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Resume

La démocratisation des techniques moléculaires rapides par PCR temps réel constitue

une formidable avancée pour un diagnostic efficace de certaines infections dans un délai
compatible avec la prise en charge des patients. Les outils aujourd'hui disponibles sont
suffisamment simples et fiables pour permettre a nimporte quel laboratoire de proposer
ces analyses. Le CH de Dourdan (91), hopital général de 300 lits, a mis en place en routine la
détection des entérovirus, herpes simplex virus 1 et 2 et Mycoplasma pneumoniae par PCR
temps réel. Limpact global de cette expérience, intégrant la nécessaire refonte du service

de biologie et linvestissement financier réalisé, se révele compatible avec les logiques de la
maitrise des coUts et de lamélioration de la qualité de la prise en charge clinique.
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Emergency molecular biology in a 300-beds hospital

SUMMARY

The development of molecular tools such as Real-Time PCR constitutes a real progress

in term of the laboratory contribution to clinical diagnosis. Availability of “ready for use”
assays now allows implementation of such technologies in any clinical laboratory. This
article reports the experience of the "Centre Hospitalier de Dourdan”, a general hospital
of 300 beds, in incorporating routine molecular detection of Enterovirus, Herpes Simplex
Virus 1&2 and Mycoplasma pneumoniae. The global impact, including intra- laboratory
work organisation and financial investissement appears compatible with costs-control and

enhancement of health care quality.
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| - Introduction

La place des tests de diagnostic rapide dans la
prise en charge de certaines pathologies infectieu-
ses communautaires tend a se développer, notam-
ment depuis l'expérience treés positive du dépistage
rapide du Streptocoque du groupe A, réalisé au
cabinet médical, dans le diagnostic des angines.
Cette montée en puissance est soutenue par la ra-
tionalisation de l'utilisation des antibiotiques et la
lutte nécessaire contre I'émergence et la diffusion

des bactéries résistantes. Les infections respiratoi-
res basses et les méningites sont des pathologies
communautaires dont la prise en charge en milieu
hospitalier pourrait également profiter de ces tests
rapides reposant dans ce cas sur la détection de
IADN/ARN des pathogénes par réaction de po-
lymérisation en chaine ou PCR. Nous présentons
dans cet article l'expérience du CH de Dourdan,
hopital général de 300 lits, visant a la mise en place
d’une technologie de PCR en temps réel et a éva-
luation de son impact clinique et économique.
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NOTE

(et article constitue
I'adaptation de
I'atelier « Biologie
moléculaire
d’urgence dans un
hopital de 300 lits »
donné dans le cadre
du 35¢ colloque
SNBH, St-Malo
(26-29 septembre
2006).

TECHNOLOGIE APPLIQUEE

Il - Matériel et méthode

1. Objectif du projet

Le diagnostic étiologique des infections respira-
toires basses et des méningites / encéphalites aux
urgences pédiatriques était le plus souvent fondé,
en sus des critéres cliniques et radiologiques, sur
des parameétres biologiques indirects (dosages de
la CRP, procalcitonine, du fibrinogéne). Dans ce
contexte les pédiatres souhaitaient pouvoir dispo-
ser de tests moléculaires permettant de détecter
rapidement (< 24h) la présence de 'ADN dentéro-
virus, d’'Herpes simplex virus type 1 et 2 dans le li-
quide céphalo-rachidien (LCR) et de Mycoplasma
pneumoniae dans 'arbre respiratoire.

2. Lieu de 'expérimentation

Le Centre Hospitalier de Dourdan est un hépital
général de 300 lits, disposant d'un service de pédia-
trie reconnu au niveau départemental. Ce service
dispose de 16 lits installés, totalisant 1250 admis-
sions et 4500 journées d’hospitalisation annuelles
(données 2005). Une garde de pédiatrie est assurée
24h/24, totalisant en 2005 pres de 5 000 consulta-
tions spécifiques aux urgences de I'hopital.

