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Approche syndromique pour le diagnostic
des infections respiratoires aigues

Lors des Premiéres Journées Francophones de Biologie Médicale qui ont eu lieu

a Bordeaux du 27 au 29 septembre 2017, le Docteur Benoit VISSEAUX, Maitre de
Conférence des Universités, Praticien Hospitalier au laboratoire de Virologie du CHU
Bichat (Groupement Hospitalier Paris Nord Val de Seine) a présenté une approche
syndromique pour le diagnostic des infections respiratoires aigues.

Le laboratoire de virologie

Le laboratoire de virologie de I’hopital Bichat Claude Ber-
nard centralise les examens pour les cing établissements
du Groupe Hospitalier Paris Nord Val de Seine. Parmi les 5
hopitaux, nous avons différentes populations d’intérét dans
le domaine des virus respiratoires, notamment : deux ma-
ternités, deux unités d’urgences, deux réanimations médi-
cales dont une a Bichat spécialisée en infectiologie. L’ho-
pital Bichat dispose aussi d’un service d’infectiologie, d’un
de pneumologie avec une unité dédiée aux greffes pulmo-
naires. Une unité de pédiatrie est localisée a I’hopital Louis
Mourier. Les hopitaux Bretonneau et Adélaide-Hautval ont
la population gériatrique.

Les méthodes diagnostiques

Nous avons implémenté le 1¢" test de PCR multiplex en 2009,
a la demande des services de réanimation et de ['unité des
greffes pulmonaires. Nous avons depuis changé plusieurs
fois de technique pour diminuer le délai de rendu de nos
résultats. Toujours dans le méme objectif de rendre des
résultats aux cliniciens plus rapidement, nous avons im-
plémenté le test FILMARRAY® en juin 2012. Initialement, le

panel FILMARRAY® Respiratoire était réservé aux patients
greffés et a la réanimation médicale pour les patients les
plus sévéres. Petit a petit, les cliniciens ont pris [’habitude
de ces résultats et les indications se sont élargies. Mainte-
nant, nous ’utilisons aussi pour les urgences et nous gar-
dons les tests multiplex moins rapides (fonctionnement en
séries) pour les patients qui sont déja hospitalisés, isolés,
et pour lesquels il n’y a pas d’urgence. Pour les tests ciblés
(grippes, VRS), on utilise encore beaucoup l’immunochro-
matographie dans le service des Urgences pour les enfants
et la PCR simplex grippe pour les adultes. Pour les tests de
PCR multiplex utilisés au laboratoire, les tests par séries
présentent ’avantage d’étre moins chers que ceux réalisés
au coup par coup, mais ont aussi plusieurs inconvénients :
temps technicien important, besoin du personnel habilité
en biologie moléculaire, contraintes organisationnelles du
laboratoire, délai de rendu des résultats long (au minima
le lendemain en fin de journée). Deuxieme test PCR mul-
tiplex de notre laboratoire, FILMARRAY® réalisé au coup
par coup, quant a lui, a un grand avantage de délai de ren-
du des résultats en 1 heure. De plus, le temps technicien
est extrémement réduit, il ne nécessite pas d’expérience
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- Les Adénovirus les plus prévalents

chez les 6 a 36 mois (19 vs 6%, p=0.02)

- Les virus de la grippe les plus
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(22 vs 3%, p<0.001)
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Figure 1: Virus détectés chez lenfant
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en biologie moléculaire, et il est potentiellement déloca-
lisable (exemples en Angleterre). Le systéme FILMARRAY®
Torch a configuration évolutive permet d’absorber les vo-
lumes importants de tests lors des épidémies hivernales.
Avec ces 2 tests multiplexes nous avons pu observer ’épidé-
miologie des virus respiratoires dans notre hopital.

Virus respiratoires chez les enfants("

Sur 3 ans, nous avons recu 380 échantillons concernant 345
enfants. Nous avons eu un taux de positivité globale de 51 %
avec ces tests de PCR multiplex, tres variable selon les
tranches d’ages. Ce taux est considérablement plus élevé
(81 %) pour les enfants de 6 a 36 mois, 25 % ayant une
co-infection. On trouve presque tous les virus respiratoires
chez les enfants, en proportions différentes en fonction
des ages (voir figure 1). Les Rhinovirus sont les plus préva-
lents chez les <6 mois. Les Adénovirus sont les plus préva-
lents chez les 6 a 36 mois. La grippe est presque absente
chez les enfants hospitalisés, malgré le fait que les enfants
jouent un role important dans la dissémination de la grippe
a U’échelle de population globale. Si on regarde la diffé-
rence entre adultes et enfants en terme de saisonnalité, il
n’y a pas de différences majeures. Quelques-unes peuvent
étre observées si on regarde de maniére plus locale: en
2011, il y avait plus d’adénovirus chez les enfants. Inverse-
ment, en 2013/14 il y avait des cas de Parainfluenza chez
les adultes, alors qu’il n’y en avait pas chez les enfants.

