S

ELS

Since January 2020 Elsevier has created a COVID-19 resource centre with
free information in English and Mandarin on the novel coronavirus COVID-
19. The COVID-19 resource centre is hosted on Elsevier Connect, the

company's public news and information website.

Elsevier hereby grants permission to make all its COVID-19-related
research that is available on the COVID-19 resource centre - including this
research content - immediately available in PubMed Central and other
publicly funded repositories, such as the WHO COVID database with rights
for unrestricted research re-use and analyses in any form or by any means
with acknowledgement of the original source. These permissions are
granted for free by Elsevier for as long as the COVID-19 resource centre

remains active.



Available online at www.sciencedirect.com

ScienceDirect PAEIOLOGIE
IOLOGIE

ELSEVIER Pathologie Biologie 54 (2006) 603—611 —
http://france.elsevier.com/direct/PATBIO/

Infections a Mycoplasma pneumoniae
¢tude rétrospective en Basse-Normandie de 1997 a 2005.
Epidémiologie — Place de la sérologie
et de la PCR pour le diagnostic

Mycoplasma pneumoniae infections:
retrospective study in Basse-Normandie, 1997-2005.
Epidemiology—Diagnostic utility of serology
and PCR for a rapid diagnostic

J. Petitjean-Lecherbonnier®, A. Vabret, S. Gouarin, J. Dina, L. Legrand, F. Freymuth

Laboratoire de virologie humaine et moléculaire, hopital universitaire, avenue Georges-Clémenceau, 14033 Caen, France

Disponible sur internet le 06 octobre 2006

Résumé

But de [’étude. — L’objectif de cette étude est de décrire 1’épidémiologie des infections & Mycoplasma pneumoniae (Mpn) en Basse-
Normandie par une analyse rétrospective des résultats sérologiques et PCR, et de valider ces deux outils pour un diagnostic précoce de ces
infections.

Patients et méthodes. — De 1997 a aotit 2005, 6156 sérums et 6123 prélévements respiratoires ont été réalisés chez des patients hospitalisés et
analysés pour une recherche d’infection a Mpn, soit par PCR, soit par sérologie Elisa, soit par les deux. Pendant la période épidémique (2004—
2005), les résultats de 1489 patients ont été analysés.

Résultats. — Sur les neuf années, la séroprévalence moyenne se chiffre a 40,4 % et 525 cas d’infection ont été diagnostiqués par PCR et/ou
sérologie, se profilant nettement sous 1’aspect de deux pics épidémiques espacés de sept ans. Pendant la période épidémique, la séroprévalence
augmente (50,2 %) et I’incidence est de 8,3 %. L’analyse des caractéristiques épidémiologiques des 124 cas diagnostiqués montre : une prédo-
minance chez I’enfant et ’adulte jeune, une fréquence saisonniére estivohivernale, I’existence de co-infection virale. L’analyse des résultats chez
36 patients ayant bénéficié des deux tests diagnostiques, PCR et sérologie, montre une concordance dans seulement 41,7 % des cas.

Conclusion. — Les infections a Mpn surviennent sur un mode endémo-épidémique, avec une incidence élevée lors des pics épidémiques,
particulierement chez I’enfant. Nous disposons actuellement d’outils bactériologiques performants permettant de réaliser un diagnostic précoce
et fiable. Chez I’enfant, il convient d’associer une sérologie (IgM) et une PCR sur un prélévement nasopharyngé ; chez I’adulte il faudra privi-
légier la PCR.
© 2006 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Objectives. — The objective of this study was to evaluate the epidemiology of Mycoplasma pneumoniae (Mpn) infections in Basse-Normandie
by a retrospective analysis of serological and PCR data, and to confirm the diagnostic utility of PCR and serology.

Methods. — From 1997 to August 2005, 6156 serum samples and 6123 respiratory tract samples were collected from hospitalised patients and
evaluated for the diagnosis of Mpn infection by PCR, serological assays, or by the two tests. During the epidemic period (2004-2005), the results
of 1489 patients were analysed.
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Results. — Over the 9-y period, the seroprevalence was 40,4% and we reported on 525 cases with serologically or/and PCR proven Mpn
infection, according a cyclic pattern spaced out 7 years. During the epidemic period, the seroprevalence increased to 50,2% and the rate of
infections was 8.3%. The analysis of the 124 cases of Mpn infection showed typical epidemiological characteristics: a peak of incidence
among the children and young adults, a summer-winter pattern and some coinfections with viral strains. For diagnosis of Mpn infection, the
comparison of PCR and serological assays among 36 patients showed a concordance of only 41.7%.

Conclusion. — Mpn infections were endemic and outbreaks were observed according cyclic pattern with a high incidence specially in the
children. Sensitive and specific tests were now available for early and reliable diagnosis. In children, the combination of the PCR on nasophar-

yngeal samples and the IgM EIA serology test were recommended. In adults, the PCR was privilegiated.