3. Le choix des parametres

Les parametres demandés en priorité par les cliniciens
et qui ont fait lobjet dun accord entre le service de
biologie et les prescripteurs sont les suivants :

+ détection du virus de 'herpes de type 1 et 2 (Herpes
Simplex Virus 1 et 2 / HSV 1 et 2) dans le LCR, les
vésicules, le pharynx...

« détection des entérovirus dans le LCR ;

» Mycoplasma pneumoniae.

Ces choix ont été motivés par : (i) le recrutement ac-
tuel du service de pédiatrie, (i) la marge d'amélioration,
en terme de service rendu, existant avec les techniques
de diagnostic biologique en place (iii) la disponibilité
des kits. Largumentaire est développé ci-dessous :

3.1 - Détection de virus de I'herpes de type
1 et 2 (Herpes Simplex Virus 1 et 2 /HSV 1 et
2) dans le LCR, les vésicules, le pharynx...

Lencéphalite herpétique, I'herpes néonatal et I'her-
pes génital de la parturiente constituent des urgences
thérapeutiques. Les difficultés diagnostiques liées a
des présentations atypiques, a des examens complé-
mentaires non contributifs sont a lorigine de la mise
en route légitime de traitements par aciclovir le temps
dobtenir linfirmation du diagnostic. Lencéphalite
herpétique est une maladie relativement rare en Fran-
ce (moins de 200 cas annuels) mais dont la mortalité
a 6 mois est de 22 %, stable depuis 1992. Dans cette
pathologie le délai de mise en route du traitement est
étroitement lié a la mortalité : le risque de déces est
multiplié par 4 sile traitement est retardé de 2 a4 jours
(1). Biologiquement, lencéphalite herpétique peut se
présenter en labsence de toute réaction méningée
(absence délément dans le LCR). Les signes cliniques
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peuvent étre modérés chez les immunodéprimés et
lorsque le sous-type impliqué est le HSV-2.

3.2 - Détection des entérovirus dans le LCR

Les entérovirus constituent la principale cause de
méningites aseptiques non seulement chez lenfant
mais aussi chez ladulte (un quart des cas) (2, 3). Ces
méningites se développent sous deux formes: celle
dépidémies saisonniéres estivo-automnales dont I'im-
portance varie selon les années, mais également celle
de cas sporadiques tout au long de I'année y compris
en hiver (2, 3). Leur évolution naturelle est de trés bon
pronostic ; la prise en charge thérapeutique se limite a
l'utilisation de paracétamol. Le diagnostic biologique
en urgence consiste a mesurer les parametres san-
guins dinfections (numération de leucocytes et plus
particulierement des polynucléaires neutrophiles,
dosage de la protéine C activée ou CRP et éventuel-
lement de la procalcitonine) et réaliser a partir d'un
échantillon de LCR la numération et le typage des élé-
ments présents ainsi que le dosage de la glycorrachie
et de la protéinorachie. Des algorithmes décisionnels
(Spanos) permettent d'évaluer la probabilité dune mé-
ningite bactérienne. Une étude récente réalisée chez
3295 patients de moins de 19 ans a permis de valider
un certain nombre de paramétres biologiques per-
mettant dexclure avec une trés forte probabilité une
méningite bactérienne (4). Néanmoins dans certains
cas ce diagnostic indirect ne suffit pas a différer un
traitement antibiotique a large spectre dans lattente
de la négativité de la culture bactériologique apres 48
heures d'incubation. En cas d'antibiothérapie préalable
ala ponction de LCR, la possibilité de devoir faire face
a une méningite décapitée aboutit souvent a des de-
mandes pressantes de recherche dantigénes solubles
dans le LCR par des techniques coliteuses (immuno-
chromatographie pour le pneumocoque : test Now Bi-
nax® validé dans cette indication) et/ou peu sensibles
(agglutination de particules de latex). Parfois des de-
mandes spécifiques de détection de 'TADN bactérien
entrainent des surcotits considérables avec des délais
de rendus de résultats parfois long (PCR méningoco-
que ou Listeria). La prise en charge de ces méningites
aseptiques posent 2 probléemes supplémentaires :

«la gestion humaine des parents traumatisés par le
diagnostique posé de « méningite » et interloqués par
l'absence de traitement antibiotique en raison dune
étiologie « probablement virale » ;

« le risque de transmission croisée lors de I'hospitali-
sation prolongée de patients infectés par un virus pré-
sent en grande quantité dans la gorge et les selles.