Si on compare l'intérét de I’immuno-chromatographie a la
PCR multiplex, on constate que l’on détecte toujours plus
de prélévements comme positifs avec la PCR multiplex. Sur
68 enfants qui ont été testés avec les deux approches, 60
ont été négatifs avec le test de I’immuno-chromatographie
(VRS) et parmi ceux-ci, presque la moitié avaient bien un
virus respiratoire.
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Virus respiratoires chez les adultes®

Les prescriptions de PCR multiplex ont été pratiquement
constantes de 2011 a 2014, avec bien sir des pics durant
la période hivernale. Fin 2014, nous nous sommes tournés
vers les cliniciens pour savoir comment ils exploitaient nos
résultats et quel était I’impact sur la prise en charge des pa-
tients. A cette période, le volume des demandes a augmenté
durant les deux années suivantes, avant de se stabiliser a
nouveau depuis. Entre 2011 et 2016, nous avons testé 7196
échantillons pour 4958 patients, dont 29,2 % ont été posi-
tifs. Nous n’avons constaté que trés peu de co-infections
chez l’adulte : 1,6 %. Tous les virus ont été trouvés, les plus
fréquents étant les Picornavirus (34 %), qui regroupent les
Rhinovirus et les Entérovirus, le deuxiéme étant la grippe
(26 %) puis 12% de Coronavirus, 10 % de VRS, 8 % de Parain-
fluenza, moins de Métapneumovirus (6 %), un peu d‘Adé-
novirus (3%) et trés peu de Bocavirus (1 %). En termes de
saisonnalité, le VRS précede la grippe, Métapneumovirus et
Coronavirus sont typiquement hivernaux mais peuvent dé-
border la stricte période hivernale, I’Adénovirus fluctue en
fonction des années et des populations, Picornavirus et Pa-
rainfluenza sont présents toute l’année, y compris le mois
d’aolit. Le taux de positivité est de 33 % de novembre a avril
et de 22 % de mai a octobre (Voir répartition détaillée des
virus en figure 2).

Nous avons aussi étudié la distribution des virus dans les
sphéres respiratoires hautes et basses : les prélévements
naso-pharyngés d’une part et les lavages broncho-alvéo-
laires (LBA) d’autre part. Nous avons observé plus de positifs
dans la sphére naso-pharyngée que dans les LBA (32 %
vs 25 %). La distribution virale est un peu surprenante :
les Picornavirus sont les plus fréquents dans les pou-
mons et la grippe est la plus fréquente dans la sphére
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Figure 2 : Saisonnalité des virus détectés chez ladulte
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naso-pharyngée. Il y a toutefois un biais : les préléeve-
ments naso-pharyngés sont beaucoup pratiqués en hi-
ver et trés peu en été. Si 'on décompose ces données en
fonction de la saisonnalité, il n’y a pas de différence im-
portante entre les 2 sphéres respiratoires, on retrouve les
mémes virus en méme temps dans les deux. Selon les unités
cliniques, les résultats obtenus en réanimation peuvent étre
les plus significatifs. Il s’agit d’une part des patients les plus
séveres et d’autre part, le nez et les poumons y sont pré-
levés a peu preés a taux constant, en fonction de la clinique
du patient, en hiver et en été. Dans 'unité de réanimation,
quasiment aucune différence n’est perceptible entre les
deux spheéres respiratoires et le premier virus détecté dans
les poumons reste le Rhinovirus. Ceci, et d’autres observa-
tions similaires, nous incite a repenser aujourd’hui la poten-
tielle pathogénicité de ce groupe viral classiquement associé
aux rhumes sans gravités.

L’étude de la distribution en fonction de I’age montre que
certains virus sont plus prévalents chez les adultes jeunes :
par exemple, Adénovirus. Chez les patients plus ageés, les
virus grippaux sont prédominants, mais ils circulent aussi
beaucoup chez les adultes de 20 a 40 ans. Chez les plus
jeunes, les virus grippaux sont beaucoup plus représentés
dans la sphéere nasopharyngée (29 %) que dans la sphére
basse (8 %). Chez les plus agés, leur prévalence est simi-
laire dans les deux spheres (40 % versus 31 %).