© 2006 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction

Mycoplasma pneumoniae (Mpn) est une bactérie impliquée
dans de nombreuses pathologies respiratoires hautes (rhinopha-
ryngite, sinusite, otite...) et basses (pneumopathie, trachéobron-
chite...) [1,2]. Mpn est la premiére cause de pneumopathies
communautaires chez I’enfant de plus de cinq ans. L’infection
a Mpn peut aussi provoquer ’apparition et 1’exacerbation de
crise d’asthme [3]. Chez I’adulte, Mpn serait impliqué dans
environ 20 % des pneumopathies infectieuses, venant juste
apres Streptococcus pneumoniae [4,5]. Les pneumopathies a
Mpn surviennent sur un mode endémo-épidémique et leur évo-
lution est en général favorable, mais des observations de pneu-
mopathies sévéres avec détresse respiratoire pouvant mettre en
jeu le pronostic vital ont été rapportées, particuliecrement chez
I’adulte jeune [6,7]. Des formes extrapulmonaires, diverses et
parfois atypiques (atteintes neuroméningées, cutanées, myopéri-
cardiques, hématologiques...) peuvent survenir de facon isolée
ou étre observées avant, pendant ou aprés les manifestations
respiratoires [8]. Les complications neurologiques, bien que
relativement rares, sont celles le plus fréquemment observées
et tous les types d’atteintes ont été décrits [9,10].

L’existence de réinfections et de co-infections bactériennes
et virales, I’existence de nombreuses formes asymptomatiques
ou paucisymptomatiques font que I’incidence des infections a
Mpn est relativement élevée [1,11] et probablement sous-
estimée [12,13]. Une enquéte chez les sujets contacts de
patients ayant une infection respiratoire aigué a Mpn a ainsi
démontré la présence de Mpn chez 15 % d’entre eux. Quatre-
vingts pour cent étaient des enfants, ce qui confirme leur role
de réservoir et leur role dans la transmission de I’infection [12].
Le diagnostic des infections communautaires & Mpn repose
encore fréquemment sur les signes cliniques et radiologiques.
Toutefois, I’importance de Mpn en pathologie respiratoire va
croissant et le diagnostic différentiel avec les viroses respiratoi-
res est de plus en plus souvent établi grace a la mise a dispo-
sition d’outils diagnostiques spécifiques et rapides. Transmises
par voie aérienne, les infections & Mpn évoluent selon un mode
endémique avec des poussées épidémiques d’une durée d’un a
deux ans, tous les trois a huit ans [13—15].

Le but de notre étude est d’analyser rétrospectivement les
résultats de la sérologie et de la PCR Mpn au cours des neuf
derniéres années (1997-2005) et de décrire les caractéristiques
épidémiologiques en termes de séroprévalence, incidence, dis-

tribution saisonniére et par age. Sur le plan bactériologique,
I’objectif de ce travail est de comparer les outils diagnostiques
de l’infection a Mpn : diagnostic sérologique et diagnostic
direct par amplification génique (PCR), et définir le meilleur
site de prélévement.

2. Patients et méthodes
2.1. Population étudiée

Entre les mois de mars 1997 et aott 2005, 6156 sérums et
6123 prélévements respiratoires ont été réalisés chez des adul-
tes et des enfants hospitalisés pour une recherche d’infection a
Mpn. Ces prélévements proviennent majoritairement des servi-
ces de pédiatrie, infectiologie et pneumologie du CHU de Caen
et des CHR des trois départements bas-normands (Flersg,
Avranchess, et Bayeux;,). Les prélévements ont été analysés
au laboratoire de virologie du CHU de Caen soit par une
recherche directe (PCR), soit par un test sérologique, soit par
les deux. La Fig. 1 représente la pratique diagnostique des ser-
vices demandeurs les plus courants : on note une pratique
exclusivement sérologique au CH d’Avranches (24 % de nos
sérologies, 61 % d’enfants), une pratique privilégiant la PCR
pour les services de médecine adulte (maladies infectieuses,
médecine interne et pneumologie) et une pratique a la fois
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Fig. 1. Type et pourcentage des demandes d’examens pour la recherche de Mpn
selon les principaux services hospitaliers bas-normands prescripteurs. Epidémie
(septembre 2004—aott 2005).
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sérologique et de diagnostic direct pour le service de pédiatrie
du CHU de Caen.

Pendant la période épidémique survenue entre septembre
2004 et fin aolit 2005, une analyse rétrospective des résultats
de 1489 patients (1050 adultes et 439 enfants) prélevés soit
pour une recherche directe, soit pour une sérologie Mpn, soit
pour les deux, a permis d’établir les caractéristiques de cette
épidémie et d’évaluer les performances des outils diagnosti-
ques.