3. 3 - Mycoplasma pneumoniae

Cette bactérie est un pathogene endémique responsa-
ble de 15 & 20 % des pneumopathies communautaires.
M. pneumoniae est a lorigine de bouftées épidémi-
ques qui se développent tous les 3 a 5 ans auxquelles
viennent sajouter des épidémies localisées dans des
collectivités fermées (5). La population concernée est
majoritairement constituée denfant de 5 a 15 ans. De
nombreuses manifestations extra-pulmonaires ont été
décrites : centrales (6 & 7 %: encéphalite, méningite),
cutanées (25 %: érytheme maculopapuleux), articu-
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laire, cardiaque, hématologique... Par ailleurs les pro-
priétés pro-inflammatoires de M. pneumoniae lui font
préter un role dans l'exacerbation de certaines patho-
logies respiratoires comme l'asthme (5).

4. Lesraisons du changement

Parmi ces 3 parameétres, il convient de distinguer
ceux pour lesquelles la détection du génome cons-
tituait déja le « gold standard » et ceux pour les-
quelles la technique de référence utilisée n'était pas
basée a ce jour sur la biologie moléculaire.

4.1 - Entérovirus et HSV 1 et 2

En 2005, 110 analyses cyto-bactériologiques du LCR
ont été réalisées chez des enfants. La recherche spé-
cifique de 'ARN dentérovirus ou de 'ADN de virus
herpes était rarement demandée (environ 10 % des
demandes). Ces recherches étaient en effet sous-trai-
tées a des laboratoires spécialisés centralisés puis dans
un second temps a un centre hospitalier voisin dispo-
sant de la technologie. Malgré cette réorientation, les
délais de rendus de résultats nétaient pas satisfaisants,
dépassant systématiquement, par exemple pour len-
térovirus, les 48 heures nécessaires a l'obtention des
cultures bactériologiques classiques. Ce délai excessif
incompatible avec la prise en charge thérapeutique
avait découragé les praticiens a demander la recher-
che dentérovirus. En raison des conséquences théra-
peutiques, la recherche des virus HSV1 et 2 par PCR
était quant a elle demandée systématiquement en cas
de suspicion d'infection herpétique.

4.2 - Mycoplasma pneumoniae

La mise en évidence de la responsabilité de cette
bactérie dans un tableau clinique était réalisée de
maniére indirecte par la détection et le dosage des
anticorps totaux et des IgM spécifiques. Cette der-
niére recherche était réservée a lenfant en raison
de labsence délévation des IgM chez l'adulte en
présence d'une forme évolutive (5). Comme toutes
sérologies, son interprétation nécessitait souvent
l'analyse conjointe de sérums précoces et tardifs
prélevés a 3 semaines d’intervalle; elle se heurtait
également aux problémes traditionnels de lacti-
vation polyclonale a lorigine de réaction non spé-
cifique et de délai de réponse immunitaire (5). Par
ailleurs, la technique utilisée nétait pas basée sur la
méthode de référence, la fixation du complément, et
ne permettait pas une automatisation de la recher-
che. La littérature souligne les grandes variations
de résultats en fonctions des trousses utilisées (6).

Localement, les résultats ainsi obtenus étaient sou-
vent décevants tant d'un point de vue du temps de
réponse que des parameétres de sensibilité et de spé-
cificité. En 2005, 125 sérologies spécifiques de M.
pneumoniae ont été réalisées chez 117 enfants ; les
praticiens disposaient donc rarement des données
nécessaires au diagnostic d’infection respiratoire a
M. pneumoniae.

Ill - Résultats

1. Choix de la technologie
et organisation du service de biologie.

Le choix de la technologie a été réalisé sur les cri-
teres suivants:

« Utilisation de la technologie d’amplification gé-
nique, PCR, afin de disposer d’un large éventail de
parameétres disponibles, associée & une confirma-
tion spécifique de la cible amplifiée.

