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Les infections respiratoires aigues (IRA) sont des affections graves qui en dépit
des progres de la médecine en général et des moyens de diagnostic et de traitement,
demeurent un sérieux probléme de santé publique.

Les IRA sont aussi la principale cause d’administration des antibiotiques et
d’autres médicaments aux enfants de moins de cing ans. La plupart du temps,
I’administration de ces médicaments est inadéquate et inutile puisqu’ils ne contribuent
aucunement a soulager les symptomes m a guérir la maladie ; de plus, ils ont des effets
toxiques potentiels et qu’ils favorisent de surcroit Iapparition de la résistance
bactérienne [61].

Le nombre de déces di aux IRA chez les enfants de moins de 5 ans dans le
monde ¢tait esttmé a 1 900 000/an. Ce sont les infections les plus fréquentes de
I’enfant et sont la cause de 30 4 40% des hospitalisations de cette tranche d’age [20] .

L’évolution gravissante du nombre de cas d’IRA est due a :

- La difficuité de réaliser un diagnostic précis avant tout traitement a cause du
nombre important de germes pouvant éire en cause

- La difficulté de choisir un traitement adapté

- Laprise en charge correcte a I’hdpital a cause des infections nosocomiales

Pour améliorer les conditions de santé des enfants, le controle et la prévention
des IRA occupent une place centrale, non seulement en raison des conséquences
qu’elles entrainent chaque année mais également du fait que des mesures adéquates
pour le contrdle du probléme existent.

En Afrique, il faut ajouter ’absence de consensus thérapeutiques si I’on sait que
dans les pays développés ces réunions se tiennent souvent, regroupant des experts dans

tous les domaines.




Les agents pathogénes responsables de ces IRA sont surtout les virus et les
bactéries. Les bactérics essentiellement retrouvées dans les pneumopathies sont :
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae et Moraxella catarrhalis.
D’autres bactéries sont reconnues comme agents responsables opportunistes, il s agit

de Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae ¢t Bordetella pertussis [8).

D’autres virus sont impliqués €galement dans les IRA :

- Les adénovirus seraient impliqués dans les pneumonies aigués qui sont sans
aucun doute les manifestations climiques les plus graves, surtout chez les petits enfants
chez lesquels elles peuvent €tre fatales [40].

- Les types 1, 2 et 3 de Myxeovirus parainfluenza sont reconnus comme les
principaux agents responsables du croup, bien qu’ils puissent également provoquer des
pneumonies et des bronchiolites [38].

- Le virus influenza A est une cause d’'IRAI au cours de poussées €pidémiques.
Ce qui représente un plus grand risque pour les nourrissons.

Le virus influenza B ne cause que rarement une pneumonie, excepté quand il
existe des conditions prédisposantes telles qu’une maladie pulmonaire chronique, des
cardiopathies, une immunosuppression, qui peuvent provoquer un compromis
respiratoire grave {25].

Le virus respiratoire syncytial humain (VRS) a ét¢ décrit comme un agent
majeur des viroses respiratoires parmi lesquelles : 1a bronchiolite du nourrisson dont la
fréquence, les formes sévéres et le retentissement respiratoire ulténeur font de cette
maladie un probléme de santé publique infantile.

Au Sénégal, par ordre d'importance, les IRA occupent la troisieéme place parmi
les causes de mortalité infantile aprés le paludisme et les maladies diarrhéiques. Bien
que plusieurs strat€gies aient ét€¢ développées pour réduire les taux de morbidit€ et de
mortalit€¢ dans les IRA (améliorer les compétences des travailleurs de la santé dans la
détection et le traitement de la pneumonie et I'éducation des méres aux questions de

santé), les statistiques montrent que le statut des enfants reste touwours fragile.
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L'importance des virus en tant que cause de l'infection des voies respiratoires
inférieures n'a jamais été étudiée et peu de données sont disponibles.

L>OMS recommande aux pays de mettre en place un systéme de surveillance
pour déterminer la charge locale des infections respiratoires liées au VRS, afin d’aider
les autorités samitaires et les directeurs de programmes de vaccination lorsqu’ils

envisageront d’introduire un vaccin anti- VRS.

I.e but de notre étude consiste a déterminer la responsabilité du VRS, associé ou
non aux bactéries, dans la survenue des infections respiratoires aigués chez des enfants

de moins de cinq ans.
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1. GENERALITES SUR LES INFECTIONS RESPIRATOIRES AIGUES (IRA)

1.1 DEFINITION
Ce sont des maladies transmissibles affectant le systéme respiratoire. Une
classification simple permet de distinguer:
@ Les infections respiratoires aigues des voles aériennes supérieures qui
comprennent: les rhinopharyngites, les angines, l'otite moyenne aigue (OMA), les
sinusites, les laryngites et les épiglottites.
# Les mfections respiratoires des voies aériennes inférieures comprenant la bronchite

aigue, la bronchiolite et les pneumonies.

1.2 RAPPELS PHYSIOPATHOLOGIQUES
1.2.1 Les infections respiratoires aigues des voies supérieures
» Les rhinopharyngites
Ce sont les infections les plus communes de Venfant. Elles associent fievre,
douleurs pharyngées, obstruction nasale, rhinorrhée claire ou purulente, muqueuses
nasale et pharyngée congestives, adénopathies cervicales bilatérales. Les virus sont les
principaux responsables : Rhinovirus, Coronavirus, Pneumovirus (VRS), Myxovirus
influenzae et Myxovirus parainfluenzae. Les germes de sunnfection les plus fréquents
sont Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae : ils sont cause d’otites et
de smusites. Le traitement est symptomatique, le traitement antibiotique n’est pas
Justifié, y compris en cas de thinorrhée purulente, sauf en cas de surinfections.
» Les angines
Elles sont classiquement dues a des virus (adénovirus, entérovirus, thinovirus).
Dans les pays en voles de développement (PED), origine bactérienne a streptocoque
béta-hémolytique du groupe A est systématiquement évoquée vu le risque de

rhumatisme articulaire aigu (séquence angine-polyarthrite-cardite).




L’angine érythémateuse ou érythémato-pultacée représente la majonté des cas.
L’angine a fausses membranes doit faire évoquer la diphtérie, I’angine ulcéro-
nécrotique unilatérale une angine de Vincent, I’angine vésiculeuse une primo-infection
herpétique ou un herpangine a virus Coxsackie.

Une antibiothérapie antistreptococcique par pénicilline V est systématique dans
les PED pour traiter I’angine et prévenir le rhumatisme articulaire aigu. La
disponibilité¢ de tests de diagnostic rapide (TDR) doit permettre de dimmnuer la
prescription d’antibiotiques dans 75 4 90 % des cas. Ces tests sont spécifiques et
sensibles a plus de 90%. Leur coit est modique, leur réalisation facile et sont bien
acceptés par les patients [19].

» Les otites moyennes aigues
Les otites moyennes aigues (OMA) représentent la premicre infection
bactérienne de I’enfant. Elle atteint 20% des enfants au moins une fois par an [S9].

Devant toute otalgie, I’examen des oreilles est impératif : il montre une
membrane tympanique rouge et bombée. Les agents en cause sont S. pneumoniae, H.
influenzae (otite et conjonctivite purulente) et Moraxella catarrhalis. 1ls sont
responsables de complications : mastoidite, méningite. L antibiothérapie de premiere
intention est l’association amoxicilline + acide clavulanique. La paracentese est
effectuée chez les nourrissons de moins de 3 mois et en cas d’otites récidivantes
(isolement du germe, antibiogramme).

L’OMA est une surinfection tardive fréquente au cours de la rougeole, ainsi que
la rhinite purulente, la pharyngite érythémateuse ou pultacée et la laryngite. Une forme

grave de laryngite, due a Staphylococcus aureus, nécessite une intubation.

» Les sinusites
La sinusite maxillaire n’atteint pas 'enfant avant I’dge de 5 ans. Elle entraine
douleur, cedéme, sensibilité a la pression des sinus maxillaires. Les agents bactériens
sont les mémes que dans D’otite. 1. antibiothérapie est 1’association amoxicilline +

acide clavulanique.



» Les laryngites et les épiglottites

Le risque chez 1’enfant est 1’obstruction des voies aériennes supérieures (VAS)
mettant en jeu le pronostic vital. La sévérité de 1I’obstruction des VAS doit €tre estimee
cliniquement par :

- le degré de tirage intercostal et sous-costal,

- le rythme respiratoire,

- la fréquence cardiaque,

- Paugmentation de 1’ agitation,

- la somnolence, la fatigue, I’épuisement,

- la cyanose qui traduit une hypoxémie sévere.

La prise en charge d’une obstruction des VAS impose :

- de ne pas examiner la gorge (pas d’abaisse-langue) et d’allonger I’enfant en raison du
risque de mort subite,

- de pratiquer une intubation en urgence en cas de détresse respiratoire aigue.
1] faut distinguer :

@  La laryngotrachéite virale : elle est due aux virus parainfluenzae,
entrainant une inflammation muqueuse, une augmentation des sécrétions, surtout un
rétrécissement de la région sous-glottique commandant le pronostic. Elle atteint
I’enfant de 1 a 3 ans. Elle est caractérisée par une toux aboyante, un stridor rauque, un
enrouement précédé par une fievre et un coryza, survenant la nuit, devant entrainer
I’hospitalisation. Le traitement comporte une corticothérapie injectable, des
compresses chaudes au niveau du cou, une hummdification chaude de I’atmosphere.

