poser le
diagnostic d’IRB bactérienne ou virale (Grade A).

-L’utilisation de la PCT comme élément décisionnel pour débuter une antibiothérapie et pour
évaluer la durée de cette antibiothérapie, comme les autres marqueurs inflammatoires (CRP,

globules blancs), nécessite d’étre confirmée par des études complémentaires chez 1’enfant
(Grade B).

5/Recommandations sur ’utilisation des nouveaux outils diagnostiques dans les infections
respiratoires basses de I’enfant de plus de trois mois a Mpycoplasma pneumoniae et

Chlamydophila pneumoniae : évaluation des outils et indications.

5.1/Pré Requis.

Le diagnostic d’infection respiratoire basse a Mycoplasma pneumoniae ou & Chlamydophila
pneumoniae repose habituellement sur I’évolution clinique et la réponse au traitement; les
examens complémentaires ne sont habituellement pas nécessaires. Les techniques

microbiologiques conventionnelles de culture ne sont pas recommandées’"®.
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5.2/ Sérologie.

5.2.1/ M. pneumoniae

La sérologie permet un diagnostic indirect rétrospectif. Elle ne doit donc étre réalisée que si le
diagnostic est indispensable. La présence d’IgM, témoignant d’une primo-infection, est observée
chez I’enfant. Les IgM apparaissent une semaine apres le début des symptomes et les IgG deux
semaines apres pour disparaitre au bout de plusieurs mois. La sensibilité et la spécificité de la
sérologie varient dans la littérature en fonction des techniques utilisées. Il existe un taux
important de faux négatifs: 20 % des sérums précoces ne montrent pas de présence d’IgM s’ils
sont prélevés trop tot. Si le prélévement n’est pas réalisé de fagon trop précoce, avec une trousse
ELISA de bonne qualité, la sensibilité et la spécificité chez I’enfant sont proches de 90% 8L e
témoin positif de ces études étant une PCR positive plus ou moins couplée a un diagnostic

clinique.

5.2.2/ C. pneumoniae
Pour C. pneumoniae, il faut un délai minimum de 3 semaines pour 1’apparition des IgM. Le délai
d’apparition des IgG est de 6 a 7 semaines, et ils persistent plusieurs mois, parfois a un titre élevé
longtemps apres le traitement 8. Lors d’une réinfection, les IgM n’apparaissent pas et les IgG
augmentent aprés 2 semaines. La technique de micro-immuno-fluorescence préconisée aux USA
est une méthode peu applicable pour un diagnostic en temps réel. De plus, c’est une technique
peu standardisable et subjective®. Les techniques sérologiques ELISA basées sur les trousses
commerciales permettent la mise en évidence d’IgG et d’IgM et présentent une sensibilité et une

spécificité médiocre®.
5.3/PCR.

5.3.1/ Quels prélévements, quelles techniques?

M. pneumoniae adherant aux cellules respiratoires, les résultats de la PCR sont conditionnés par
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la qualité du préléevement. Les aspirations nasales semblent meilleures pour la PCR que les
prélevements de gorge’” ®®. La PCR peut étre réalisée sur écouvillons mis en milieu de
transport. L’idéal est de coupler les deux prélévements obtenus par aspiration nasale et
prélevement pharyngé dans un méme milieu de transport. Le laboratoire doit étre capable
d’apprécier la conformité du prélévement et l'absence d'inhibiteurs de I'amplification au cours de
la PCR™®. Le LBA et le brossage bronchique sont également des prélévements adaptés,
contrairement aux expectorations, trop contaminées®. La PCR dans le sang a été également
évaluée mais avec une mauvaise sensibilité par rapport aux prélévements respiratoires®®. La
sensibilité de détection des techniques de PCR est de ’ordre de 10 bactéries par ml de produit
pathologique. Les données de la littérature concernent un grand nombre de mises au point, toutes
populations confondues (adultes et enfants); elles utilisent le plus souvent des techniques
«maison» en PCR conventionnelle ou en PCR temps réel, couplant parfois la recherche de
plusieurs cibles en une seule PCR (multiplex). Plus récemment, quelques études utilisant des kits

commerciaux en situation réelle d’épidémie ont montré des résultats variables.