« Protocole ne nécessitant pas de compétences hu-
maines particulieres en biologie moléculaire, ni de
locaux supplémentaires.

« Risque limité de contamination.

La technologie de la PCR en temps réel répond a
toutes ces exigences avec un gain de temps consi-
dérable par rapport la PCR « standard » (étape de
révélation automatisée).

1.1 - Réactifs

Les réactifs devaient satisfaire aux exigences sui-
vantes :

« Disponibilité de trousses prétes a 'emploi, avec
des tests en conditionnement unitaire, stable dans
le temps et disposant d’'un controéle interne d’inhi-
bition pour chaque réaction.

» Marquage CE indispensable a terme.

1.2 - Appareil

Loffre actuelle en terme d'automate de PCR en temps
réel est large. Néanmoins les exigences locales ont per-
mis d’identifier rapidement, l'appareil correspondant a
nos besoins. En effet, l'appareil devait étre nécessaire-
ment multiparametrique et utilisable au « coup par
coup » (« random access »), avec un temps de réponse
court.

Le choix sest donc porté sur un appareil de PCR
temps réel SMART CYCLER II° (Cepheid, Sunnyvale,
Etats-Unis, note 1) accompagné des trousses dédiées
fournies par le fabricant de lappareil (voir tableau I),

NOTE1

Distribution

en France :
Instrumentation
Laboratory France

2, av. de Saint-
Mandé - BP 35
75560 Paris Cedex 12
www.il-france.fr

Tableau |
Les kits utilisés.

- Enterovirus ASR Cepheid®, précédé d'une étape de transcription inverse de 'ARN en ADN au moyen d'un kit SuperScript™ One-step RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, Ftats-Unis),
son utilisation permet la détection dans le LCR des principaux entérovirus responsables de méningites a I'aide de 2 sondes spécifiques de leur région 5'non codante.

- M. pneumoniae ASR Cepheid®, permet la détection de M. pneumoniae a partir découvillonnages oropharyngés a I'aide d'une sonde spécifique du gene d'adhésion P1.

- HSV typing ASR Cepheid ©, permet la détection séparément de HSV-1 et HSV-2 a I'aide de 2 sondes spécifiques dirigées respectivement vers la glycoprotéine D et G a partir de

LR ou d'autres préléevements (écouvillons) (7).
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Image 1
Systéme PCR
temps réel

des kits dextraction QIAamp ADN/ARN minikit
(Qiagen, Amsterdam, Pays-Bas) et des milieux de
transports (hors LCR) (image 1).

1.3 - Organisation du service de biologie

« Locaux : des piéces séparées ont été dédiées a lex-
traction ADN/ARN et a la réalisation des réactions
d'amplification/révélation.

+ Poste de travail et personnel : La réorganisation du
laboratoire suite a la mise en place d'une chaine pré-
analytique a permis de consolider un des postes de
travail dédiés a limmunologie non urgente en incluant
cette nouvelle technologie. La réalisation chaque
matin des PCR est prioritaire sur cette « paillasse ».
Lajout ponctuel danalyse dans la journée fait lobjet
d'une discussion avec le clinicien en fonction du con-
texte clinico-biologique.

« Formation interne :la mise en place des analyses a été
réalisée par un des praticiens hospitaliers. Les techni-
ciennes ont été ensuite formées en interne afin que le
laboratoire puisse disposer d'une équipe suffisamment
étoffée permettant la réalisation des analyses de biolo-
gie moléculaire en routine ; leur validation technique
par une technicienne puis la validation biologique par
un praticien.