#  L’épiglottite aigué est due & Haemophilus influenzae type b (Hib). Elle
attemnt ’enfant de 3 a 7 ans. Elle est de début brutal avec fievre, douleur pharyngée,
stridor, difficultés respiratoires, hyper sialorrhée, pauses respiratoires. Elle nécessite

une intubation ou une trachéotomie d'urgence.



1.2.1 Les infections respiratoires aigues des voies inférieures
» La bronchite aigue

C’est une inflammation de I’arbre trachéo-bronchique, le plus souvent d’origine
virale (VRS, virus influenza A et B, M. parainfluenza). Des bactcries peuvent étre en
cause : Chlamydia pneumonie, Mycoplasma pneumoniae, Bordetella pertussis.

S. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis sont les germes des poussées de
surinfection des bronchites chromques.

Il faut isoler dans ce cadre la coqueluche : ¢’est une forme de bronchite
spécifique et hautement infectieuse due a Bordetella pertussis, endémique, avec des
poussées épidémiques (Afghanistan, 2002). La coqueluche est caractérisée par une
toux paroxystique ou spasmodique se terminant par une quinte Inspiratoire
caractéristique, survenant surtout la nuit. Elle persiste 10 a 12 semaines. Elle se
complique chez le nourrisson et le jeune enfant de broncho-pneumonies, d’atélectasies
par obstruction bronchique.

Il n’y a pas de traitement spécifique de la bronchite chez le sujet antérieurement

sain, mais on retient I’intérét de I’ érythromycine qui éradique le germe. La vaccination

anticoquelucheuse est intégrée au PEV.

» La bronchiolite

Elle est fréquente chez le nourrisson et représente 2 a 3% des enfants
hospitalisés, Parmi ceux-ci, 90% ont entre 1 et 9 mois. Elle est due dans 80% des cas
au VRS. Elle se manifeste par un coryza, une toux séche, une géne respiratoire, A
I’examen, on note une tachypnée, un tirage intercostal et sous-costale, une distension
thoracique, des réles bulleux en fin d’inspiration, des sibilants & I’expiration, une
tachycardie, une cyanose ou une paleur.

Il faut pratiquer une radiographie pulmonaire qui montre une sur-distension des

pounmons avec aplatissement des coupoles diaphragmatiques, horizontalisation des
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cotes et augmentation des opacit€s bronchiques hilaires. Il faut traiter en urgence :
oxygeéne humidifi¢ au masque, monitoring, ventilation assistée.
La guérison est obtenue en 2 semaines, mais la toux et les sibilants récidivent pendant
3 a 6 mo1s.

> Les pneumonies

Les pneumonies sont des infections bactériennes ou virales des poumons
¢voluant le plus souvent sur un mode aigu. Elles se développent a I’occasion d’une
baisse passagére des défenses immunitaires qui est fréquente chez les enfants.

Parmi les virus, le VRS (a l'automne et en hiver, surtout chez le nourrisson de
moins de 6 mois), les adénovirus (en hiver), et le virus de la grippe sont les plus
InCrmMIngs.

l.a bactérie la plus fréquemment isolée dans ce contexte demeure S.
pneumoniae. Le staphylocoque (5. aureus) et les mycoplasmes sont aussi ¢galement
retrouvés et plus rarement . influenzae.

1l est nécessaire de recourir a la radiographie qui montre une pneumonie lobaire,
une broncho-pneumonie, des images cavitaires hydroaériques dans la pneumonie a
staphylocoques, souvent associ¢s a des épanchements pleuraux.

L’examen cytobactériologique des crachats est d’un intérét limité, les conditions
d’une interprétation correcte étant rarement réalisées. L’endoscopie bronchique avec
lavage broncho-alvéolaire est nécessaire chez I’immunodéprimé.

Le traitement de premiére intention est I'amoxicilline ou I’érythromycine s’1l
s’agit d’unc pneumonie atypique. La bithérapie (bétalactamines + macrolide)
n'améliorerait pas le pronostic. On  associe kinésithérapie, hydratation,

oxygénothérapie.

1.3 EPIDEMIOLOGIE DES IRA
Les infections respiratoires causent actuellement d’énormes problé¢mes de santé
publique dans de nombreux pays ou elles sont la principale cause de mortahte

infantile. 11 a ét¢ estimé a travers le monde que beaucoup d”enfants de moins de 5 ans
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décedent chaque année d’mfections respiratoires aigues dont la majorité de
pneumonies dans les pays en voie de développement.

Chaque année, la pneumonie provoque dans le monde entier plus de 100.000
déces denfants de moins d'un an, soit une moyenne de 300 déccs par jour. Environ
00% de ces décés surviennent dans les pays en développement. De plus, on calcule
que sur les 4 millions de déces annuels dus 4 la pneumonie, deux tiers sont des jeunes
nourrissons [4,81].

Annucllement, 40.0000 enfants en plus meurent suite & la pneumonie avant
d'atteindre leur cinquiéme année, ce qui représente 100 décés de plus par jour attribués
a cette cause dans tout I'hémisphere sud [61].

La pneumonie est la cause de 1% & 3% des déccs chez les moins de cing ans
dans les pays développés. Cette proportion est de 10% 2 25% des déces des pays en
développement [61].

Au Burkina-Fasso, des auteurs rendent compte des résultats d’une ¢tude
prospective Téalisce dans le but de décrire les caractéristiques épidémiologiques,
cliniques et évolutives des pneumonies en milieu hospitalier pédiatrique dans un pays
sahélien [67]. Ainsi les pneumonies ont représent¢ 3% des admissions et 67 % des cas
d’infection respiratoire aigué basse. Les enfants de moms de 5 ans ont été les plus
touchés avec 84.6 % des cas et une légere prédominance masculine a éte notée avec un
sex-ratio de 1,16,

Par ailleurs, dans le cadre de la bronchiolite aigue, le maximum de fréquence de
l'infection se situe entre 1ige de deux et huit mois. L'épidémie est automno-hivernale
ot lincidence annuelle trés élevée. La maladic nécessite 'hospitalisation dans moins
de 5 % des cas |26, 36]. Parmi ces enfants, 2 & 3 % présentent une détresse tespiratoire
aigué nécessitant le recours a unc ventilation mécanique assistée [35, 64, 70| La
mortalité de ces formes sévéres est évaluée entre 1 et 7 % [56, 69], mais peut atteindre
30 & 40 % chez des nourrissons présentant une pathologie préexistante (maladie

cardiaque)[30, 33, 51]. La morbidité n'est pas non plus négligeable : plus de 60 % des




enfants hospitalisés en réanimation pour une bronchiolite aigué grave vont présenter

une pathologie « asthmatiforme » durant les deux années suivantes [3] .

1.4. FACTEURS DE RISQUE DES IRA
1.4.1 La malnutrition

Parmi les facteurs nutritionnels pouvant influencer le risque des IRA se trouvent
Pinsuffisance pondérale a la naissance, }'¢tat nutritionne!, 1 allaitement maternel et les
taux en vitamine A et autres micro-substances nutritives. Ces facteurs interagissent
d’une facon complexe. Par exemple, J’insuffisance pondérale a la naissance (en
particulier le retard dans Ja croissance intra-utérine) est un déterminant évident de
I’ état nutritionnel ultérieur [52]. Le poids a la najssance est aussi positivement mis en
corrélation avec la durée de Vallaitement maternel. L’allaitement maternel et }"état
nutritionnel peuvent également étre associes, mais la direction de cette association
varie selon I'age et le statut socioéconomique. Les déficiences de micro-substances
nutritives, dont P'avitaminose A, sont aussi habituelles chez les enfants dénutris et
peuvent étre liées a I'allaitement.

Environ 16 % des enfants nés dans le monde ont une insuffisance pondérale a la
naissance (IPN). Ce qui représente 20 millions d’enfants chaque année, dont 90 %
voient le jour dans les pays en développement [82].

Cing études ont fourni des doonées sur Passociation entre 1’allaitement maternel
et les hospitalisations pour pneumonie en Chine [13], dans une réserve indienne au
Canada [18], en Argentine [10] et au Bresil (deux études) [23, 74].. Toutes ont signalé
que les enfants privés d’allaitement maternel ont eu un risque d’hospitalisation entre
1.5 et 4 fois plus élevé. La méme importance des risques relatifs a ét¢ décrite par des
études sur les résultats d’IRAl/pneumonie différents de la mortalité ou des

hospitalisations [6, 12, 24, 45].

1.4.2 1.'environnement




La fumée contient plusieurs ¢léments contaminants qui affectent les voies
respiratoires. Les principales sources de fumée auxquelles sont exposés les enfants des
pays en développement incluent la pollution atmosphérique, la pollution de
"habitation due a des résidus orgamques et le tabagisme passif.

I.’accroissement de la mortalité due a des maladies respiratoires qui a €té bien
attesté pendant Je grand brouillard de Londres en 1952 [50], et lors d’autres incidents
graves de pollution de I’air, a encouragé la recherche sur I’association entre les
niveaux de pollution atmosphénque et les infections respiratoires chez les enfants. Ces
études sont particuliérement importantes pour de nombreuses villes d”Amérique latine
(telles que Mexico, Santiago au Chill et Sao Paulo au Brésil) qui atteignent souvent
des niveaux trés élevés de pollution de I'air.