5.3.2/ M. pneumoniae

Pour M. pneumoniae, les cibles amplifiées le plus souvent utilisées sont 1’adhésine P1 ou
’ADNr16S%. Les différentes mises au point techniques reprennent des prélévements en
rétrospectif et s’appuient sur une définition clinique et/ ou sérologique, avec des sensibilités et
spécificités variant de 97-100 % et 99-100 %°*%. Les études prospectives utilisent soit une
« PCR maison » en temps réel soit des kits commerciaux, et trouvent des valeurs de sensibilité-
spécificité de 87-93% en définissant les cas d’infections sur la base d’arguments cliniques,

radiologiques, sérologiques et/ou de culture bactérienne " & %

. Le portage sain chez 1’enfant
diagnostiquée par méthode de biologie moléculaire est de I’ordre de 20%°. La méthode directe
d’amplification génique par PCR ne permet donc pas pour le moment de différencier portage et
infection®. 11 faut donc réaliser et interpréter la présence d’un signal PCR positif dans un
contexte d’IRB comme évocateur d’infection a M. pneumoniae.

Ainsi les techniques de PCR présentent la meilleure sensibilité et spécificité pour le diagnostic
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d’infection a M. pneumoniae, méme si elles ne permettent pas encore de différencier le portage

sain de I’infection.

5.3.3/ C. pneumoniae

La cible amplifiée dans la mise au point de PCR correspond toujours & un fragment du gene
codant pour une protéine de membrane externe (OmpA). Si les mises au point techniques relatent
des performances du méme ordre que pour M. pneumoniae, peu de données sont disponibles dans
I’application en pratique quotidienne chez I’enfant. Ainsi déja en 2007, la FDA ne préconisait pas
I’utilisation de la PCR dans le diagnostic des IRB™®. En effet, C. pneumoniae peut faire partie de
la flore commensale oro-pharyngée de 1’héte, rendant plus délicate 1’interprétation d’un résultat
positif d’une PCR. Dans un contexte d’IRB chez 1’enfant de plus de trois mois, il reste donc
difficile d’interpréter une PCR C. pneumoniae positive méme en association avec les résultats de
la sérologie. Ceci ne peut donc étre un diagnostic certain et reste un diagnostic tardif qui ne
modifiera donc pas la prise en charge.

5.4/Recommandations

- Si le diagnostic d’infection a M. pneumoniae est nécessaire, les techniques de PCR dans les 7
jours qui suivent le début des symptémes sont celles qui présentent la meilleure sensibilité et
spécificité méme si elles ne permettent pas de différencier le portage sain de I’infection (Grade
A).

- Le LBA reste le prélevement de choix pour la PCR, mais le prélevement nasopharyngé ou
nasal sont également possibles (Grade A).

- Si I’évolution le nécessite, I’approche optimale pour le diagnostic d’infection a M. pneumoniae
est d’associer a la PCR une sérologie prélevée au plus tot une semaine apres le début des
symptomes (Expert).

- Si la PCR n’a pas été réalisée et si le diagnostic est nécessaire, la sérologie devra étre prélevée
au plus tot une semaine apres le début des symptémes pour éviter les faux négatifs (Expert).

- Chez I’enfant la présence d’IgM signant I’infection aigu€, un deuxiéme prélévement n’est alors

22

Société
Francaise
de Pédiatrie



pas nécessaire (Expert).

- Si la premiére sérologie ne montre pas d’IgM et si le diagnostic est nécessaire, une deuxieme
sérologie, a la recherche d’IgM et d’IgG, sera réalisée deux a trois semaines aprés la premiére
(Grade B).