2.2. Recherche directe par PCR

Divers prélévements sont collectés pour la recherche de
Mpn par PCR : aspirations nasales, gorges, nasopharynx, lava-
ges bronchoalvéolaires, crachats. ..

L’ADN bactérien est extrait par la procédure Chelex. Deux
cent cinquante microlitres de prélévements recueillis sont vor-
texés avec 150 ul d’une suspension de résine Chelex 100 (Bio-
rad, Marnes-la-Coquette, France) en milieu détergent (0,1 %
SDS, 0,1 % Noninet P-40 et 1 % Tween 20), puis chauffés
15 minutes a 100 °C et centrifugés dix minutes a 12 000g.
Le surnageant est directement utilisé pour réaliser une réaction
PCR a l’aide des amorces spécifiques MP-P11 et MP-P12
situées dans le géne P/ de Mpn [16]. Les produits d’amplifi-
cation sont détectés par hybridation en milieu liquide (GEN-
ETI-K DEIA, Sorin) au moyen d’une sonde spécifique biotiny-
lée MP-I [16]. Le signal d’hybridation est considéré comme
positif quand I’index est supérieur ou égal a 2 ; le résultat est
« équivoque » lorsque I’index est compris entre 1 et 2
(index = DO échantillon/DO seuil). Lors de chaque manipula-
tion, I’introduction de différents contréles permet de valider les
résultats de la PCR Mpn : contrdle positif, contrdles négatifs
(introduits a chaque étape de traitement de 1’échantillon).
Enfin, la circulation dans trois secteurs séparés de manipulation
est respectée afin de pallier tout risque de contamination.

2.3. Diagnostic sérologique

Deux trousses Elisa format microplaque ont été utilisées au
cours de cette période pour la détection des anticorps spécifi-
ques de type IgG et IgM : EIA-Platelia (Platelia® EIA Sanofi
Diagnostica Pasteur) de mars 1997 a mi-avril 2001 et EIA-
Bmd (ImmunoWell® Bmd S.A.) de mi-avril 2001 & aofit
2005. Ces deux techniques sont des tests Elisa indirects utili-
sant comme antigéne soit un ultrasonicat purifié riche en pro-
téine membranaire P1 (EIA-Platelia), EIA-Sorin, EIA-Biotest,
soit un glycolipide purifi¢ d’une souche FH de Mpn (EIA-
Bmd).

Afin d’éviter toute interférence par le facteur rhumatoide
(FR) ou la présence d’IgG résiduelles au cours du dosage des
IgM, la technique EIA-Platelia utilise une méthode d’immuno-
capture et la technique EIA-Bmd une absorption préalable des
sérums avec une solution anti-IgG humaines. Pour les deux
trousses, nous avons appliqué les protocoles opératoires, les
critéres de validation et les critéres d’interprétation des résultats
fournis par le fabricant. Toutefois, devant les difficultés d’inter-

prétation d’un seuil de positivité, fixé de fagon arbitraire, une
zone « équivoque » a été définie pour I’interprétation des IgM :
750 a 1100 UA/ml pour Bmd et index 0,9 a 1,1 pour Platelia.
Les critéres sérologiques d’« infection actuelle » a Mpn ont été
définis comme suit : séroconversion ou augmentation signifi-
cative du titre des IgG sur deux sérums prélevés a 15-21 jours
et manipulés en paralléle ; sur un sérum isolé : chez 1’adulte,
IgG supérieures a 2000 UA/ml ; chez I’enfant, IgM positives
associées ou non a des IgG.

3. Résultats
3.1. Séroprévalence

Sur les 6156 sérologies Mpn réalisées pendant neuf années,
la séroprévalence chez les patients hospitalisés se chiffre glo-
balement a 40,4 % (adultes 44,4 %, enfants 31,5 %). Connais-
sant la variabilité de sensibilité des trousses sérologiques Elisa,
nous avons calculé la séroprévalence pour chacune des pério-
des utilisant successivement la trousse EIA-Platelia et la
trousse EIA-Bmd. De mars 1997 a avril 2001 (trousse EIA-
Platelia), nous trouvons une séroprévalence moyenne stable
de 33,3 % (adultes 36,3 %, enfants 25,3 %) sur les quatre
années. En 2001, la séroprévalence atteint 47,5 % (adultes
51 %, enfants 33,3 %) ; cette augmentation est significative
et correspond a 1’utilisation d’une nouvelle trousse sérologique
(trousse EIA-Bmd). D’avril 2001 a aott 2005 (trousse EIA-
Bmd), nous trouvons une séroprévalence moyenne de 47,6 %
(adultes 51,9 %, enfants 37,7 %), mais fluctuante au cours de
ces quatre années : 53,4 % en 2002, chute a 42,2 % (2003) et
40 % (2004), et augmentation a 53,5 % en 2005 (Fig. 2). Paral-
lelement, nous observons une diminution du titre moyen des
IgG en 2003 (414 UA/ml) et en 2004 (388 UA/ml) et une aug-
mentation du titre en 2005 (545 UA/ml) [Tableau 1].