En outre, I’association entre la fumée ambiante du tabac fréquemment €n
référence aux fumeurs passifs et les maladies respiratoires de P'enfance a été
clairement établie dans un grand nombre d’études [14].

L’entassement trés habituel dans les pays en développement contribue a la
transmission des infections par des goutles de sécrétion et par d’autres vecteurs
passifs. L’association avec les maladies respiratoires a été suffisamment démontrée
[65]. Des variables fortement lides a ’entassement, telles que "ordre de naissance [46]
et le nombre d’enfants de moins de 5 ans dans le domicile [75], sont aussi associees
aux risques d’infections respiratoires des voies inférieures.

De méme, le froid, tel quon le sait bien, peut entrainer des infections
respiratoires. Cette implication est présente, par exemple, dans des mots comme
Panglais cold (“froid”) qui veut aussi dire thume, ou le terme (“grippe”) qui vient de
I’expression influenza "del frigore". En effet, les déces par pneumonie augmentent
considérablement pendant les mois d’hiver, fait qui peut &tre constaté dans une étude

sur des enfants du sud du Brésil [76].




1.4.3 Les facteurs démographigues et socio-économiques
» Le sexe

Dans un nombre considérable d’études réalisées dans la communauté, les
hommes apparaissent plus affectés par les IRA que les femmes [16]. Dans des études
basées sur des données cliniques, on ne peut cependant pas écarter la possibilit¢ d’une
discrimination du sexe lors du recours aux services de santé. Le risque attribu¢ au sexe
masculin a été confirmé dans deux études de cas-témoins de pneumonics au Brésil
[23, 74]. La premiere a montré que la prédominance du sexe masculin observée était
inversement proportionnelle a 'age: tandis que 74% des cas d’enfants de moins de 6
mois étaient des gargons, cette proportion n’était que de 51% chez les enfants de plus

d’un an.

» L’dge

Bien que I’incidence générale des IRAT soit raisonnablement stable pendant les
5 premiéres années de vie, la mortalité se concentre dans ’enfance. En effet, environ
1a moitié des décés dus a des maladies respiratoires chez les enfants de moins de 5 ans
ont licu pendant les 6 premiers mois de vie. Cette donnée posséde d’importantes
implications pour les campagnes de prévention, ¢tant donné qu’elle montre le besoin
de viser les enfants plus jeunes. Les facteurs responsables de la concentration des
déces chez les enfants en bas Age sont, enfre autres, I’immaturité immunitaire,

I’insuffisance pondérale a la naissance, la naissance prématurée et le sevrage precoce.

» Le revenu familial
[.a premiére indication permettant d’associer les TRAI a des facteurs
socioéconomiques est 1a grande disparité entre les pays. Bien que les enfants de moins
de 5 ans du monde entier présentent approximativement le méme nombre d’épisodes
d’IRA, environ 5 épisodes par enfant et par an [75], lincidence annuelle de la

pneumonie atteint 3% a 4% dans les pays développés et 10% a 20% dans les pays en




développement [16]. Les déces par pneumonie primaire infantile ont été pratiquement

supprimés dans les pays industrialisés.

2. LE VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL

2.1 Définition-historique

e virus respiratoire syncytial (VRS) est un pnenmovirus de la famille des
Paramyxoviridae. 11 a été isol¢ pour la premiére fois en 1956 des sécrétions d'un
chimpanzé enthumé et a été dénommé CCA (agent du coryza du chimpanzé). En
1957, ce méme virus a ¢té retrouvé chez des enfants atteints de pneumopathies ou
laryngites et comme une de ses propriétés essentielles €tait de provoquer, en culture
cellulaire, la formation de syncytiums, on la appelé virus respiratoire syncytial ou

VRS.

2.2 Caractéres morphologiques et structuréux

C’est un virus de la famille des Paramixoviridae et du genre pneumovirus. Le
virion est pléiomorphique, il posséde une capside et son diamétre oscille entre 150 et
300 nm {53]. L’acide nucléique du VRS est une chaine simple d’ARN de polarite
négative, non segmenté, ce qui impose la présence d'une transcriptase virale : cette
activité est assurée par les protéines P (polymérase) et L (large). 1l ne possede pas
d’activité  d’hémagglutination, i d’hémadsorption,  d’hémolytique  ou de
neuraminidase. Tt est trés sensible aux variations de température, ce qui doit étre pris
en compte quand on veut I'isoler dans des cultures cellulaires.

La glycoprotéine HN possede a la fois une activit¢ hémagglutinante et
neuraminidasique : elle est composée d'unités parfois associ¢es en dimeres ou
tetrameres formées de deux chaines polypeptidiques reliées entre elles par un pont
disulfure. C'est elle qui assure la fixation du virus aux cellules cibles. La glycoprotéine

F est composée, elle aussi, de deux chaines polypeptidiques reliées par un pont
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disulfure. Elle assure la fusion de I'enveloppe avec la membrane cellulaire lors de la

pénétration du virus dans la cellule cible (Figure Tet 2).

i, FEN (v

Figure 1: Ultrastructure du virus respiratoire syncytial

Figure 2: Microscopie glectronique du virus respiratoire syncytial




2.3 Caractéres antigéniques

A cette date, il y a un sérotype de VRS et au moins deux variantes antigéniques
ou sous-groupes (A ou 1 et B ou 2) qui ont ¢te décrits. La plus grande différence entre
les sous-groupes réside dans la glycoprotéine G. Tous deux circulent simultanément
dans la population et I'importance clinique ou épidémiologique de ces variantes
antigéniques n’est pas encore claire. [39, 57, 66]. Cette diversite antigémque des deux
sous-groupes de VRS pourrait probablement avoir un effet sur la susceptibilité des
enfants a I'infection séquentielle par ce virus. Dans certains pays, on a démontré
récemment des modeles épidémiques qui alternent les sous-groupes A et B par cycle

de deux ans {34].

2.4 Caractéres culturaux
Le VSR croit dans une grande variété de cellule d’origine humaine ou animale.
Les lignées oun 'on peut isoler le VRS sont: Hep-2, Hela, Vero, MDCK, LLC-MK2,
MRC-5, BSC-1 et CV-1. On peut également I’isoler dans des cultures primaires de
cellules rénales bovines ou d’embryon humain. Le virus induit la formation de

syncytium caractéristique dans les cellules Hep-2 [34, S3].

2.5 Transmission

Elle se fait :
_ Par lintermédiaire des gouttelettes provenant des voies aériennes supérieures,
générées par la toux, les ¢ternuements ou la parole d'un sujet infecté
- Par contact des muqueuses ORL avece les sécrétions d'un sujet atteint, ou par des
mains ou un support inerte souillés par des sécretions des voics aériennes supérieures.

Le virus s¢ propage par inhalation des gouttelettes émises et atteint les cellules
ciliées de 1'épithélium respiratoire. Ce qui a pour effet d'entrainer une hyperplasie
inflammatoire, une hypersécerétion de mucus et la libération de médiatcurs a effet
bronchoconstrictif La conséquence est I'obstruction de la lummere des bronchioles,

responsable des troubles constatés au cours de la bronchiolite du nourrisson.




La durée de contagiosité dépend de 1'dge du patient .Elle est de 3 semaines environ
chez les jeunes enfants de moins de 6 moss, jusqu'a plusieurs mois chez
I'immunodéprime.

Par ailleurs, une récente étude a fait part de la découverte a coté des voies de
transmissions classiques du VRS, d’une nouvelle voie de pénétration du virus dans
I’organisme. Il s’agit de la voie oculaire [77]. En effet, les chercheurs ont instillé le
virus dans les yeux de souris et ont surveillé la progression de I'infection. Les résultats
ont prouvé que le VRS, non seulement s'est répliqué trés efficacement dans l'eeil, mais
a également gagné l'arbre respiratoire et les poumons, causant une maladie en tout
point semblable a celle déclenchée a la suite de la classique infection nasale.

Ces résultats montrent donc que l'ceil peut étre une porte d'entrée du VRS. 1Is

offrent, de ce fait, de nouvelles possibilités d'intervention et de traitement.

2.6 Pouvoir pathogene du YRS
2.6.1. Les pneamonies 2 VRS

I.a moitié des pneumonies sont d'origine virale. Les virus causent souvent des
infections respiratoires qui affectent surtout les voies respiratoires Supéricures.
Certains virus comme le VRS peuvent cependant affecter les poumons et provoquer
une pneumonie, surtout chez les enfants.

Le virus se multiplic dans les cellules cili¢es, en causant des dommages par
Peffet cytopathique; La réponse inflammatoire se manifeste par des nécroses et des
lésions des cils épithéliaux dans les bronches et les bronchioles ; une sécrétion tres
abondante de mucus; la formation de bouchons qui obstruent la lumiere ; des infiltrés
mononucléaires et une grande quantité de liquide et de leucocytes a I’intérieur des
alvéoles {28]. La pneumonie chez le nourrisson debutera souvent par une fievre (39 a
40 °C).

I’enfant est inquiet, agité, présente un battement des alles du nez et une

respiration rapide (> 40 /minute), superficielle, bruyante, gémissante avec un ventre
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ballonné et douloureux. Il y a une légére cyanose péribuccale et une tachycardie (>

160/min). La toux est habituellement absente.