-Actuellement, la sérologie C. pneumoniae présente une sensibilité et une spécificité insuffisantes
pour le diagnostique d’IRB chez I’enfant de plus de trois mois, et n’est pas recommandée (Grade
B).

- L’amplification génique n’est pas recommandée pour le diagnostique d’IRB a C. pneumoniae
compte tenu de la faible prévalence de C. pneumoniae et du fait que la PCR ne permet pas de

différencier portage chronique et infection (Grade B).

6/Recommandations sur ’utilisation des nouveaux outils diagnostiques de la pneumocystose
de I’enfant dans les infections respiratoires basses de I’enfant de plus de trois mois :

évaluation des outils et indications.

6.1/Prérequis.

La pneumocystose pulmonaire a été décrite initialement chez des enfants non immunodéprimés
mais dénutris aprés la seconde guerre mondiale®’. Les déficits immunitaires innés % les enfants
bénéficiant d’une greffe d’organe®™'®, les enfants bénéficiant d’une greffe de cellules souches
hématopoiétiques, les enfants atteints de tumeurs solides, d’hémopathies malignes ou qui
recoivent un traitement immunosuppresseur sur la population lymphocytaire T (les traitements
utilisant la corticothérapie prolongée, la cyclosporine, le méthotrexate, I’endoxan, les analogues
des purines) semblent plus & risque pour la pneumocystose® ***. Chez I'enfant atteint par le VIH,
le risque de pneumocystose est étroitement lié au taux de lymphocytes T CD4", en sachant que
chez I'enfant de 1 & 6 ans un taux < 1000 CD4/mm?® correspond déja & un déficit modéré et que
l'on parle de déficit sévére au-dessous de 500 /mm?®. Les études épidémiologiques de
séroprévalence montrent que 1’exposition a P. jirovecii chez I’enfant sain survient précocement

avant ’age de deux ans ‘%%, Cette primoinfection est mise en évidence chez 10% & 15% des
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habituelle comporte une triade associant fiévre, toux seche et dyspnée d'installation progressive,
associée radiologiquement & une pneumopathie alvéolo-interstitielle * *®, Chez les enfants non
infectés par le VIH, la présentation clinique peut étre en tout point semblable a une infection
bactérienne classique. L’hypoxémie est souvent plus sévére et la dyspnée plus importante * 1%,
Le tableau radiologique est habituellement celui d’une pneumopathie interstitielle mais cette

présentation radiologique peut étre absente.

6.2/Quels prélévements?

La sensibilité et la spécificité des méthodes de diagnostic varient en fonction du type de
prélevement et du statut VIH du patient. Le LBA reste la procédure de choix pour le diagnostic
10411 mais le diagnostic peut étre effectué sur les aspirations nasopharyngées et les

. . . . . , . 112
expectorations induites chez 1’enfant par biologie moléculaire .
6.3/ Quels examens réaliser pour la recherche de P. jirovecii ?

6.3.1/Les outils diagnostiques classiques.

Le diagnostic classique repose sur la mise en évidence microscopique des différentes formes de
Pneumocystis : formes trophiques, prékystiques ou kystiques **3. La coloration de May-Griinwald
Giemsa et sa variante RAL-555 (RAL Diagnostics) mettent en évidence les formes trophiques et
les kystes. La coloration argentique de Gomori-Grocott et la coloration au Bleu de Toluidine
mettent en évidence les kystes. La sensibilité du diagnostic microscopique est supérieure a 75%
sur le LBA si le patient est infecté par le VIH 01113115 Chez e patient non infecté par le VIH,
la sensibilité du diagnostic microscopique est souvent inférieure & 50% sur le LBA. L’IF
indirecte présente une meilleure sensibilité par rapport aux techniques de coloration classique

pour la mise en évidence des formes kystiques**’ ™.
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6.3.2/Les outils diagnostiques moléculaires.