Durant la période épidémique (septembre 2004—aott 2005),
664 sérologies ont été réalisées chiffrant une séroprévalence
globale a 50,2 % (adultes 54,7 %, enfants 43,5 %), avec un
titre moyen d’IgG a 524 UA/ml.

Ces séroprévalences sont calculées sur une population de
patients « malades » hospitalisés le plus souvent pour une
pathologie respiratoire. Nous les avons donc comparées a la
séroprévalence d’une population « témoin ». Les sérums de
291 adultes et 104 enfants, indemnes de toute pathologie respi-
ratoire, ont été sélectionnés au cours de I’année 2003 (bilans
préopératoires, consultations en médecine du travail) et titrés
en IgG et IgM avec le kit EIA-Bmd. La séroprévalence est de
36,2 %, avec un titre moyen d’IgG a 343 UA/ml.

Le Tableau 2 résume les résultats des séroprévalences obte-
nues chez la population « malade » et la population « témoin »
au cours des différentes périodes avec la trousse EIA-Bmd.

Les résultats de comparaison de séroprévalence et de titre
moyen en IgG entre les « populations malades » et « population
témoin » ont été évalués respectivement avec le test du X
(» <0,00001) et de Mann-Whitney (p < 0,001).
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Fig. 2. Distribution des séroprévalences a Mpn obtenues par les deux tests sérologiques Elisa : EIA-Platelia (1997—avril 2001) et EIA-Bmd (avril 2001-2005).

Tableau 1

Distribution du titre des IgG anti-Mpn chez la « population malade »
hospitalisée de 2002 a 2005, chez la « population malade » hospitalisée pendant
la période épidémique et chez la « population témoin »

Population étudiée Nombre de IgG titre moyen  Test de Mann-
patients UA/ml Whitney
(EIA-Bmd) degré de
signification p
Témoin 2003-2004 395 343
Hospitalisés
2002 554 486 <0,001
2003 631 414 0,016
2004 641 388 0,662
2005 783 545 < 0,001
Hospitalisés
9-2004 705 524 <0,001
a 8-2005
Tableau 2

Comparaison de la séroprévalence Mpn au sein des populations hospitalisées et
témoin

Population étudiée Séroprévalence (EIA-Bmd)

Hospitalisés Hospitalisés Témoin
(4-2001 (9-2004 (2003-2004)
a 8-2005) a 8-2005)

431 adultes
279 enfants

291 adultes
104 enfants

1796 adultes
789 enfants

Adultes + enfants (%) 47,6 50,2 36,2
Adultes (%) 51,9 54,7 39,5
Enfants (%) 37,7 43,5 26,9

3.2. Incidence de !'infection a Mpn

Au cours des neuf années étudiées, 525 cas d’infection a
Mpn ont été diagnostiqués par sérologie, PCR ou les deux
tests selon les critéres de positivité définis. La population infec-
tée est jeune (78 % ont moins de 15 ans), d’age moyen 6,5 ans
pour les enfants et 46,6 ans pour les adultes, 22 % des adultes
ayant plus de 65 ans (Fig. 3). En utilisant la sérologic comme
seul test diagnostic, parmi les 6156 sérologies effectuées, 433
(7 %) signaient une infection active a Mpn : 77 adultes (1,8 %)
et 356 enfants (18,6 %) ; la moyenne d’age des adultes était
43,7 ans, celle des enfants 6,7 ans. En utilisant la PCR comme
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Fig. 3. Distribution des ages des patients présentant une infection a Mpn en
Basse-Normandie, 1997-2005.

seul test diagnostic, parmi les 6123 prélévements respiratoires,
154 (2,5 %) étaient positifs par PCR ; la moyenne d’age des
adultes était 50 ans, celle des enfants six ans. Le nombre de
prélévements respiratoires analysés par PCR a augmenté régu-
licrement chaque année depuis 1997 (267 prélévements) pour
atteindre sur les trois derniéres années environ 1000 préleve-
ments par an, composés a 90 % d’aspirations nasales et de
prélévements de gorge. Alors que le pourcentage de préléve-
ments respiratoires PCR positive diminue trés nettement a par-
tir de 1999-2000 pour n’atteindre que 1 % de positif en 2002,
une augmentation significative est observée en 2004 pour
atteindre 3,3 % en 2005 (Fig. 4a). La Fig. 4b représente le
pourcentage de PCR positive pour chaque type de prélévement.

L’examen du nombre de cas diagnostiqués, que ce soit par
sérologie, PCR ou les deux associés, montre une fluctuation
tout au long des neuf années étudiées. Nous observons tres
nettement deux pics épidémiques : un pic fin 1997-début
1998 et un second pic en septembre 2004, se prolongeant
jusqu’a fin 2005 (Fig. 5). Concernant la distribution saison-
nicre, chaque année la fréquence des infections apparait plus
importante en été et en hiver, fréquence particuliérement nette
lors des deux pics épidémiques (Fig. 6).