Lobjectif était de ne pas réserver ce savoir-faire a quel-
ques techniciennes spécialisées mais au contraire de
démocratiser et de diffuser la réalisation pratique de
ces analyses. Aucune difficulté n'a été rencontrée alors
que la technologie nexistait pas dans le laboratoire.
On notera toutefois que le personnel était déja formé
a la réalisation de charges virales par la technique de
IADN branché (bDNA, sur systéme Versant - Bayer
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Diagnostics, Etats-Unis) et a la détection des papillo-
mavirus par hybridation moléculaire (Diagene, Rei-
nach, Suisse). Les conditions de réalisation technique
des analyses ont fait lobjet de protocoles écrits, précis
et pratiques.
La réalisation systématique d'un controle négatif (flui-
de biologique remplacé par de l'eau distillée stérile) as-
socié a un controle interne positif a chaque échantillon
permet une validation simple et rapide de chaque ré-
sultat (figure I). La mise en place a intervalle de temps
régulier d'un contréle dextraction et dun controle
externe positif permet une validation globale de la
technique. La durée globale de l'analyse est denviron
2 heures, mobilisant le technicien pendant la phase
‘extraction (30 minutes). Ceci permet un rendu de
résultats dans les 24 heures suivant la demande, week-
end et jours fériés exclus.

2. Les conséquences cliniques

Les conséquences cliniques de l'implantation de la PCR
temps réel en routine dans le laboratoire sont impor-
tantes. La mise a disposition de ces tests a permis une
meilleure prise en charge des enfants consultant les ur-
gences pédiatriques pour les pathologies concernées :

« limitation de la prescription d'antibiotique

Lors des nombreuses méningites a entérovirus et lors
de pneumopathies non pneumococciques (antigéne
urinaire négatif) potentiellement dues a M. pneumo-
niae. Cette abstention de traitement antibiotique a lar-
ge spectre (vancomycine associée au céfotaxime) ou
de longue durée (14 jours de traitement par un macro-
lide en cas diinfections & mycoplasme) a un impact
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Validation des résultats. A) 1ére

étape : témoin (H20) négatif,
B) exemple d'un test négatif,
C) exemple dun test positif.
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positif en terme de iatrogénicité médicamenteuse et
de dommages écologiques collatéraux.

« Accélération de la sortie des enfants et de l'adhésion
des parents aux décisions thérapeutiques :

La décision d’hospitalisation est quant a elle multifac-
torielle (importance de I'évolution dans le temps de la
symptomatologie dans certaines situations cliniques,
contexte familial...).

» Rationalisation des conduites diagnostiques :
Association de test phénotypique rapide (antigéne
pneumococcique urinaire) , permettant dexclure
certains pathogenes, et de recherches moléculaires
ciblées, limitations des examens de seconde intention
long et cotiteux (PCR spécifique de la Borréliose de
Lyme) sans effet délétére sur la qualité de la prise en
charge du patient.

A titre dexemple, 'Encadré I rapporte trois cas clini-
ques particulierement révélateurs de lintérét indivi-
duel de la réalisation locale de ce type d'analyse.

3. Répercussions économiques

les répercussions économiques du projet ont été éva-
luées. L'analyse financiére du projet doit inclure :

« le cotit réactif et le temps technicien ;

« l'absence de codifications de ces analyses a la no-
menclature officielle des actes de biologie médicale ;

«laréduction de la durée dhospitalisation dans un contexte
de facturation a lactivité croissante ;

« la codification tarifaire spécifique de certaines pathologies.

Alors quau niveau d'une population l'intérét a la fois
en terme de santé publique et déconomie semble
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Encadré 1: Cas cliniques

1a. Charlotte D., nouveau née agée de 4 mois hospitalisée pour
vomissements et fiévre:

- Peu de signes généraux, CRP = 1 mg/L, transaminases normales.

- Ponction Lombaire de principe a cet dge: 83 éléments par mm? avec une majorité de
lymphocytes, une biochimie normale (protéinorachie : 0,3 g/L).

- Le diagnostic d'une banale méningite virale est évoqué ; devant la négativité de la PCR
entérovirus obtenue dans les 12 heures, un nouvel examen clinique est réalisé et met en évidence
des mouvements anormaux ; un traitement par aciclovir est débuté et une PCR HSV 1 et 2 est
demandée ; I'enfant convulse.