Plusieurs techniques de biologie moléculaire ont été développées . Le diagnostic moléculaire
par PCR permet d’améliorer la sensibilité du diagnostic, particulierement chez les patients
immunodéprimés séronégatifs pour le VIH® 2121 | es avantages de la PCR sont multiples :
trés bonnes sensibilité et spécificité, avec une bonne VPN %1% Mais la PCR conventionnelle ne
permet pas de différencier colonisation et infection'?®. La quantification des charges fongiques
par PCR en temps réel permet cette distinction'***®. Cette technique quantitative est validée chez
I’adulte mais pas chez 1’enfant, et il n’existe pas actuellement de consensus sur les seuils, ni de
méthode standardisée.

Chez I’enfant séropositif pour le VIH, la PCR n’est pas indispensable sur le LBA car la
sensibilité du diagnostic microscopique par IF est suffisante. Chez 1’enfant immunodéprimé
séronégatif pour le VIH, le diagnostic microscopique est moins sensible et le diagnostic
moléculaire doit étre demandé si le diagnostic microscopique est négatif en cas de suspicion de

pneumonie a Pneumocystis.

6.4/Recommandations.

- La recherche de P. jirovecii doit étre réalisée chez des enfants chez qui il existe des symptémes
cliniques évocateurs de pneumocystose pulmonaire, et pour lesquels le terrain a risque est connu
ou suspecté: déficit immunitaire inné, infection par le VIH, immunosuppression par
chimiothérapie, traitement immunosuppresseur, corticothérapie prolongée, greffes d’organes ou
de moelle, dénutrition sévére (Grade A).

- Le LBA reste le préléevement de choix pour le diagnostic de pneumocystose pulmonaire, mais
I’aspiration nasopharyngée et 1’expectoration induite si I’enfant est en age de la réaliser sont
également possibles (Grade C).

- La recherche de Pneumocystis par diagnostic moléculaire effectué sur écouvillons naso-
pharyngés et ringages oro-pharyngés reste a valider chez ’enfant en cas de suspicion de

pneumocystose pulmonaire (Expert).
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- Chez I’enfant avec une suspicion de pneumonie a Pneumocystis, la biologie moléculaire sera
réalisée systématiquement si le diagnostic microscopique est négatif, quelque soit le type de
recueil en dehors du LBA chez I’enfant séropositif pour le VIH pour lequel le diagnostic

microscopique seul suffit (grade B).

7/Recommandations sur ’utilisation des nouvux outils diagnostiques pour le diagnostic des

infections fongiques invasives a champignons filamenteux responsables d’infections

respiratoires basses de I’enfant de plus de trois mois : évaluation des outils et indications.

7.1/Prérequis.

Les pathologies liées a Aspergillus spp. se présentent sous la forme d’un continuum anatomo-
clinique, depuis la simple colonisation, jusqu’a I’infection invasive. Elles dépendent notamment
de facteurs sous-jacents. Le poumon est impliqué dans 70% des aspergilloses invasives. Pour les

populations pédiatriques, quatre études peuvent étre retenues %

avec des populations de 28 a
76 patients. Elles retrouvent la neutropénie comme facteur de risque principal, en particulier pour
une valeur inférieure & 500/mm? sur une durée de plus de 10 jours. Les leucémies aigués sont les
terrains le plus a risque, mais également les déficits immunitaires primitifs de ’enfant, les
transplantations (essentiellement de cellules souches hématopoiétiques allogéniques), les
traitements immunosuppresseurs ciblant les lymphocytes T ou la corticothérapie au long cours.
Pour la corticothérapie, des valeurs seuils sont évoquées : 0,3 mg/kg/j de prednisone plus de 3
mois ou 1 mg/kg/j de methylprednisolone plus de 3 semaines. Des aspergilloses invasives (Al)
chez des sujets immunocompétents ont également été publiées, mais surtout dans la population
adulte’®,

