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Editorial

Aprés une interruption de plusieurs années,
la Revue Tunisienne d'infectiologie reprend sa
parution sous une nouvelle appellation:

« la Revue Tunisienne d'Infectiologie : de la
Microbiologie a la Clinique ».

Cette renaissance est le résultat dune
motivation collective et de la collaboration
habituelle entre microbiologistes,
parasitologues, mycologues et infectiologues
comme en témoigne la variété et |Ia
multidisciplinarité des articles composant ce
nouveau numéro.

Ce numéro traite de sujets divers et
d'actualité comme le contrdle du paludisme
d'importation, la vaccination anti-
pneumococcique et l'infection occulte par le
virus de I'hépatite C chez les hémodialysés.

L'antibiorésistance, probléme majeur auquel
sont confrontés cliniciens et microbiologistes,
y est particulierement développée. En
effet, un diagnostic rapide et précis pour
la détection des BMR est d'un grand apport
pour optimiser l'antibiothérapie.

L'étude des associations d'antibiotiques
représente  également  une  solution
thérapeutique dans la prise en charge de ces
infections, telle l'association ceftazidime-
avibactam et aztréonam.

Une revue sur le diagnostic et la prise en
charge de la toxoplasmose chez le nouveau-
né est aussi proposée. Elle permettra, nous
I'espérons, de clarifier I'abord des situations
délicates auxquelles sont confrontés plusieurs
praticiens.

Une Synthése des aspects virologiques et
clinico épidémiologiques du Virus West Nile
est également rapporté, tout en soulighant les
défis actuels et futurs pour la santé humaine
et vétérinaire dans une approche "one health"

Enfin, il y est rapporté l'expérience du
service des maladies infectieuse a I'hdpital
Farhat Hached de Sousse en terme d'activité
transversale en infectiologie en vue d'aider au
diagnostic, d'optimiser I'utilisation des anti-
infectieux et de lutter contre la résistance
bactérienne.

Nous tenons a remercier Pr Karim Aoun
pour son aide précieuse , sa contribution a
I'élaboration de ce numéro et au redémarrage
de la revue.

Pr Lamia thabet, Pr Aida Berriche
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Le point sur le pneumocoque !

An update on Streptococcus pneumoniae

Hanen Smaoui*?, Samar Mhimdi*?

!Laboratoire de microbiologie, Hopital d’Enfants Béchir Hamza de Tunis

2Université Tunis El Manar, Faculté de Médecine de Tunis, LR18ES39
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Streptococcus  pneumoniae (S. pneumoniae) ou
pneumocoque est une bactérie commensale des voies
respiratoires de I’'Homme. Elle colonise le nasopharynx
dans 20 a 40% des cas chez I'enfant et dans 5 a 10%
des cas chez l'adulte (1). Cependant cette bactérie
peut se comporter comme un pathogéne responsable
d’infections aussi bien invasives que non-invasives. La
transmission est interhumaine par contact direct et étroit
avec une personne infectée ou porteuse.

Une des problématiques des infections pneumococciques
est 'émergence et la propagation mondiale de souches
résistantes aux béta-lactamines et a de multiples autres
familles d’antimicrobiens, ce qui complique la prise en
charge thérapeutique de ces infections (2). La prévalence
des souches résistantes differe selon les pays.

Les infections pneumococciques sont des pathologies
évitables par la vaccination. Plusieurs vaccins
antipneumococciques polysaccharidiques et conjugués
sont disponibles dans le monde. Leur efficacité dépend
de leur nature, leur composition, la couverture vaccinale

globale dans le pays, I'age du patient et son terrain.

S. pneumoniae se présente sous forme de diplocoques a
Gram positif capsulés et regroupés en flamme de bougie
ou en huit. C’est une bactérie exigeante qui nécessite
pour sa culture un milieu gélosé enrichie de sang (GS)
de mouton ou de cheval. Aprés 24h d’incubation sur
GS, le pneumocoque donne de petites colonies alpha
hémolytiques qui deviennent ombiliquées et présentent
une dépression centrale provoquée par son autolyse
partielle et rapide.

Lidentification de S. pneumoniae se base essentiellement
sur la coloration de Gram et la sensibilité a I'optochine
(Fig 1). Cependant des souches de S. pneumoniae

résistantes a l'optochine ont été rapportées partout
dans le monde ce qui nécessite |'utilisation d’autres
tests d’identification comme la solubilité dans la bile
ainsi que l'amplification génique par PCR spécifique
(1,3) qui montrent une excellente sensibilité et une
excellente spécificité. De telles souches ont été aussi
rapportées dans plusieurs études tunisiennes (4-6). Les
auteurs avaient conclu qu’une identification précise des
souches de S. pneumoniae résistantes a l'optochine est
trés importante afin de les différencier des especes trés
voisines des Streptocoques du groupe mitis notamment
le S. pseudopneumoniae et de garantir un diagnostic et
une prise en charge adéquate du patient (4,5).