2.6.2 Les bronchites

Les bronchites surviennent surtout en hiver. Elles débutent par un
encombrement des voies aériennes supérieures réalisant un rhume banal. L’atteinte
" descend " progressivement vers les bronches réalisant une toux.

La toux est, au début, une toux d'irritation, puis elle produit des glaires plus ou
moins abondantes, sans gofit, blanches quand le patient arrive a les cracher. Ces
bronchites virales peuvent, dans un deuxiéme temps, s'infecter et donner des crachats
jaunes.

Les bronchites provoquent un état général infectieux avec une fatigue, une fievre

ou une sensation de fieévre intermittente.

2.6.3 La bronchiolite

Ia bronchiolite est une infection virale des voies respiratoires les plus fines (les
bronchioles). Plusieurs virus peuvent déclencher une bronchiolite aigué ; dans la
plupart des cas, il s'agit du virus respiratoire syncytial.

L.a maladie commence le plus souvent par le nez qui coule, une toux séche et
une fievre modérée. D'autres signes tels le refus de s'alimenter, une grande péleur, de
l'agitation, voir méme une cyanose des extrémités (signe de gravit¢) peuvent aussl se
manifester.

Dans les jours qui suivent, la toux augmente, devient productive et les signes de
difficulté respiratoire peuvent apparaitre suite a 'accumulation de sécrétions dans les
bronchioles. L'expiration sifflante est un signe caractéristique de la bronchiolite chez
le nourrisson.

2.6.4. Les infections respiratoires nosocomiales
Les infections respiratoires nosocomiales ont une origine virale [80] dans pres

de deux tiers des cas. Elles représentent en fréquence, la troisieme localisation
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d'infections nosocomiales. Toutefois, l'incidence de ces infections est extrémement
variable, allant de 10 % a plus de 60 % des malades ventilés selon les études. Le
principal agent mis en cause est le virus respiratoire syncytial. Les facteurs de risque
sont :

- Aux premiéres places les dispositifs invasifs ventilation mécanmque,
intubation trachéale, mais aussi les sondes gastriques alimentaires nasales.

~ La position couchée est favorisante. Les patients doivent étre mstallés en
position semi-couchée.

_ L'antibiothérapie prophylactique (préventive) favorise les surinfections a

Pseudomonas aeruginosa dont on connait les difficultés de traitement.

2.7 Epidémiologie des infections 4 VRS
Bien que I'étendue du probléme des IRA soit mondiale, leur impact se fait

ressentir différemment dans les pays industrialisés que ceux moins développés.

2.7.1 Epidémiologie dans les pays industrialisés
La responsabilit¢ du VRS dans les épidemies hivernales d'infections respiratoires
aigues des voies respiratoires infericures, notamment des bronchiolites et des
pneumonies, est maintenant bien établie.On a pu estimer avec précision la charge de
morbidit¢ due aux formes invasives des infections & VRS dans plusieurs pays
industrialisés.

Aux Ftats-Unis d'Amerique.les données de l'université Vanderbilt, a Nashwille
(Tennessee), montrent ainsi que le taux d'IRA dans lesquelles la responsabilité du
VRS est attestée par culture chez les enfants en bonne santé est de 37 pour 1000
enfants-années jusqu'a I'age de deux ans et que le risque d'hospitalisation est de 6 pour
1000 enfants-années [21]. L incidence s’éléve encore chez les enfants atteints de
pathologies cardio-pulmonaires et chez les prématurcs. Ces patients représentent

presque la moitié des hospitalisations liées au VRS aux Etats-Unis d’ Amérique.

18



Dans huit pays européens, 19 % des IRAI survepant a I’hopital chez des enfants
de moins de cing ans ont été attribuées au VRS apres isolement du virus lors de la
maladie [62]. Ces cas représentaient environ 80 % des IRAI d’origine virale.

Ces études permettent de prévoir un usage étendu des futurs vaccins contre le
VRS ainsi que d’autres interventions dans les pays industrialisés, ou le colit de la prise
en charge de patients atteints d’infections graves des voies respiratoires inférieures et
de leurs séquelles est éleve.

Toujours dans ces pays industrialisés, la part du VRS est de plus en plus
reconnue dans la morbidité associée aux syndromes grippaux chez les personnes dgées

[22].

2.7.2 Epidémiologie dans les pays en développement

De 1987 & 1989, a Santiago, une étude a été menée auprés de 235 nourrissons de
moins d’un an hospitalisés et atteints d’IRAI confirmée par radiologie, avec cing jours
maximum d&”évolution de la maladie et 2 jours maximum d’hospitalisation. Des virus
respiratoires ont ét¢ dépistés chez 57,5 % des enfants atteints d’IRAT et 28,3 % chez
les témoins, e VRS étant le plus fréquent [41].

D’ autres estimations sont dérivées de 1incidence globale des IRATI de toutes
étiologies et de la proportion de cas imputables au VRS. D’aprés des études en
communauté, I'incidence médiane des pneumonies chez les moins de cing ans dans les
pays en développement est d’environ 0.4 épisode par enfant par an. Ce taux s’¢leve a
0,7 par enfant-année chez les enfants de moins de un an. Les pneumonies représentent,
en valeur médiane, 74 % (50 & 86 %) des TRAI chez les enfants hospitalisés et 40 %
des IRAI (28 4 59 %) chez les enfants vus en consultation externe.

L’incidence maximale s’observe également chez les nourrissons de moins de six
mois et environ les deux tiers des IRAI & VRS (80 % des patients hospitalisés et 60 a

70% des patients vus en consultation externe) concernent des enfants de moins de
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deux ans [73). Toutes ces études a base communautaire ont été réalisées en milieu

urbain dans des populations de faible niveau socio-économique [79] (tableau I).

Tableau I: Etiologie des TRAI en milieu communautaire dans les Pays en voie de

développement
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Plus récemment, des études ayant porté sur la charge de morbidité dues aux
[RAI associées au VRS ont été conduites sur des sites de 4 pays (Indonésie,
Mozambique, Nigéria, Afrique du Sud) [7]. Parmi les enfants de moins de 5 ans,
lincidence des infections des voies respiratoires inférieures associées au VRS pour
1000 enfants-années était de 34 en Indonésie et de 94 au Nigeria. L'incidence des IRAI
graves associées au VRS pour 1000 enfants-années était de 5 au Mozambique, de 10
en Indonésie et de 9 en Afrique du Sud. Sur tous les sites étudies, la majorité des cas

de VRS touchalent des nourrissons.

2.8. Traitement des infections 3 VRS
2.8.1. Antibiothérapie

1 ’efficacité des antibiotiques en tant que prophylactiques n’a ¢té prouvee que
pour un petit nombre d’affections. Les antibiotiques administrés au début d’une
infection virale peuvent altérer la flore ou produire une surinfection qui peut rendre le
sujet plus susceptible a une complication bactérienne dans une phase ultérieure de la
maladie.

Par ailleurs, des fortes doses d’antibiotiques peuvent produire une résistance et
rendre inutile ’antibiotique choist [27].

La bronchite aigué évolue le plus souvent spontanément de facon favorable,
méme Jorsqu’il s’agit d’une infection bactérienne. Une antibiothérapie ne se justifie
que chez les patients a risque tels que les immunodéprimes.

Les antibiotiques a prescrire lorsqu’une antibiothérapie est mdiquée dans une
bronchite aigué sont les suivants:

- L’amoxicilline (chez I’enfant: 40 4 50 mg/kg/j. en 3 prises) est le traitement de
premier choix. Une dose plus élevée est recommandée en cas de suspicion de
pneumocoques résistants.

- La doxycycline ou un macrolide, souvent proposes comme alternatives en cas
d’hypersensibilité a la pénicilline, ne sont pas des bons choix vu le taux élevé de

résistance des pneumocoques.
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1es tétracyclines sont en outre contre-indiquées chez les enfants de moins de 12
ans.

_ L’association amoxicilline + acide clavulanique, les céphalosporines et les
quinolones récentes ont un spectre trop large et ne sont pas des antibiotiques de
premier choix.

Dans une bronchite aigué, 1’antibiothérapie est géneralement poursuivie pendant
au moins 5 jours.

D'un autre ¢oté, les antibiotiques n’ont pas d’effet lors d’une bronchiolite aigué

et ne modifient pas son évolution, étant donné I’origine virale de la maladie.

2.8.2. Traitement symptomatique
Elles comportent, outre oxygene, les antitussifs et les aérosols fluidifiants, la
kinésithérapie de drainage qui est un appoint indiscutable. Le passage en réanimation
peut étre nécessaire en raison des difficultés respiratoires (acidose respiratoire), Sa02

abaissée (< 93 %). La corticothérapie ne parait pas avoir un intérét.