Afin de mieux définir les infections fongiques invasives, des critéres ont été révisés en 2008 par
les experts du Mycoses Study Group (MSG) du groupe européen de /’European Organization for
Research and Treatment of Cancer (EORTC)™®. Ils déterminent 3 niveaux de classification :

prouvé, probable et possible pour 1’Al de I’adulte, critéres qu’il est proposé d’utiliser également

en pédiatrie. Pour poser le diagnostic d’Al pulmonaire prouvée, il est nécessaire d'identifier
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l'agent fongique dans une biopsie profonde ou un prélevement a l'aiguille dirigée, soit a ’ED soit
en culture, en excluant les produits du LBA. Le diagnostic des Al probables repose sur des
critéres de terrain, des arguments clinico- radiologiques et des critéres biologiques. Les criteres
biologiques reposent soit sur des tests directs avec la découverte d’Aspergillus spp. a I'ED ou par
culture, dans I'expectoration, le LBA ou le brossage bronchique, soit sur des tests indirects. Ceux-
ci correspondent a la détection d’antigenes galactomannane d’Aspergillus dans le sérum ou le
LBA, ou de beta-(1-3)-D-glucane sérique. Si les preuves biologiques sont absentes, on parle alors
d’Al possible.

7.2/Sur quels prélévements?

Les principaux échantillons sur lesquels la recherche de champignons est pertinente sont le LBA,
plus rarement les expectorations, les biopsies tissulaires et notamment pulmonaires, sinusiennes

ou cerébrales, et parfois le sang.

7.3/Les performances du diagnostic mycologique sur le LBA?

L’ED et la culture sont complémentaires car ils apportent des informations différentes. La mise
en évidence de filaments a I’ED est d’une grande spécificité mais peut-étre délicate pour
différentier les types de filaments des différents genres fongiques. Ces difficultés sont identiques
lors de I’examen histologique aprés coloration au May Grunwald Giemsa ou coloration de

137 La sensibilité de ’ED et de la culture varient en fonction du terrain des

Gomori-Grocott
patients. Dans un suivi prospectif des Al sur ’ensemble d’un établissement, la sensibilit¢ du
diagnostic mycologique (ED +/- culture) était de 69%, mais de 85% dans une population de

138

patients non neutropéniques, contre 58% dans une population neutropénique™". Au sein méme

d’une population majoritairement atteinte d’hémopathies, la sensibilit¢ de la culture variait de

529 & 88% selon le terrain sous-jacent™.

7.4/Les marqueurs solubles de I’angio-invasion.

Il faut distinguer 3 marqueurs solubles évalués dans le cadre des IFI a champignons filamenteux :
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la détection d’antigénes galactomannanes d’Aspergillus (GM), la détection d’antigénes beta-(1-
3)-D-glucanes (BG) et la détection d’ADN circulant par PCR. Les évaluations ont été
essentiellement effectuées dans des populations adultes d’hématologie, plus rarement chez des

patients hospitalisés en réanimation ou dans d’autres services.

7.4.1/ Détection d’antigéne galactomannane d’Aspergillus (GM).

C’est le test majeur pour lequel nous avons le plus d’évaluations. Les principaux résultats de la
littérature montrent de maniere intéressante que les performances varient avec les catégories de
population concernées (hémopathies, allogreffe de cellules souches hématopoiétiques,
transplantation d’organes, pathologies pulmonaires chroniques). Outre les différences de
sensibilité en fonction du terrain sous-jacent, notons que méme au sein de la population
neutropénique, il a été rapporté que plus la neutropénie était profonde, plus la sensibilité du test
était élevée™®. Trés peu de données sont disponibles chez I’enfant. La positivité de ce test, qui
permet de classer un épisode d’Al comme probable chez I’adulte, n’est toutefois pas considérée
comme classante chez 1’enfant selon 'EORTC/MSG du fait des données limitées dans ce
contexte®. Cependant, quelques séries rapportent des résultats intéressants, et la majorité des
centres réalise dorénavant cette détection en pratique de routine *****2 La question essentielle qui
se pose en pédiatrie est la possibilité de fausse positivité, estimée entre 10 et 15%'*. La
détermination du taux de GM se fait classiqguement en dépistage 2 fois par semaine dans le sérum
chez les patients a tres haut risque. En cas de signe clinique évocateur, la détermination peut se