Au cours de la période épidémique (septembre 2004—aotit
2005), parmi les 1489 patients ayant eu une sérologie (664
patients — 395 adultes, 269 enfants —), une PCR (1179
patients — 908 adultes, 271 enfants —) ou les deux tests
(204 patients — 125 adultes, 79 enfants —), ont été répertoriés
124 cas (26 adultes, 98 enfants) d’infections a Mpn, soit une
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Fig. 4a. Evolution entre 1997 et 2005 du nombre de prélévements respiratoires
analysés par PCR Mpn et du pourcentage de prélévements positifs.

incidence de 8,3 %. Soixante-dix-neuf pour cent des cas étaient
des enfants d’age moyen 6,2 ans. L’4ge moyen des adultes se
situe a 45,2 ans. Parmi les 664 sérologies, 94 (14,1 %)
signaient une infection active a Mpn : 13 adultes (3,3 %) et
81 enfants (30 %). Cent soixante et onze sérologies (25,7 %)
ont été réalisées a I’hopital d’Avranches et 26 (15,2 %)
signaient une infection active. Parmi les 1185 prélévements
respiratoires, 43 (3,6 %) étaient PCR positive ou « équivoque » :

607

b
o 0%
=
T 60%{ W
— \
é 5,0% - N
= °
%5 4,0% | s
a
8 3.0% -
)
& 2,0%
8 -
5 1,0% A .
2 el Sl i
0,0% : ! - .
1997 1998 1899 2000 2001 2002 2003 2004 2005
‘ co-@ - LBA — -l - —gorge —&— aspiration nasale |

Fig. 4b. Evolution entre 1997 et 2005 du nombre de chacun des types de
prélevements analysés par PCR et pourcentage de PCR Mpn positive pour
chaque type de prélevement.

14 adultes (1,5 %) et 29 enfants (10,7 %). Cingq des 29 enfants
PCR positive (17,2 %) présentaient une infection virale asso-
ciée : quatre VRS, un rhinovirus et un entérovirus.

La nature des prélévements respiratoires se distribue ainsi :
103 LBA/aspirations bronchiques/crachats, 684 prélevements
de gorge et 398 aspirations nasales. Sept LBA/aspiration bron-
chiques/crachats (6,8 %) sont PCR positive (un crachat et un
LBA PCR « équivoque »), six gorges (0,9 %) et 32 aspirations
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Fig. 6. Répartition saisonniére des infections a Mpn en Basse-Normandie. 1997-2005.

MAM : mars—avril mai ; JJA : juin-juillet-aolt ; SON :

septembre-octobre-novembre ; DJF : décembre—janvier—février.
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LBA : lavage bronchoalvéolaire ; Asp B : aspiration bronchique ; Asp N :
aspiration nasale ; Asp T : aspiration trachéale.

nasales (8 %) dont une « équivoque » ; un enfant et un adulte
ont eu deux prélévements positifs (aspiration et gorge pour
I’enfant, gorge et LBA pour ’adulte) [Fig. 7].

Une étude des virus isolés chez les enfants hospitalisés pen-
dant cette méme période montre, sur un total de 2377 aspira-
tions nasales, une fréquence de 14,9 % pour la famille des
picornaviridae (rhinovirus 77 %, entérovirus 23 %), 12 %
pour le VRS, 5 % pour les virus influenza A, B et C, 4 %
pour les coronavirus et 3,9 % pour les para-influenza virus.
Avec une incidence de 10,7 %, Mpn vient donc en troisiéme
position des agents responsables de pathologie respiratoire
durant cette période.

3.3. Comparaison des résultats des tests PCR et sérologiques

Parmi les 124 cas d’infection active, 36 patients (32 enfants
et quatre adultes) ayant bénéficié a la fois d’une recherche
directe (PCR) et d’une sérologie, nous avons pu comparer les
résultats des deux tests (Tableau 3). Quinze patients ont les
deux tests positifs (12 enfants, trois adultes), cinq sont PCR
positive/sérologie négative (quatre enfants, un adulte) et 16
enfants sont PCR négative/sérologie positive.

Une étude des 21 discordances PCR—sérologie a montré
que :

e pour les 16 enfants — PCR négative/sérologie positive — :
quatre présentaient des IgM isolées et cinq présentaient une
co-infection virale (deux VRS, un influenza A, un para-
influenza 4, un coronavirus NL63) ;

Tableau 3

Comparaison des résultats de la PCR et de la sérologie Mpn chez 36 patients
présentant une infection

Sérologie PCR Mpn
Elisa Mpn Positive Négative
Positive 15 16
Négative 5 0

e pour les cinq patients — PCR positive/sérologie négative — :
quatre n’ont pas eu de deuxiéme sérum a 15-21 jours ; chez
le cinquiéme patient, les IgM apparaissent de facon fugace
sans séroconversion des IgG a un mois et le résultat de la
PCR donne un index d’hybridation faible (2,6).