2.8.3. Traitement antiviral

Des médicaments comme la Ribavirine® en aérosol sont utilisés au cours
dinfections sévéres a VRS. Les premiers essais avec ce médicament antiviral ont
débuté en 1981 et il a été disponible sur le marché aux Ftats-Unis dés 1986. C'est est
un nucléotide qui agit principalement au niveau de I’ARN en inhibant la synthése
protéique virale [2]. A des fins pratiques, ce médicament doit étre administré dans une
chambre ou dans une cloche a oxygene avec un nébuliseur approprié qui génére des
micro-particules de 2 p au cours d’une période de 18 4 24 heures par jour pendant cing
jours [29]. On cherche a éviter son emploi chez les enfants atteints de bronchiolite
grave et nécessitant une ventilation mécanique en raison de I’accumulation de ce
médicament dans le circuit du ventilatenr qui requiert des mesures techniques

spéciales.
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2.8.4. Les mesures préventives

#  Les mesures hygiéno-diététiques : notamment 'allaitement au sein et l'apport de
micronutriments complémentaires, y compris de zinc, permettent de prévenir les IRA.
Tl en est de méme de la prévention contre les facteurs de risques environnementaux

(fumée, entassement dans les habitations, refroidissement)

4 Immunisation passive: Le Palivizumab (Synagys@”)

Ce médicament tient son nom de: "Pali” pour palliation, "viz" pour virus, "u"
pour humanized et "mab" pour anticorps monoclonal [43].C'est un anticorps
monoclonal de type IgGlk, dirigé contre un ¢pitope du site antigénique A de la
protéine F du VRS ("anti-protéme F").

1 est présenté sous forme de lyophilisat et de solvant pour solution njectable
dosée & 50mg et 100mg en palivizumab.

La posologic recommandée est de 15mg/Kg. Il doit étre administré par voie
intramusculaire de préférence a la face antéro-externe de la cuwisse, une fois par mois
pendant les périodes a risque d'infections communautaires & VRS. 1l a ainsi permis de
réduire le taux d’hospitalisation de 10.6% a 4.8% [71].

@  Vaccination et actualités thérapeutiques:

Dans les années 1960, un premier vaccin inactivé (par le formaldéhyde) a éte
mis au point et administré a des enfants ages de 2 mois & 7 ans, mais le résultat fut
désastreux : non seulement ce vaccin ne protégeait pas les enfants contre la maladie
due au RSV sauvage mais, en plus il induisait des manifestations cliniques exageérées
en réponse a l'infection par le virus sauvage. I’ensemble des mécanismes 1mpliques
dans cette réponse immune inadaptée demeure mal compris, mais certains ont ét¢
identifiés : production insuffisante d'anticorps neutralisants, absence d'induction d'une
immunité locale, absence d'activation des lymphocytes T cytotoxiques spécifiques et
induction d'une réponse de type Th2 inadéquate & l'origine d'inflammations et de

broncho-constrictions. Le vaccin anti-RSV idéal doit done générer a la fois un taux
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protecteur d'anticorps neutralisants circulants et l'activation de clones cellulaires T
cytotoxiques spécifiques.

Dans le domaine des vaccins sous-unitaires, les glycoprotéines (gp) virales F et
G constituent des vaccins candidats dans la mesure ou elles induisent la production
d'anticorps neutralisants protecteurs. Des vaccins a base de gp F purifiée (PFP1, 2 et 3)
ont montré une excellente tolérance et une bonne immunogénicité.

Actuellement, des essais cliniques concernant des vaccins sous-unitaires et des
vaccins vivants atténués sont en cours.

Tout dernierement, deux inventions concernant des méthodes de traitement et de
prévention de l'infection RSV ont vu le jour. La premiére méthode consiste a
administrer d'une part un anticorps anti-TNE et un anticorps anti-RSV. La seconde se
fonde sur la démonstration in vivo selon laquelle, le VRS peut €tre inhib€é par
administration intranasale d'agents ARN interférent ainsi que par administration

parentérale de ces agents [38].
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2.9. Diagnostic au laboratoire
2.9.1. Isolement sur cultures cellulaires

Le VRS se multiplie plus facilement sur certaines cellules notamment certains
clones de cellules Hep? et sur les cellules Vero. L’emploi de cette méthode est
recommandé quand elle est disponible au laboratoire car permet de disposer du virus.
Les échantillons doivent étre maintenus a une température de 4°C pour une
manipulation immédiate et a 80°C pour une utilisation différée. La technique consiste
4 inoculer une partie aliquote du surnageant de PANP sur différentes cultures
cellulaires en monocouche (MDCK, Hep, Vero) auxquelles on a préalablement extrait
le milieu de croissance. Les cultures doivent étre surveillées quotidiennement pour
déceler 1’ apparition d’un effet cytopathique (ECP) sur la monocouche (Figure 1). Les

cultures montrant ACP sont séparées pour I’identification du virus par IF.
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2.9.2. L'immunofluorescence
L.’ immunofluorescence, autant directe qu’indirecte, est une technique simple qui
permet I’identification rapide des virus. Dans I'IF indirecte, on fait réagir un anticorps
spécifique contre I’antigéne du virus a déceler (produit chez la souris), et on ajoute par
la suite un anticorps contre I’immunoglobuline de I’espéce animale utilisée pour la
phase précédente, marquée a la fluorescéine. Dans les cellules respiratoires infectées,
les inclusions du VRS ont un aspect granulaire ou particulaire, une taille hétérogeéne et

une localisation cytoplasmique.

Figure 4: Révélation du VRS par immunofluorescence indirecte

L’OMS a cordonné des études multicentriques pour le développement et
I’utilisation d’anticorps monoclonaux pour le diagnostic des IRAI virales par IF.
Des essais ont été réalisés avec des kits de diagnostic d’IF dans 16 laboratoires

différents qui ont démontré 1’efficacité de ces anticorps [60].
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2.9.3. Réaction en chaine de la polymérase (PCR)
Cette méthode permet de déceler des quantités trés petites de virus au moyen de
I’amplification de séquences de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) du génome viral
présent dans 1échantillon. Ce procédé requiert I'emploi d’oligo-nucléotides
complémentaires des séquences du génome du virus, nommées primers ou amorces, et
d’une enzyme ADN polymérase thermostable (Taq Polymérase). Les amorces
s’hybrident avec la séquence nucléotidique homologue et la Taq polymérase qui est
présente dans le milieu réactionnel recopie le fragment d’ADN. Des étapes
d’hybridation et d’amplification sont répétées de 30 a 40 fois. Ce qui va permettre
I'obtention de millions de copies a partir d"une séquence unique de 'ADN viral, qui
pourront par la suite étre décelées a 1’ceil nu (au moyen de la coloration au bromure
d’étidium) ou par hybridation (radioactive ou enzymatique). Des techniques PCR et
RT PCR ont été décrites pour rechercher des séquences de VRS dans les bronchiolites.
L'amplification porte sur les structures génétiques les plus conservées du virus : génes
N, F et L. Les résultats sont assez homogénes en dépit de grandes différences dans les

techniques.

2.9.4 ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Les méthodes immunoenzymatiques développées ces derniéres années pour
I’identification de virus respiratoires ont obtenu des résultats variés et sont employées
pour le dépistage d’antigénes dans les échantillons cliniques. 1ls ont l'avantage sur
I'immunofluorescence de ne pas nécessiter la présence de cellules respiratoires intactes
dans le prélévement. On utilise le principe du sandwich, en introduisant les
échantillons dans des tubes ou des plaques ou 'on a fixé I’antigéne de “capture”
adressé a I’antigéne recherché. On y ajoute aprés un autre anticorps spécifique contre
I’antigéne, mais marqué par une enzyme (les plus fréquentes sont la peroxydase et la
phosphatase alcaline). L activité enzymatique est détectée quand on ajoute le substrat,
par un changement de coloration qui peut étre lu visuellement ou avec un lecteur

ELISA.
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Les anticorps monoclonaux ont amélioré Ja sensibilité et la spécificité de ces
méthodes et contribué a répandre V'utilisation de I'ELISA comme méthode de
diagnostic. Cette méthode peut également servir au dépistage d’anticorps dans le

sérum.

2.9.5 Hybridation 2 I'aide de sonde

Une autre optique de diagnostic, plus récente, tente de dépister les génomes
viraux par ’hybridation a I’aide de sondes d’acides nucléiques spécifiques pour le
dépistage de virus. La sonde marquée est appliquée a I’échantillon clinique et, s’1l
existe une chaine complémentaire d’acide nucléique viral, 'hybridation a lieu et est
détectée selon le systeme de marquage employé (sondes radioactives ou biotinilées).
Ces sondes peuvent étre préparées suivant des méthodes différentes, qui dépendent
fondamentalement du virus a rechercher. Ces derniers temps, la tendance a été
d’utiliser des clones d’acides nucléiques recombinants ou des oligo-nucléotides

synthétiques qui représentent des séquences spécifiques du génome viral recherché.

2.9.6 Essai immunofluorescent de résolution temporelle (TR-FIA)

Cette méthode, développée récemment pour le dépistage de virus respiratoires,
est pour le moment ’essai en phase solide le plus sensible. Tl a permus d”augmenter la
sensibilité de la fluorescence en éliminant la fluorescence non spécifique de fond et en
aboutissant a une fluorescence dont ’intensit¢ et le temps d’affaiblissement sont plus
longs avec ’emploi de chélate d’europium. Sa simplicité et sa rapidité proviennent du
fait que ’échantillon est incubé durant une heure seulement et sinultanément avec
I”anticorps de capture et I’anticorps spécifique marqué au chélate d’europium. Le coit

¢levé de I’équipement nécessaire a limité son emploi aux laboratoires de référence.
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2.9.7 Sérologie
Les méthodes sérologiques de dépistage des anticorps antiviraux ne sont pas
choisies pour le diagnostic des infections respiratoires en raison de leur faible
sensibilité et de la réponse immune humorale généralement faible face a ces virus, qui
ne produisent pas de virémie. Toutefois, le diagnostic sérologique est utile dans les
études épidémiologiques, dans Pévaluation de vaccins et les cssais cliniques de

nouveaux antiviraux, dans lesquels 1l est important.
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1. MATERIELS ET METHODES
1.1 MATERIELS

1.1.1 Cadre d'étude

2 SERVICE DE PEDIATRIE C.H.N ARISTIDE LE DANTEC

Les écouvillonnages nasaux et pharyngés ont été réalisés au service de Pédiatrie

de I'Hopital Aristide Le Dantec d'Aoft 2006 & Juin 2007.