Diagnostic des infections respiratoires

non grippales : pourquoi faire ?

Tous les virus n’ont pas la méme valeur diagnostique. La
grippe (Influenzae A/B) a un caractére pathogene bien re-
connu et caractérisé. Il existe une vaccination et des trai-
tements. Faut-il rechercher les autres virus respiratoires ?
C’est sujet a débat.

Les pouvoirs pathogénes sont mal caractérisés, limités a cer-
taines populations (patients immunodéprimés, enfants, per-
sonnes agées). Le VRS est de plus en plus pris en compte, on
sait depuis longtemps qu’il est pathogéne et il existe des déve-
loppements de vaccination et de traitement ciblant ce virus. Il
n’existe pas de vaccination pour la majorité des virus respira-
toires et il y a peu de traitements. Par contre, ’information de
’identification du virus responsable reste utile pour l’isolement
des patients, la prévention des infections nosocomiales et la
diminution des antibiothérapies inutiles. Cette information est
particulierement importante pour les populations a risque de
pneumonie grave comme les nourrissons et les patients immu-
nodéprimés.

Chez I’enfant

Des études observationnelles®* cherchant a évaluer des tech-
niques rapides Influenza A aux urgences pédiatriques montrent
une réduction du nombre de tests de laboratoire, une réduc-
tion de lutilisation des antibiotiques et une augmentation
de Uutilisation des antiviraux. D’autres études observation-
nelles®%” portant sur PCR simplex Influenza A aux urgences
pédiatriques donnent a peu prés les mémes conclusions : ré-
ductions du nombre de tests de laboratoire, du nombre de
radiographies, de [’utilisation des antibiotiques et augmenta-
tion de Uutilisation des antiviraux, ainsi que la réduction de
la durée de séjour aux urgences. La PCR multiplex apporte-t-

elle un plus par rapport aux pratiques actuelles ?

Une étude rétrospective avant/aprés a été conduite sur
deux périodes hivernales 2011-2013®. Avant : une PCR
grippe/VRS, plus ou moins Parainfluenza et Métapneu-
movirus. Aprés : PCR multiplex (FILMARRAY®) pour tous.
L’étude a porté sur des sujets immunocompétents, de 3
mois a 21 ans, hospitalisés pour une infection respiratoire
non compliquée et les co-infections avec une bactérie ont
été exclues ensuite. L’étude montre que le taux de posi-
tivité augmente de 60 % a 78 %. Avant, on ne trouvait que
du VRS alors qu’apres, le VRS ne représentait que la moi-
tié des positifs. On trouve environ 15 % de grippes, 10 %
de Métapneumovirus et 21 % de Rhinovirus/entérovirus qui
n’étaient pas détectés avant. En termes d’impacts cliniques,
les délais de rendus sont considérablement réduits, on ne
diminue pas la proportion de patients avec une prescription
d’antibiothérapie, par contre on en diminue sa durée.

En synthése chez ’enfant, dépister les virus grippaux et le
VRS réduit le nombre de tests de laboratoire, le nombre
de radiographies, ’antibiothérapie, la durée de séjour a
’hopital et augmente utilisation des antiviraux. Dépister
I’ensemble des virus respiratoires par PCR multiplex aug-
mente ces bénéfices mais, d’un autre coté, on se retrouve
avec plus de virus respiratoires détectés, sans trop savoir
comment gérer les enfants par la suite ni maitriser tota-
lement la question de U’imputabilité des virus respiratoires
dans la symptomatologie observée. Il existe en Europe de
grosses disparités. En France, la PCR multiplex chez ’enfant
est peu utilisée, contrairement a un large déploiement en
Angleterre.

Aux Etats-Unis, les tests viraux sont non recommandés par
I’American Association of Paediatrics. En revanche, une
autre société savante (Paediatric Infectious Disease Society)
recommande les tests viraux sensibles et spécifiques chez
les enfants de plus de 3 mois, mais ne recommande pas ’ar-
rét des antibiotiques pour la grippe. Les enfants de moins
de 3 mois ne sont pas mentionnés. En Europe, I’European
Society of Paediatrics Infectious Diseases signale que « Les
tests PCR sont de plus en plus disponibles » mais ne donne
de recommandations ni sur ’utilisation de ces tests ni sur
Uinterprétation des résultats.