4. Discussion

Au cours de cette étude rétrospective bas-normande, nous
avons démontré en septembre 2004 [’apparition, aprés sept
années, d’une nouvelle vague épidémique d’infections a Mpn
persistant jusqu’a fin 2005. En combinant les résultats de la
technique PCR et le diagnostic sérologique, I’incidence est
chiffrée a 8,3 % et prédomine largement chez les enfants de
cinq a neuf ans. D’autres études rétrospectives fondées sur
des résultats sérologiques, PCR ou combinés PCR—sérologie
montrent des caractéristiques épidémiologiques similaires
concernant la distribution des ages avec un pic d’incidence a
sept ans et chez I’adulte jeune [12-15], la périodicité épidé-
mique entre trois et sept ans [13—15,17], la distribution saison-
niére avec un pic en hiver et été [11-14,17], des co-infections
virales [11,12].

L’observation d’un pic d’incidence trés net dans la tranche
des quatre a neuf ans refléte la fréquence des infections respi-
ratoires basses chez I’enfant. La plupart des données épidémio-
logiques proviennent d’études réalisées chez des enfants hospi-
talisés [14,15,18], plus rarement en ambulatoire [11,12]. Alors
que les infections virales sont largement majoritaires avant
I’age de trois ans [19], les pneumopathies a mycoplasmes
constituent, entre 5 et 15 ans, la premiére cause de pneumopa-
thies communautaires. Fréquentes chez 1’adulte jeune, le nom-
bre de ces pneumopathies diminue fortement apres 50 ans [20].
Dans notre recrutement uniquement hospitalier, leur fréquence
est probablement sous-estimée : moins sévére que les pneumo-
nies a pneumocoques, les pneumopathies & Mpn nécessitent
rarement une hospitalisation et sont le plus souvent traitées en
ambulatoire [20].

La périodicité des épidémies n’est pas trés bien connue mais
peut s’expliquer par une variation de I’immunité protectrice
dans la population générale [15]. L’immunité acquise aprés
une infection & Mpn n’est pas durable, elle s’étend de deux a
dix ans avec une moyenne a quatre ans [21,22] ; la balance
entre la population protégée et la population exposée est alors
rompue et 1’épidémie suivante pourra se développer. Ainsi,
juste avant le pic épidémique, nous observons une chute signi-
ficative de la prévalence et du titre moyen des IgG, reflet pro-
bable d’une baisse de I’immunité de la population générale.

A P’image d’autres études, la séroprévalence calculée au
sein de notre population témoin est relativement élevée
(36,2 %), avec un titre moyen d’IgG a 343 UA/ml. Ces chiffres
sont significativement plus bas que ceux de la « population
malade » hospitalisée pendant la période épidémique (séropré-
valence 50,2 % — x> p <0,00001 ; titre IgG 524 UA/ml —
Mann-Whitney p < 0,001). Toutefois, la différence non signifi-
cative du titre moyen des IgG au sein de la population
« malade » hospitalisée, en dehors de la période épidémique,
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ne fait qu’appuyer la nécessité de titrer les IgG sur une paire de
sérums pour l’identification d’une infection active & Mpn
(Tableau 1 et Tableau 2) [23-25]. Le titrage des IgG et IgM,
trés dépendant de la sensibilité de la trousse Elisa et du choix
du seuil, impose un titrage en paralléle des deux sérums avec la
méme trousse sérologique.

Les co-infections virus—bactéries sont en général trouvées
dans 15 a 25 % des infections a Mpn [11,12]. Avec 17 % de
co-infections chez I’enfant, les infections a VRS prédominent
pendant la période épidémique puisque nous les retrouvons
chez quatre des cinq enfants PCR positive et deux des six
enfants ayant une sérologie positive—PCR négative ; les autres
virus en cause sont deux virus influenza A, un rhinovirus, un
entérovirus, un para-influenza 4 et un coronavirus NL63.

Plusieurs auteurs ont montré que l’incidence de Mpn en
pathologie respiratoire varie grandement d’une étude a I’autre
(2 a 30 %), dépendant de la population étudiée (ambulatoire,
hospitaliére) et des techniques de diagnostic utilisées (sérologie
RFC ou sérologie Elisa, PCR) [18,25-28]. Le diagnostic des
infections & Mpn gagne donc a étre amélioré par I’utilisation
de techniques standardisées, rapides, sensibles et spécifiques.