2 LABORATOIRE DE VIROLOGIE MEDICALE DE
L'INSTITUT PASTEUR DE DAKAR

Le traitement des prélévements a été réalis¢ au laboratoire de virologie médicale

de I'Institut Pasteur de Dakar.

1.1.2 Population de référence
L'étude a concerné les enfants dgés de moins de 5 ans répartis par tranches

d'age (0 4 2 mois, 3 4 5 mois, 6 a 8 mois, 9 a 11 mois, 12 a 23 mois, 24 a 59 mois).

1.1.3 Identification des cas

Les cas suspects d’IRA ont identifiés tout au long de I’étude dans le service de
Pédiatrie, en faisant appel aux agents de sant¢ sur place pour augmenter les chances

d’identification des cas et obtenir les prélévements nécessaires.
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1.1.4 Définition des cas

Les signes généraux d’IRA varient en fonction de la localisation haute ou basse
de I’infection. Ainsi ont été pris en compte les malades présentant les signes suivants :
- Dans le cas d’une bronchite : infection de la muqueuse bronchique avec une toux
séche et productive.
_ Dans le cas d’une bronchiolite : atteinte des bronches distales avec un syndrome
distal d’obstruction, rhinite, fievre modérée, toux de plus en plus fréquente.

_ Dans le cas d’une pneumonie : céphalées, fievre, myalgies, toux

1.1.5 Formulaire de notification des cas

Une fiche d'analyse a été établie pour les besoins de I'étude (Cf. Annexe), et
comporte les données suivantes:
- Numéro d'ordre
- Hopital et service
- Nom et prénom du patient
-Age et sexe
- Nom et prénom du prescripteur
- Date du prélevement
- Nature du prélévement

- Diagnostic
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1.1.6 Matériels et réactifs de 1a culture cellulaire

@  Matériels
- Cellules Hep
- Pipettes plastiques stériles de 2ml, 5ml et 10ml (Becton-Dickinson)
- Flacons de culture de 75cm’ (Corning)
- Tubes coniques de 50m] (Nunc)
- Hotte a flux PSM (Cytair125)
- Bain-marie +37°C (Samis)

- Etuve +37° (Jouan)

4  Réactifs
- Milieu de culture: MEM (GIBCO, Réf: 61100-012)
- L-Glutamine (GIBCO BRL., Cat n® 15750-03)
- SVF (GIBCO, Réf: 10106-169)
-Pénicilline-Streptomycine (GIBCO, Réf: 15140-122)
- Trypsine (SIGMA, T-4799)

1.1.7 Matériels et réactifs pour I'isolement et I'identification par IF]

£  Matériels
- Lamelles rondes (PROLABO, Réf: 05 641 907)
- Plaques de 24 cupules (NUNC)
- Lames de verre
- Pince sans griffe
- Pipettes jetables (Becton-Dickinson)
- Pipettes Gilson
- Centrifugeuse (JOUAN)

- Microscope a fluorescence
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@  Reéactifs
- Acétone 90% (IPD)
- Cellules HEP-2
- MEM (GIBCO, Réf 61100-012)
- SVF (GIBCO, Réf 10106-169)
- Pénicilline-Streptomycine (GIBCO, Réf: 15140-122)
- Bthanol 90° (SIGMA)
- PBS 1X (GIBCO)
- Anticorps anti-VRS (ARGENE, Réf: 11-042)
- Conjugué IgG souris + FITC (ARGENE, Réf: 51-010)
- Bleu Evans (SIGMA, Réf: E0133)

- Solution de glycérol tamponnee
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1.2 METHODES

1.2.1 Echantillons cliniques

Les produits d'aspiration nasopharyngienne (ANP) et d'écouvillonnage nasal
sont préconisés pour I’identification des virus responsables d'TRA, étant donné qu’ils
fournissent le nombre nécessaire de cellules infectées.

L'écouvillonnage est réalisé en introduisant un écouvillon stérile dans les fosses
nasales du malade en position assise ou couchée, la téte bien penchée en arriére. Puis
avec I'écouvillon, on réalise des mouvements circulaires.

L'objectif de cette manceuvre est de pouvoir obtenir des cellules par grattage de
la mugueuse nasale ou pharyngienne.

L'écouvillon est par la suite réintroduit dans son étui comprenant un milieu de
transport. Ce demier est composé d'éléments nutritifs, d'antibiotiques, dantifongiques
et d'un tampon phosphate pour le controle du pH (cf. annexe fiche préparation milieu
de transport). L’échantillon hermétiquement fermé et placé dans un bain de glace est
envoyé au laboratoire de virologie de I'TPD pour traitement.

Un second prélévement est effectué avec un écouvillon sans milieu de transport
et envoyé au laboratoire de bactériologie-virologie de Le Dantec.

Le traitement consiste a faire un isolement du virus sur culture cellulaire suivi

dune identification par immunofluorescence et d'isoler les germes bactériens associ€s.
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1.2.2 L.a culture cellulaire

1.2.2.1 Milieu de culture complet

Ie milieu de culture doit satisfaire aux exigences nutritionnelles des cellules. Le
milieu utilisé dans notre étude est le MEM (Minimum Essential Medium). C'est un
milieu synthétique tamponné a pH 7.2 et sténlisé comprenant :

- De l'eau, des sels minéraux, du glucose, des acides aminés, des vitamines, auquel
sont ajoutés des facteurs de croissance apportés par du sérum feetal de veau
décomplémenté (SVF)

- Des antibiotiques (Streptomycine, Pénicilline)

- Eventuellement des antifongiques

- Un tampon (Bicarbonate de Na) pour le contrdle du pH

- Du Rouge de phénol comme indicateur de pH.

1.2.2.2 Entretien de la lignée cellulaire Hep-2

Ce sont des cellules de lignées continues hétéroploides, transformées,
immortalisées et obtenues a partir de tissus cancéreux (carcinome du pharynx humain).
Elles sont dénommées "Hep" (Human Epithelioma Pharynx) et sont entretenues par
trypsination et passages successifs.

Les Hep ont plusieurs avantages :

- Elles présentent une meilleure permissivité pour la multiplication du VRS par
rapport a d'autres cellules (MDCK et Vero).

- Leur crotssance est plus rapide que celles des cellules diploides

- Le nombre de passage est illimité

- Leur lignée peut étre entretenue en théone indéfiniment
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Elles poussent en monocouche en adhérant au plancher de la boite de culture

contenant du MEM. Lorsqu'elles deviennent confluentes, les cellules sont trypsinges.

Pour ce faire, 1l faut:

- Sortir la boite de culture de 1'étuve

- Vider le milieu de culture et laver deux fois avec du PBS

- Ajouter la trypsine (1ml pour une boite de 25 cm’, 2ml pour une boite de 75
cm’ et 4ml pour une boite de 125¢cm’

- Remettre 1a boite a 1'étuve et laisser incuber 1 a 2 minutes

- Lorsque les cellules sont séparées les une des autres (observation au
microscope), vider la trypsine et "tapoter” la boite pour faire descendre le tapis
cellulaire

-Remettre les cellules en suspension dans du milicu avec 5% de SVF par
aspiration-refoulement

- Mettre la moitié de la suspension dans unc autre boite de culture, en y ajoutant
du MEM a 5% de SVE.

- Remettre a I'étuve a 37°C les boites de culture et les survetller.
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1.2.3 Infection des cellules et identification par IFI1

1.2.3.1 Protocole technique

Il comporte 7 étapes, allant de la préparation des plaques avec lamelles a la

révélation. Les plaques sont surveillées quotidiennement pour la détection d'un ECP.