Chez ’adulte

Les résultats de deux
études observation-
nelles®® aux ur-
gences avec des tests
de grippe par Im-
muno-chromatogra-
phie® et chez des
patients hospitalisés
pour infection res-
piratoire en période
hivernale, avec des
tests de PCR multi-
plex"™  cherchant a
mesurer impact du
résultat sur Uarrét
des  antibiotiques,
montrent : une meil-

Docteur Benoit VISSEAUX
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leure prescription des antigrippaux mais par contre, les an-
tibiotiques sont poursuivis dans 40 a 63 % des cas, méme
avec une radiographie thoracique normale.

Une étude avant/apres a été conduite pendant 2 saisons hiver-
nales™, sur des patients adultes aux urgences ou hospitalisés
depuis moins de 48h, testés avant par immuno-chromatogra-
phie, +/- immunofluorescence, +/- PCR simplex ou +/- PCR
multiplex en fonction des demandes des cliniciens et apres
par PCR multiplex rapide (BIOFIRE FILMARRAY®). L'objectif
de U’étude était de mesurer "impact de la PCR multiplex ra-
pide sur les admissions, la durée de séjour, Uutilisation des
antibiotiques, des antigrippaux et des examens complémen-
taires. Les résultats montrent qu’avant on ne trouvait que de
la grippe (80 %) et qu’apres, le Métapneumovirus passe de 2 a
20 % et le Rhinovirus apparait a 30 %. Les résultats sont ren-
dus beaucoup plus vite avec la PCR multiplex rapide, ce qui
permet une sortie des urgences plus rapide et moins d’hospi-
talisations. Par contre, il y a toujours autant de patients qui
ont au moins une radiographie ou une bronchoscopie. Une
analyse multivariée, ajustée sur [’age, |’immunodépression,
’asthme et le score de sévérité, confirme qu’en utilisant la
PCR multiplex aux Urgences, on a moins d’admissions, des du-
rées d’hospitalisation plus faibles, des antibiothérapies plus
courtes, mais autant de patients mis sous antibiotique, et
moins de radiographies thoraciques, mais autant de patients
avec au moins une radiographie.

En synthése

La PCR multiplex améliore le diagnostic étiologique, ap-
porte un gain important en sensibilité, réduit le délai dia-
gnostique et accroit la disponibilité des résultats aux clini-
ciens avec les techniques rapides. Le risque infectieux viral
est mieux maitrisé, la décision d’isolement mieux ciblée, le
traitement antigrippal est aussi mieux ciblé et donné plus
rapidement. L’exposition aux antibiotiques est diminuée
car, méme si 'antibiothérapie est initiée pour une méme
proportion de patients, elle est plus vite arrétée et mieux
réévaluée. Le parcours de soins est amélioré car la décision
d’hospitalisation est mieux documentée et les durées de sé-
jours sont plus faibles.

Les tests PCR multiplex sont-ils colt-efficace ?
Une étude réalisée aux Etats Unis intitulée « Economic ana-
lysis of rapid and sensitive polymerase chain reaction tes-
ting in the emergency department for influenza infections
in children” conclut en ces termes : L’identification de la
grippe aux urgences avec le test PCR multiplex rapide est
une stratégie colt-efficace pour les enfants de 3 mois a 18
ans. Les auteurs concluent aussi que ’inclusion de détection
d’autres virus respiratoires dans cette analyse aurait encore
plus améliorée le rapport colit-efficacité.

Une autre étude toute récente réalisée au Royaume Uni
intitulée « Routine molecular point-of-care testing for res-
piratory viruses in adults presenting to hospital with acute
respiratory illness (ResPOC) : a pragmatic, open-label, ran-
domised controlled trial”®); premiére étude ouverte, ran-
domisée et contrdlée, a permis de tester la PCR multiplex
rapide, BIOFIRE FILMARRAY®, versus des tests PCR du labora-
toire. Elle montre la réduction de la durée de séjour d’une
journée en moyenne (5.7 j dans le groupe FILMARRAY® vs
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6.8 j, p = 0,04). L’étude précise que cette seule journée
économisée équivaut a 200 000 lits a l’échelle du NHS, soit
une économie annuelle de 80 millions de Livres (£). Nous
sommes donc encore en attente d’une étude médico-éco-
nomique compléte, en sachant qu’elle doit se positionner a
’échelle de I’hopital et non pas du laboratoire.