Le diagnostic spécifique des infections a Mpn repose sur le
diagnostic bactériologique. Il utilise classiquement la mise en
évidence de I’agent infectieux a partir de prélévements de la
sphére ORL et le diagnostic sérologique avec la recherche
d’anticorps anti-Mpn. La culture, lente et difficile, reste la tech-
nique de référence réservée aux laboratoires spécialisés mais
n’est plus utilisée en routine ; elle fait place aux techniques
d’amplification génique (PCR), trés sensibles et spécifiques,
permettant la détection précoce de faibles charges bactériennes
(0,1 a 1 UCC/ml) directement a partir de prélévements [26,27].
La technique sérologique classique de réaction de fixation du
complément, peu sensible et peu spécifique, est abandonnée au
profit de techniques Elisa utilisant des antigénes purifiés. Ces
techniques trés sensibles et spécifiques mesurent séparément
les immunoglobulines G (IgG) et IgM [29]. De nombreuses
trousses existent actuellement sur le marché mais leurs perfor-
mances en termes de sensibilité et spécificité sont trés varia-
bles, rendant parfois 1’interprétation difficile [30].

Chez I’enfant, la détection des IgM anti-Mpn est un bon
marqueur d’infection récente et le plus souvent, dés le premier
prélevement, on observe des titres élevés d’IgM et IgG [18,29,
31]. Chez I’adulte, les IgM peuvent étre absentes (réinfection)
et leur présence est toujours difficile a interpréter : infection
active primaire ou secondaire, activation polyclonale non spé-
cifique, croisement antigénique, interférence du FR. Quant aux
IgG, elles peuvent augmenter lentement [2]. L’infection ne sera
donc affirmée que sur une séroconversion ou une augmentation
significative du titre des IgG [22,25,29]. Le résultat des exa-
mens sérologiques étant long a obtenir et le second sérum étant
trés rarement prélevé, I’examen direct devra donc étre privilé-
gié chez ’adulte.

Dans notre population hospitaliére, le pourcentage de préle-
vements positifs varie de 1 a 4,7 % entre 1997 et 2005 avec
une moyenne de 2,5 %. Cette fréquence est faible, comparée a
plusieurs autres études plus ciblées [11,18,25,27]. Lors du pic

épidémique, la recherche ciblée de Mpn chez les enfants mon-
tre une fréquence de 10,7 %, se rapprochant des chiffres de la
littérature. Cette fréquence apparait relativement élevée au vu
des étiologies virales recherchées de fagcon systématique pen-
dant la méme période chez les enfants hospitalisés pour une
pathologie respiratoire (14,9 % rhinovirus—entérovirus, 12 %
VRS, 5 % virus influenza et 4 % coronavirus, 3,9 % virus
para-influenza). Les co-infections Mpn—virus sont relativement
fréquentes chez les enfants : 5 des 29 enfants PCR Mpn posi-
tive (17 %) hébergent un virus : quatre VRS, un rhinovirus et
un entérovirus, résultats tout a fait concordant avec d’autres
études [11,12].

La mise en évidence de la bactérie par les méthodes sensi-
bles et spécifiques de PCR a amélioré les performances diag-
nostiques en termes de rapidité (délai de réponse 24 heures) et
de précocité (deés le début des signes cliniques) [27,32,33].
Cependant, I’existence de portage sain au niveau du tractus
respiratoire [24], la présence d’inhibiteurs d’amplification
dans certains prélévements, la variabilit¢ de la richesse cellu-
laire du prélévement peuvent influencer fortement I’inter-
prétation des résultats PCR. Mpn est une bactérie qui adhére
aux cellules de 1’épithélium respiratoire, le résultat de la recher-
che directe est par conséquent trés dépendant de la nature et de
la qualit¢ du prélévement. Différentes études ont essayé
d’établir le site optimal de prélévement pour la détection de
Mpn par PCR [25,32,34-36]. Gnarpe et Michelow obtiennent
une sensibilité identique avec les prélévements nasopharyngés
et oropharyngés mais préconisent une combinaison des deux
pour une sensibilité optimale [35,36]. Reznikov et al. privilé-
gient les prélévements de gorge aux prélévements d’aspirations
du fait d’un matériel plus riche en cellules et d’une présence
moindre d’inhibiteurs [34]. Ces résultats vont a I’encontre de
ceux de Tjhie et Dorigo-Zetsman, qui trouvent une fréquence
non négligeable d’inhibiteurs dans les prélévements de gorge
[18,32]. Dans notre pratique, les prélévements de gorge prédo-
minent. Ils sont majoritaires chez 1’adulte et sont préconisés
chez I’enfant en dehors du classique prélévement d’aspiration
nasale pour recherche virale. Cependant, les performances de la
PCR apparaissent supérieures sur les aspirations nasales, com-
parées aux prélévements de gorge (8 % d’aspiration nasale
PCR positive versus 0,9 % de gorge). Ces résultats concordent
avec les résultats de Dorigo-Zetsma et al. qui démontrent par
ailleurs une amélioration des performances en réalisant un
lavage des prélévements de gorge avec 10 ml de PBS et une
excellente performance de la PCR a partir de crachats [25]. De
tous ces résultats, ne se dessine donc aucun site privilégié de
prélévement, si ce n’est que 1’on peut améliorer le rendement
PCR en combinant les deux sites (gorge + aspiration nasale)
ou, a défaut, privilégier le prélévement nasopharyngé a condi-
tion d’y associer la recherche d’inhibiteurs. En fait, la purifica-
tion de I’extrait d’ADN est primordiale pour résoudre ce pro-
bléme d’inhibition d’amplification [32,34]. Les nouveaux
automates d’extraction (Biorobot-Qiagen ou Magnapure-
Roche diagnostic) permettent d’obtenir des ADN trés purs et
améliorent la sensibilité et la spécificité de la PCR [37].