< Préparation des lamelles

v" Laver successivement les lamelles dans un bain d’éther pendant (30 min) puis
d’éthanol a 90° (30 muin).

v" Faire trois lavages a I’eau distillée

v Egoutter puis sécher les lamelles dans du papier-filtre

v Mettre les lamelles séchées dans une boite de pétrie et les autoclaver

< Préparation des plaques : J;

v Trypsiner les cellules (Hep)

v' Préparer une suspension cellulaire a 200.000 cellules par ml a 5 % de SVE
v Mettre | ml de la suspension celfulaire dans chaque cupule

v  Incuber a 37°C

< Inoculation des plaques : J;

v" Retirer le milieu des cupules

v Mettre 200l de I"échantitlon

v" Centrifuger 30 minutes a 1500 rpm pendant 5 mn
v Ajouter I ml de MEM a 1% de SVF

v Remettre a 37°C et observer quotidiennement au microscope
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< La préparation de la seconde série de plaques avec lamelles : J;

v Trypsiner les cellules (Hep)

v Préparer une suspension cellulaire a 20.000 cellules par ml & 5 % de SVF
v" Mettre une lamelle par cupule

v Mettre 1 mi de la suspension cellulaire dans chaque cupule

v Incuber a 37°C

< Inoculation des plaques avec lamelles : Jg
v'Sortir les plaques de 1’étuve

v'Retirer le milieu des cupules

v'Mettre 200ul de I’inoculum (surnageant)

v Centrifuger a 1500 rpm a 37°c pendant 45 mn
v'Retirer I'inoculum et laver une fois avec du PBS
v'Mettre 1 ml de MEM 4 1% de SVF

v'Incuber a 37°C pendant et observer quotidiennement

S Observation au microscope a Joet Jyp

< Révélation par IF1 : Jyy

v Récupérer le surnageant de culture et le conserver a - 80°C pour constituer un stock
viral

v" Ajouter 200ul d”acétone et mettre 15 min a + 4°C pour fixer les cellules

v Retirer I’acétone et laisser sécher

v’ Mettre 30 ul de I’anticorps anti-VRS (dilution 1/40 dans du PBS)

v Incuber 30 min & 37°C en atmosphére humide

v" Faire 3 lavages de 5 min au PBS

v Mettre 30 pl du mélange 1gG / FITC (dilutionl/50) + Bleu Evans (dilution 1/100)

v Incuber 30 min & 37°C en atmosphére humide

v Faire 3 lavages de 5 min au PBS puis un dernier a I'eau distillée
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v Sortir les lames, les dégraisser et mettre une goutte de glycérol
v Enlever la lamelle avec I’aiguille d’une seringue de 10 ml et d’une pince sans griffe

v Déposer la lamelle face cellules sur la goutte de glycérol

1.2.3.2 Lecture

Elle se fait au microscope a fluorescence aussitt aprés le dépot des lamelles.
Une lenteur dans la manipulation peut entrainer une diminution de la fluorescence. Les
cellules infectées par le VRS montrent une fluorescence cytoplasmique avec quelques
inclusions. Les cellules non infectées demeurent rouge a cause du bleu Evans qui agit

comme contre-colorant.
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2. RESULTATS

2.1 ECHANTILLONS CLINIQUES
Au total, 71 échantillons cliniques ont été collectés, du 28 Aot 2006 au 13 Juin
2007 au service de Pédiatrie de I'HALD. Les écouvillonnages pharyngés ont concerné
6 patients, soit 8 45% des prélévements. La majeure partie était représentee par les

écouvillonnages nasaux avec 65 échantillons cliniques collectés, soit 91,55%.

Tableau II: Répartition des échantillons cliniques

2.2POPULATION DE REFERENCE

Les enfants ont été répartis par tranches d'dge: de 0 a 2 mois, 3 a5 mois, 62 8
mois, 9 a 11 mois, 12 a 23 mois, 24 a 59 mois. Le tableau III montre une atteinte a
prépondérance masculine. En effet, le nombre de gargons recrutés était 2 fois plus
¢levé que les filles (67,6 % contre 32,4% pour les filles).

Les enfants dgés de moins de 2 ans sont plus atteints avec 63,38% de l'effectif
global des consultés, contre 36,62% pour ceux dgés de plus de 2 ans.

Dans cette étude, 5 enfants ont fait 'objet d'une hospitalisation, soit un taux de
7,04%. Un unique cas de bronchiolite a ét¢ noté chez ceux-la contre 4 pour une

pncumonie, soit respectivement 1% et 5,63% des cas diagnostiqués.
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Tableau I11; Répartition par 4ge et par sexe des enfants




2.3 FREQUENCE DES SYNDROMES

Le tableau IV dresse la fréquence des syndromes diagnostiqués durant la
période d'¢tude. Par ordre d'importance, les rhino-bronchites ont representées a elles
seules plus de la moiti¢ des cas avec 59.15%. Elles ont éé suivies par les bronchites
(25,35%), les pneumonies (5,65%), les pharyngites (5,65%) et un unique cas de
bronchiolite (1,4%).
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2.4 DONNEES VIROLOGIQUES

2.4.1 L'isolement sur les cultures cellulaires

La principale méthode de détection de la croissance virale reste I'observation
microscopique des cultures pour mettre en évidence la survenue d'un ECP. Les
cultures ont ét¢ surveillées quotidiennement au microscope a faible grossissement
(Objectif x40). Le délai d'apparition de 'ECP a ét¢ variable d'un échantillon 4 ['autre
(entre le 5°™ et 117 Jour. Dans notre étude, 45 échantillons ont engendré un ECP,

soit un taux de 63,38% contre 36,62% de cultures négatives.
2.4.2 L'immunofluorescence indirecte
Elle demeure un moyen incontournable pour la confirmation d'une infection
cellulaire. Toutes les cultures ou a été détecté un ECP, ont été traitées en IF indirecte.

Cest ainsi que le VRS a été révéle dans 63,38% des cultures infectées (45

¢chantillons), soit un taux de confirmation de 100%.
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2.5 DONNEES MICROBIOLOGIQUES

Sur les 71 prélévements recueillis, 38 ont révélé Ia présence d'au moins une
bactérie soit 53, 52%. Moraxella catarrhalis a été le germe le plus retrouvé (42%)

suivi de Streptococcus pneumoniae (34 %).

Tableau IV: Fréquence des souches bactériennes identifiées

44




2.6 CO-INFECTIONS

Cette figure montre que prés du tiers des co-infections étaient dues au VRS et a
M.catarrhalis (29,62%). Elle illustre également le réle majeur du pneumocoque
comme agent des surinfections bactériennes. En effet, S.pneumoniae a été associée
seule avec le VRS dans 18,52%. De méme, nous avons noté une co-infection du

pneumocoque avec le VRS et M. catarrhalis dans 22,25% des cas.
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Figureh: Fréquence des co-infections

45




3. DISCUSSION

La prédominance masculine observée dans notre ¢tude confirme les données de

Ja littérature. C’est amst que les garcons sont plus représentés que les filles avec un
sex-ratio de 2,08. Dans une étude descriptive concernant 741 enfants hospitalisés pour
IRA, Caule O. et coll [9] retrouve une prédominance masculine chez les moins de
1 an.

Denny F.W. et coll [16] trouvent également une prédominance masculine chez
les enfants atteints d’IRA 4gés de 1 mois a 2 ans. Cette notion d’atteinte préférentielle
du sexe masculin a été signalée également par par plusieurs auteurs {1, 31, 67].

Dans I'étude de Vathanophas K. et al [73], environ les deux tiers des IRAI a
VRS (60 a 70 % des patients vus en consultation externe) concernaient des enfants de
moins de deux ans. Ce que nous avons pu retrouver dans notre étude ou ces enfants
représentaient 63,38%.

La bronchiolite a été retrouvée chez un seul enfant (1,4%) et avait nécessité son
hospitalisation. L’ étude de Sawadogo A. et al a décrit un taux similarre au Burkina
[67].

Le VRS est un virus extrémement instable et thermolabile, ce qui rend son
1solement difficile sauf s’11 existe un laboratoire bien €quipé a proximité immédiate du
lieu de consultation. Cette contrainte a €té réglée grice a la proximité du laboratoire de
virologie médicale de I’'IPD du service de Pédiatrie.

D’apres Hall CB. et al [72], ’ANP et le lavage nasal demeurent les techniques
les plus efficaces pour la recherche du VRS. Le lavage nasal produirait mille fois plus
de virus que I’écouvillonnage toujours selon I’auteur. Notre difficulté majeure a été de
pouvolr réaliser des aspirations naso-pharyngiennes chez les enfants. Nous avons ainsi
pu souligner la grande géne observée durant 1’épreuve, et le risque d’entrainer un
COMPromis respiratoire grave.

Cette contrainte a été résolue grace a utilisation d’écouvillons avec milieu de

transport dédi¢ aux virus respiratomes.
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La technique standard pour I'isolement du VRS bien longue, fastidieuse et tres
coiiteuse demeure la culture cellulaire. Mais malgré sa complexité, elle est longtemps
restée la méthode de diagnostic de référence des infections respiratoires virales et les
performances des autres outils diagnostiques ont €té évaluces par coOmparaison avec
cette technique.

Dans notre étude, nous nous sommes limités a lutilisation des cellules Hep-2
qui ont fourni une bonne permissivité pour la survenue de I'ECP, comme le montre
I’étude de John H. Hugues et al [42].

D’autres auteurs ont comparé ’IF et la culture cellulaire pour la recherche du
VRS. Kellogg J.A. [44] a pu montrer I'utilité premiére de I'isolement wviral par la
culture, de méme que Meqdam MM. et al [55]. Par contre d’autres auteurs ont rendu
compte de la non nécessité de recourir systématiquement a la culture et de la plus
grande sensibilit¢ de I’IFT [49].

Sur les 45 échantillons positifs aprés inoculation (63,38%), un taux de
confirmation de 100% aprés IF a été obtenu. Ce qui corrobore le caractere tres sensible
et spécifique de cette méthode. Les mémes taux ont été retrouvés dans I’étude de
Thomas E.E. et al {72].

Il existe actuellement plusieurs techniques de diagnostic rapide basées sur la
technique d’immunofluorescence directe. Cependant, lorsqu’on commande des tests
de diagnostic, il faut tenir compte de leur durée de validité et de leurs conditions de
conservation.