Les virus respiratoires sont-ils vraiment

si peu pathogénes ?

Les virus respiratoires sont sans doute trés sous-estimés.
Cependant, selon les études, entre 13 et 56 % des pneumopa-
thies communautaires sont d’origines virales avec une minorité de
grippe.? La mortalité des pneumopathies aiglies communau-
taires (PAC) virales n’est absolument pas négligeable et trés mal
évaluée. Elle a été récemment estimée dans une étude Sud-Co-
réenne, tous agents viral confondus, a 25 %, soit équivalente a
la mortalité résiduelle des PAC bactériennes.?" Les pneumonies
aigués nosocomiales d’origines virales ne sont pas rares (22,5 % vi-
rales vs 59,5 % bactériennes) avec une mortalité équivalente (29,5
et 35,6 %), comme le montre une autre étude Sud-Coréenne.®
Ces résultats ne sont sans doute pas transposables en France.
Dans notre groupe hospitalier, nous avons réalisé une étude sur les
patients adultes atteints de Pneumonie aigue communautaire en
réanimation médicale.® En terme d’étiologie, 31 % étaient des
pneumonies virales, 26% bactériennes, 26 % étaient des co-infec-
tions bactério-virales et 17 % sans étiologie. Parmi les pneumonies
virales, on trouve au premier rang le Rhinovirus. Les complica-
tions, pouvant induire le décés du patient a ’h6pital ou une venti-
lation mécanique pendant plus de 7 jours, étaient plus fréquentes
dans le groupe de pneumopathies mixtes / bactério-virales (69 %)
comparativement aux groupes de pneumonies bactériennes (39 %)
et virales (28 %) (p <0,01).

Nous nous sommes aussi intéressés aux pneumonies nosocomiales
en réanimation médicale par une étude publiée en 2017.®
Les réanimateurs ne pensaient initialement pas que les virus
respiratoires non grippaux pouvaient étre fréquemment isolés
et jouer un role lors des pneumopathies nosocomiales. Dans
cette étude rétrospective, 95 % des patients dont nous avons
recu les prélevements étaient sous ventilation mécanique. 32 %
de ceux-ci ont un virus respiratoire et la moitié d‘entre eux sont
immunocompétents. Pour une sous-population de 30 patients
avec au moins 1 virus respiratoire identifié, une PCR multiplex
avait été aussi réalisée avant |’épisode de pneumonie et la moi-
tié d’entre eux n’avaient pas de virus détecté. Il s’agit donc bien
d’acquisitions nosocomiales de ces virus respiratoires dont une
minorité de virus influenza. De plus, 'étude démontre que les
co-infections bacterio-virales sont associées a une plus longue
durée d’hospitalisation (31 vs 15 jours, p<0,001) et a une ten-
dance vers une mortalité plus élevée que les infections bacté-
riennes (62 % vs 40 %, p=0,3).

L’'impact clinique et la mortalité associée a ces virus reste
encore pour beaucoup a définir. D’autres questions restent
en suspens : prévalence du portage, durée de clairance des
virus, role de la quantification... L’impact médico-écono-
mique de la détection de ’ensemble des virus respiratoires
reste a évaluer en raison de leurs colits élevés.

Cependant, les tests de PCR multiplex rapides, permettent
déja, chez les patients a risque ou en réanimation médicale,
une meilleure mise en ceuvre des précautions d’isolement et
un choix de prise en charge des patients plus adapté.
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Quels tests choisir et comment s’organiser ?
Pour bien intégrer les problemes « terrain », les tests molé-
culaires doivent disposer des caractéristiques technologiques
adéquates a savoir : étre simples, rapides, sensibles et spéci-
fiques, disponibles, réalisables dans !’environnement proche
du patient, avoir des panels aussi exhaustifs que possible, per-
mettre ’analyse simultanée de plusieurs prélévements et d’un
colt acceptable. Ils doivent répondre aux besoins et attentes
des cliniciens. Aujourd’hui, nous avons encore besoin de recul
sur 'utilisation de ces tests syndromiques (PCR multiplex) et
ainsi pouvoir continuer a faire évoluer nos algorithmes déci-
sionnels, puis les recommandations. Un résultat doit toujours
s’interpréter dans le contexte clinique et en association avec
’ensemble des examens biologiques. Enfin, la démonstration
de leur impact pronostique et économique est essentiel pour
les pérenniser.
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