- La PCR HSV revient positive a HSV-1; le traitement par aciclovir est maintenu pendant 21 jours.
Le parenchyme cérébral est intact malgré cette présentation atypique d'une méningoencéphalite
herpétique.

1b. L'enfant Mattheo R. agé de 2 ans est hospitalisé le 21/02/06
dans un tableau de pneumopathie atypique :

- Une premiere sérologie M. pneumoniae est négative mais la PCR est positive le jour méme. Le
patient sort le 01/03 sous josamycine per os.

- Le contrble de la sérologie réalisé en consultation le 06/03 montre une positivité des Ig totales
anti-M. pneumoniae (1/5120°) et des IgM qui objectivent ce diagnostic précoce d'une infection a
M. pneumoniae par la PR.

Tc. Mme Nadége L. agée de 21 ans consulte les urgences du CH
de Dourdan le 24/08/06 pour syndrome méningé :

- Lanalyse de son LCR montre 12 éléments par mm? et une biochimie normale,

- Mise sous bi-antibiothérapie + aciclovir devant un tableau clinique peu rassurant,

- Le lendemain matin la PCR entérovirus revient positive, ce qui conduit a I'arrét de tous les
traitements et a la sortie de la patiente.

évidemment positif, lanalyse financiere locale est
moins pertinente (3, 7). Globalement, le bilan finan-
cier semble & ce jour transparent pour 'hopital. Le
« turn over » rapide des patients dans un contexte de
rémunération « a la pathologie » (groupes homogenes
de malades, ou GHM) est favorable & une diminution
des durées de séjour, indépendamment de la libération
de lits dans un contexte dépidémie saisonniére tou-
jours difficile a gérer. Dans l'absolue ce type de straté-
gie permettrait déviter des hospitalisations ; ceci pose
néanmoins le probleme de I'impact de cette absence
d’hospitalisation sur le financement de 'hopital et de
la prise en charge « en externe » par le patient de ces

analyses non codifiées.

IV - Discussion et perspectives

Lintérét de ce travail repose sur la démonstration de
la possibilité technique quont tous les laboratoires de
mettre en place des techniques de biologie moléculai-
res validées et sécurisées au méme titre que les autres
spécialités « traditionnelles ». La mise a disposition de
technologie, réactifs, automate et logiciels d'interpréta-
tion permettent une démocratisation de la PCR dans
des laboratoires ne relevant pas de la catégorie des la-
boratoires spécialisés dotés de personnels spécifique-
ment formés et utilisant des réactifs et des protocoles
«maisons » adaptés de publications internationales
(8). Le but de ce travail nétait pas dévaluer les perfor-
mances analytiques des réactifs utilisées ; celles-ci ont
fait l'objet de publications internationales et ne prétent

plus a discussion (9, 7, 10) .
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Lapport du service de biologie en terme de « servi-
ces rendus » aux cliniciens et au patient semblent trés
positifs sur les parameétres étudiés. Des améliorations
sont néanmoins souhaitables :

» Marquage CE et contréle interne fournis dans cha-
que kit (en cours) ;

« Réalisation 24h/24, 7j/7 : ceci nécessitera l'automati-
sation de la phase dextraction ;

» Augmentation du nombre de parametres disponi-
bles afin de rentabiliser l'investissement et daméliorer
le diagnostique encore insuffisant de certaines patho-
logies (exemple : pneumopathies virales, pneumopa-
thies atypiques & Chlamydia pneumoniae...) (11) ;

» Mise a disposition de kit de réactifs multiplexes in-
cluant la détection de différents pathogénes par ta-
bleaux cliniques: « panel» méningite (entérovirus,
méningocoque, pneumocoque), pneumonie (C. preu-
moniae, M. pneumoniae, legionelles...)...(12) ;

« Diminution du prix de revient ;

Les objectifs a trés court terme sont les suivants :

+ Mise en place d'un systéme complétement automa-
tisé : le Genexpert®. Cet appareil permet a partir du
prélevement d’avoir un résultat interprété avec uni-
quement 2 minutes de manipulation. Les parametres
disponibles en microbiologie sont a ce jour la détec-
tion du Streptocoque du groupe B chez la parturiente,
la détection du portage du Staphylocoque doré résis-
tant a la méthicilline (SARM) et la détection des enté-
rovirus dans le LCR. Concernant le SARM, la mise en
place de méthode rapide de dépistage maintenant par-
faitement validées a permis dans certaines situations
de faire diminuer l'incidence des infections hospitalie-
res acquises a8 SARM (13, 14).