La présentation clinique de l'infection & VRS est variable. Les rhino-bronchites
et les bronchites ont constitué¢ les principaux syndromes observ€s au cours de la
période d’étude. L’étude de Andoh J. et coll [3] a montré que 50% des enfants
recrutés pour tester Defficacité du Bactox® en suspension souffraient de rhino-
bronchite et 27% de bronchite. Ces résultats sont quasi similaires & ceux trouves dans

notre population d’étude.
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Cinquante (50) souches bactériennes ont été isol¢es sur 38 enfants representant
53.52% de ’effectif global. Ce qui dénote, outre 1'étiologie virale, de I'uimportance
des bactéries dans la survenue des IRA

Ainsi, S.pneumoniae et M.catarrhalis ont ét¢ les germes les plus retrouves
durant la période d’étude avec respectivement 34% et 42%. Sur les 38 ¢chantillons,
S.pneumoniae a été retrouvée comme seul agent en cause dans 15,78%. L’¢tude de
Wattanathum A. et al [78] s’est rapprochée presque d’un taux similaire avec 13,3%.

Des co-infections bactéries-virus ont ¢t¢ nises en ¢évidence dans notre étude. La
plus retrouvée était sans doute Iassociation VRS-M.catarrhalis dans 29,62% des cas.

D’aprés I'étude de Catlin, B. W. et al [8], M catarrhalis est devenue un
important agent causatif de syndromes tels que : I’otite moyenne aigue, la sinusite, les
exacerbations de bronchites chroniques. La fréquence étant tres variable d’une étude a
une autre, la bactérie a été retrouvée dans 22, 9% des échantillons dans I'¢tude de
Leaiios-Miranda B. et al {47]. Une fréquence plus ¢levée a été notée dans notre étude
avec 42%. Par contre, De Lencastre H. et al [15] ont pu obtenir jusqu’a 54% de
fréquence d’1solement.

Parmi les facteurs pouvant expliquer la part ¢galement importante de S.aureus
dans I’etiologic des IRA basse, la Sociét¢ de Pneumologie de Langue Frangaise
€voque entre autres :

0 L’immunodépression, la drépanocytose, les maladies neurologiques, le diabete
sucré, I’insuffisance rénale ou hépatocellulaire chronique, la séropositivité pour le VIH
71 Un antécédent de pneuinonie

[0 Une infection virale récente

[ Une hospitalisation au cours de 'année €coulée
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D’autres conditions particuliéres prédisposent plus spécifiquement a la survenue
de certaines infections :

- 1'inhalation augmente le risque de pneumonie a bacilles Gram négatif, a anaérobie, a
S.aureus.

- Une infection grippale récente augmente le risque de pneumonie a staphylocoque
doré.

Plus récemment, le rdle des co-infections VRS et autre virus respiratoires en tant
que facteur de gravité dans les bronchiolites a été mis en évidence. En effet 1l a éte
démontré que l'association d'un thinovirus et du VRS chez des nourrissons hospitalisés
pour une bronchiolite multiplic par 5 le risque de maladie sévére. Cet aspect n'a pas

pris en compte dans cette étude mais demeure un objectif futur.
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Le but de notre travail est de documenter les IRA associées au VRS chez les

enfants de moins de cinq ans. L’intérét de notre étude réside dans le fait que les IRA
constituent un réel probléme de santé non seulement par leur gravité, leur conséquence
et leur fréquence mais surtout du fait de 'implication de plus en plus gravissante des
virus dans Jeur survenue. C’est ainsi que le VRS a été décrit comme un agent majeur
responsable de la bronchiolite du nourrisson, de la bronchite aigué et de la pneumonie

de ’enfant.

Notre étude a porté sur 71 enfants 4gés de moins de cing ans regus en
consultation au service de Pédiatrie de I'HALD. Hs présentaient tous des signes

généraux d’IRA et ont été recrutés entre Aout 2006 et Juin 2007.

L’identification des souches virales et bactériennes dans les échantillons a été
conduite concomittemment au laboratoire de virologie médicale de I'Institut Pasteur

de Dakar et le laboratoire de Bactériologie-Virologie de 'HALD.

Au niveau de I'TPD, deux techniques ont été mises en ceuvre : I'isolement sur
cultures cellulaires en lignées continues et I'identification par immunofluorescence

indirecte avec 1'utilisation d'anticorps monoclonaux.

Dans un premier temps, nous avons obtenu aprés inoculation, 45 échantillons
positifs qui ont engendré un ECP, soit un taux de 63,38% contre 36,62% de cultures
négatives. Les cellules HEP-2 utilisées avaient montré une bonne permissivité pour
I’apparition de 'ECP. C’est dire toute I'importance de la culture cellulaire dans
I’1solement du VRS. A I'heure actuelle, 1l demeure le procédé de choix pour disposer

du virus malgré sa complexité et son délai de réponse.
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Dans un second temps, la technique d’immunofluorescence indirecte a été

réalisée dans le but de corréler I’apparition de I'ECP a I’infection virale. Nous avons
obtenu un taux de confirmation de 100%. Il existe actuellement dans le commerce des
anticorps monoclonaux spécifiques du VRS qui contribuent a améliorer la sensibilité

et l1a spécificité de cette méthode.

Bien que le VRS soit responsable de 1a majeure partie des IRA de I"enfant, notre

étude a également montré toute ’'importance de 1’étiologie bactérienne.

Au laboratoire de bactériologie de 'HALD, 50 souches ont été isolées avec une
prédominance de Moraxella catarrhalis S, pneumoniae et de Saureus.
Respectivement elles ont représenté 42% , 34% et 12% des souches.

S.pneumoniae et M.catarrhalis ont ét¢ isolées ensemble dans 7,4 % des cas. Par
contre, 88,9% des cas de co-infections ont eu pour cause I’association du VRS et

d’une bactérie.

Par ailleurs, la notion d'infection respiratoire saisonniére semble le plus souvent
sous-tendue par I'étiologie virale de l'infection. 1l fallait donc préciser dans quels
cadres on pouvait remplacer cette notion d'infection saisonniere par celle d'infectién
présumée virale ne justifiant pas d'un traitement antibiotique en premiére intention.
Pour ce faire, notre choix s’est porté sur 1’étude prospective des infections 2 VRS

mettant en ccuvre des techniques d’1solement et d’identification.

L’étiologie bactérienne étant toujours ume préoccupation majeure dans la
survenue des IRA, notre étude avait pour objectif majeur de mieux documenter la
cause virale dans les IRA, dans le sens de permettre une dispensation plus judicieuse

et moins probabiliste des traitements antibiotiques.

51



Une étroite collaboration entre pharmaciens, cliniciens, microbiologistes et
virologues, la diffusion, I’échange d’informations et la confrontation des résultats sont
indispensables pour supporter le choix d’un traitement efficace et adapté a
I’épidémiologie locale des IRA. Ces conditions permettraient de limiter I’émergence et
la diffusion de souches bactériennes multi-résistantes et de préserver les molécules les
plus actives.

C’est dans cette optique que I’Observatoire de I’ Antibiothérapie des Infections
Respiratoires de Ville a vu le jour dans le but de parvenir & des consensus

thérapeutiques.

En définitive, dans la perspective de I’introduction future d’un vacein anti-VRS
dans les programmes vaccinaux, un certain nombre de recommandations nous a paru

indispensables pour atteindre cet objectif :

- Evaluer la prévalence des IRA a VRS et des autres virus respiratoires  dans
I’ensemble de la population infantile grice a Putilisation de techniques de détection

. rapide accessibles et peu colteuses.

- Utiliser plus largement la PCR, comme appoint aux techniques sus-citées, pour
mieux caractériser la circulation des sérotypes dans le but d’optimiser Iefficacité

vaccinale.
- Enfin, des campagnes de sensibilisation sur les facteurs de risques des IRA

devront étre conduites en rapport avec les communautés de base pour accompagner les

stratégies de prévention.
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PREPARATION DU MILIEU DE TRANSPORT POUR VIRUS RESPIRATOIRES

I. MATERIELS ET REACTIFS

Bouillon tryptose —phosphate (DIFCO, Réf ; 260300/0060-17)
Albumine bovine fraction V (SIGMA, Réf : A-9647)
Péniciline-Streptomycine (GIBCO, Réf :15140-122)
Fungizone (GIBCO, Réf :15295-017)

Gentamycine (GIBCO, Réf :15750-037)

Tubes NUNC 4,5ml (IPD :MAJ-0803)

Anuntoclave

IL MODALITES DE PREPARATION

Pour un litre de bouillon

Peser 29,5 g de poudre de bouillon
Les dissoudre dans un litre d’eau distillée

Passer le bouillon a 'autoclave & 121°C pendant 5 min

Pour un litre de milieu de transport

Prendre 900 ml de bouilion tryptose-phosphate
Faire bouillir jusqu’a ébultition a100 ml d’eau distillée contenant 5 g
d’albumine bovine
Laisser refroidir et le mélanger au 900 ml de bouillon
Ajouter :
50 ml de pénicilline - streptomycine
20 ml de fungizone
1,6 ml de gentamycine
Ajuster a pH 7,2-7.4
Prendre des tubes NUNC de 1,8 ml, les numéroter dans 1’ordre croissant en y
précisant le nom du centre de santé d’ol viendront les prélévements
Répartir le milieu de transport dans le nombre de tubes voulu a raison de 1,5
ml par tube

Conserver le reste du milien ainsi que les tubes & +4° (+ ou — 2°)
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