faire soit dans le sérum, soit dans le LBA (seuil de positivité proposé par I’industriel a 0,5) 144,

7.4.2/ Détection d’antigéne beta-(1-3)-D-glucane

La détection d’antigénes beta-(1-3)-D-glucane (BG) a été intégrée a la derniere classification de
’EORTC/MSG™® pour le diagnostic des IFI & Aspergillus, Candida et Pneumocystis jirovecii.
Seule une série limitée de cas pédiatriques souligne son intérét potentiel**. La pratique actuelle

est de donner plus d’importance a la valeur prédictive négative qu’a la sensibilité de ce test.
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7.4.3/ Place dela PCR ?

La PCR sur le sang en test de screening a encore récemment était refutée comme un argument de
classification des Al, du fait du manque d’homogénéité dans les techniques d’extraction,
d’amplification voire méme dans les modalités d’interprétation'®. En revanche, rappelons que la
biologie moléculaire sur biopsie tissulaire et méme sur LBA, reste un outil sensible de diagnostic

et permet une identification moléculaire précise'*°.

7.5/Recommandations.

Définitions des patients a risque proposées a partir de I’analyse de la littérature.

- Patients a tres haut risque aspergillaire : neutropénie profonde post-chimiothérapie (PNN
<500/mm? plus de 14 jours ou <100/mm?® quelle que soit la durée), greffe de cellules souches
hématopoiétiques, déficits immunitaires combinés séveres, aplasie médullaire sévére (Grade A).

- Patients a haut risque : corticothérapie haute dose dans le cadre du traitement d’une leucémie
aigué lymphoblastique, leucémie aigué myéloblastique en rechute ou réfractaire, neutropénie
post-chimiothérapie d’une durée inférieure a 14 jours, transplantation d’organe solide,

granulomatose septique chronigque, nouveau-nés en réanimation néonatale (Grade A).

Dépistage d’une aspergillose invasive.

- Le dépistage d’une aspergillose invasive est recommandé chez un enfant a trés haut risque
(Grade A).

- Il est recommandé d’effectuer la détection d’antigéne GM d’Aspergillus dans le sérum, 2 fois
par semaine, en répétant les mesures si nécessaire (Grade A).

- Pour le dépistage d’une aspergillose invasive chez un enfant a trés haut risque (hémopathie), en
complément d’une détection GM positive, compte tenu des taux ¢élevés de faux positifs,
I’utilisation complémentaire de BG dans le sang est recommandée pour augmenter la spécificité

de diagnostic d’aspergillose invasive (Grade B).
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Diagnostic d’une aspergillose invasive.

- La recherche d’une aspergillose invasive est justifiée chez un enfant a haut risque et trés haut
risque (Grade A).

- Pour le diagnostic d’une aspergillose invasive chez un enfant & haut risque et trés haut risque, en
plus de la clinique et de 1’imagerie, il est recommandé de réaliser la détection d’antigéne GM
d’Aspergillus dans le sérum et le LBA quand il est disponible (Grade A).

- La recherche de GM dans le LBA devra alors étre associée aux autres techniques de diagnostic
mycologique classique (ED et culture) (Grade A).

- La PCR sur le LBA ou la biopsie pulmonaire peuvent étre effectuées en cas de doute sur une

culture négative ou de coinfection, s’il n’existe pas d’autres sites plus accessibles (expert).

Conflits d’intéréts : aucun
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