« Elargissement de la gamme des analyses proposées
sur le Smart Cycler a la détection de Bordetella pertus-
sis et B. parapertussis.

» Généralisation de l'utilisation de ces techniques a la
pathologie adulte.

Si limpact écologique et économique des techniques
rapide de PCR semble clairement établi lors de la prise
en charge des méningites a entérovirus, il est discuté
pour les infections respiratoires (15, 16). Leur mise en
place doit se faire avec l'adhésion des cliniciens et leur
engagement a modifier leurs pratiques quotidiennes
en fonction des résultats de ces nouvelles analyses.
En cela, un délai de rendu des résultats inférieur a 24h
semble capital et plaide pour la mise en place locale de
ces techniques (17). A Dourdan, la réussite globale de
lintroduction de ces techniques est au moins en partie
due a la forte motivation des pédiatres. Néanmoins le
probleme du week-end et des jours fériés, période pen-
dant laquelle les analyses de PCR ne sont pas réalisées,
reste a résoudre. La mise en place de techniques encore
moins coliteuses en temps de technicien est une étape
indispensable a sa résolution. Nous pourrons ensuite
passer a létape ultime : la réalisation en garde 24h/24,
7j/7 de ces analyses. Une autre question en suspens
est l'intérét pour certains parameétres d'augmenter de
facon importante la sensibilité de détection des pa-
thogenes. En effet, en plus de l'inconvénient quoont les
techniques de PCR d’identifier du matériel génétique
provenant de micro-organismes potentiellement non
viables, la significativité de lidentification de quantité
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tres faible de pathogene opportuniste au sein d'un éco-
sytéme microbien reste & définir. Ceci est le cas pour le
streptocoque du groupe B dont le dépistage implique,
a la date de la derniére conférence de consensus, une
évaluation semi-quantitative de la colonisation et ainsi
du risque (18). La PCR en temps réel a une sensibilité
et une spécificité en 1,5 heures comparable a celle de
la culture en 48 heures (19). Cette discussion n'a pas
lieu détre dans le cadre de pathogene stricte ou de
compartiment biologique indemne de toute flore. Le
développement de PCR quantitative ou semi-quanti-
tative permettrait d'appréhender cette problématique
du portage asymptomatique dénué dimpact clinique
(M. pneumoniae, Streptocoque B) (5).

V - Conclusions

Cette expérience a été tres positive pour 'ensem-
ble des intervenants.

La disponibilité actuelle de trousses de PCR
temps réel associées a un automate multiparame-
trique simple d’utilisation permet I'implantation

de cette technologie dans n'importe quel labora-
toire. La réorganisation du laboratoire a permis
d’inclure la réalisation de ces recherches en routi-
ne et en urgence aux heures ouvrables du labora-
toire, 5 jours sur 7. Les cliniciens, et plus particu-
lierement les pédiatres initialement trés motivés,
ont inclus ces tests moléculaires au sein des tests
rapides déja a leur disposition et ont adapté leurs
attitudes thérapeutique en fonction des résultats
obtenus. La prise en charge de l'enfant est opti-
misée, en temps et en qualité. Le bilan économi-
que est neutre dans le contexte financier actuel.
Lélargissement de l'offre en terme de parameétres
disponibles et la diminution des temps de rendu
de résultats par 'automatisation de I'étape d'ex-
traction permettront de développer cette activité
dans un contexte d’amélioration de la qualité de
la prise en charge du patient. La puissance et la
simplicité des technologies disponibles ne doi-
vent pas nous affranchir de la discussion et de
la réflexion clinico-biologique sur l'utilisation et
I'impact de cette démocratisation de la biologie
moléculaire en biologie médicale.
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