Plusieurs études font état de 1’existence de portage sain de
Mpn au niveau du tractus respiratoire. Il apparait donc difficile
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de le différencier d’une infection active par une PCR conven-
tionnelle [12,18,32,33]. Dorigo-Zetsma et al., en utilisant une
technique PCR semi-quantitative, montrent une relation signi-
ficative entre la charge bactérienne et la sévérité de I’infection
chez des patients hospitalisés, non hospitalisés et contacts
asymptomatiques [38]. Aussi, peut-on espérer que les nouvel-
les techniques de PCR en temps réel permettront d’améliorer la
différentiation entre portage sain et infection active par quanti-
fication de la charge bactérienne [39,40].

Parmi les 124 infections actives & Mpn répertoriées pendant
la période épidémique 2004-2005, 36 patients ont bénéficié
d’une double recherche, PCR et sérologie. Seuls ont été retenus
les adultes ayant eu deux sérums avec une séroconversion ou
une augmentation significative du titre des IgG. Vingt des 36
patients (55,5 %) présentaient une PCR positive, 31 une séro-
logie positive (86 %) et seulement 15 patients (41,7 %) avaient
des résultats concordants. Cette discordance sérologie—PCR,
avec une performance relativement faible de la PCR, est retrou-
vée également dans d’autres études qui préconisent une com-
binaison de la sérologie et de la PCR pour I’obtention d’un
diagnostic rapide et fiable des infections a Mpn [18,25,27,29,
31,33,35]. Les discordances — sérologie positive/PCR néga-
tive — peuvent s’expliquer par I’existence d’une charge bacté-
rienne faible, en dessous du seuil de détection, du fait d’un
prélévement retardé ou plus probablement d’un prélévement
défectueux. L’absence de contrdle interne dans notre PCR ne
permet pas d’éliminer la présence d’inhibiteurs de la réaction
PCR [27,33]. On ne peut également exclure un prélévement
pauvre en cellules (environ 8 a 10 % des aspirations nasales
observées quotidiennement en immunofluorescence sont inin-
terprétables par absence de cellules nasales). Inversement, la
PCR était positive chez cing patients (quatre enfants, un adulte)
ayant une sérologie négative. Dans quatre cas, I’absence de
réponse immune peut s’expliquer par I’existence d’un seul pré-
lévement sérologique a un stade précoce de I’infection. Pour le
cinquiéme cas, I’apparition fugace des IgM sans apparition des
IgG a un mois permet d’envisager une réponse immune retar-
dée ou déficiente [33]. Toutefois, I’index PCR faible observé
chez cet adulte — PCR positive/sérologie négative — ne per-
met pas d’exclure un faux positif de la PCR ou une faible
charge bactérienne témoin d’un portage sain, bien qu’aucune
autre étiologie bactérienne et virale n’ait été retrouvée pour ce
patient [12,35,41].

5. Conclusion

Les épidémies a Mpn surviennent de fagon cyclique préfé-
rentiellement chez I’enfant et [’adulte jeune, avec un pic hiver-
nal notable et une incidence élevée, les situant dans notre étude
au troisieéme rang des infections respiratoires de 1’enfant hospi-
talisé. La difficult¢é d’une discrimination purement clinique
entre les infections & Mpn et les autres infections respiratoires
virales appuie sur la nécessité d’une confirmation bactériolo-
gique a un stade précoce de la maladie pour une prise en
charge thérapeutique optimale. La recherche directe par PCR
et la sérologie chez I’enfant (IgM) apparaissent étre deux outils
complémentaires dont les performances dépendent du stade de

I’infection et qu’il est conseillé d’associer pour améliorer la
sensibilité de détection. Chez I’enfant, la sérologie présente
une trés bonne sensibilité, avec des IgM présentes plus souvent
des le premier prélévement et des titres trés élevés d’IgM et
IgG. Chez I’adulte, il faudra privilégier la recherche directe
par PCR des le début des symptomes, de préférence sur un
prélévement nasopharyngé correctement réalisé.
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