Le traitement des infections a pneumocoque se base
essentiellement sur la famille des béta-lactamines.
Cependant depuis les années 1970 S. pneumoniae
résistant aux beta-lactamines avait émergé, avec une
augmentation importante des taux de pneumocoques
de sensibilité diminuée aux pénicillines (PSDP) depuis les
années 1990s et une diffusion mondiale de ces souches.
Outre la résistance aux beta-lactamines, S. pneumoniae
est devenu de plus en plus résistant aux autres familles
d’antibiotiques comme les macrolides, ce qui complique
encore la prise en charge thérapeutique de ces infections.
La Tunisie possede des taux élevés de PSDP et de
pneumocoque résistant aux macrolides. En 2022, le
réseau national de [Iantibiorésistance (LART) avait
rapporté un taux de PSDP de 66,4%, 8,9% des souches
étaient résistantes. Par ailleurs et dans cette méme étude
de surveillance, 65,4% des souches étaient résistantes
a lérythromycine (7). Ces taux alarmants peuvent
étre expliqués essentiellement par la fréquence de
I'automédication.
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Le pneumocoque présente plusieurs facteurs de
virulence qui interviennent dans sa pathogénicité comme
la pneumolysine, les protéines de surface et la capsule
polysaccharidique. Cette derniére est une structure
composée de polysaccharides complexes enveloppant
la bactérie et représentant son principal facteur de
virulence en inhibant l'opsono-phagocytose (2). Selon
la nature de ces polysaccharides, plus qu’une centaine
de sérotypes sont définis dont I'importance est variable
en pathologie humaine. Les types capsulaires les plus
fréquents varient en fonction de I'age et de la région
géographique. Cependant une trentaine de sérotypes
sont régulierement reconnus partout dans le monde et
entrainent la majorité des infections a pneumocoque
chez I’'homme. Ce polysaccharide capsulaire est a la base
de la vaccination antipneumococcique dont la protection
est spécifique au sérotype.

Figure 1. Culture de S. pneumoniae sur gélose au sang frais, les
colonies sont alpha hémolytiques et sensibles a I'optochine

Il existe deux types de vaccins contre le pneumocoque
préparés a partir de polysaccharides capsulaires ;
polysaccharidique et conjugué. La composition de
ces différents vaccins comprend un certain nombre
de sérotypes qui représentent ceux qui sont les plus
fréquemment isolées dans les infections invasives et non
invasives ainsi que ceux qui présentent les taux les plus
élevés de résistance aux antibiotiques.

Le vaccin le plus ancien est le vaccin pneumococcique
polysaccharidique 23-valent (PPV23) qui peut étre
administré chez I'adolescent, I'adulte et I'enfant a partir
de 'age de deux ans (8). Le PPV23 contient les antigénes
des 23 sérotypes de S. pneumoniae les plus virulents et
les plus résistants aux antibiotiques (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8,
9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F,
23F, 33F). Les polyosides capsulaires du pneumocoque
sont des antigenes T-indépendants, d’ou un pouvoir
immunogéne faible du PPV23 chez les enfants agés de
moins de 2 ans. De plus, ils ne parviennent pas a induire
une mémoire immunitaire efficace et durable. Le PPV23
induit une réponse immunitaire avec augmentation des
titres d’anticorps qui diminuent ensuite au cours du
temps. Bien que ce vaccin présente une certaine efficacité
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pour prévenir les infections invasives a pneumocoque
(IP) chez la population cible, il n'a aucun effet sur le
portage nasopharyngé de la bactérie et de ce fait il n’a
pas d’effet sur 'immunité de groupe (8).

Les vaccins pneumococciques conjugués (PCV) sont
composés de polysaccharides capsulaires conjugués a
une protéine porteuse. Cette liaison chimique permet
d’augmenter I'immunogénicité du polysaccharide et
induit une réponse immune thymo-dépendante a
I'origine de I'activation des cellules B avec production
d’anticorps spécifiques et de cellules B mémoire (8). Les
avantages des PCV, par rapport au PPV23, sont d’induire
une réponse immune protectrice contre les IIP des
I'age de 6 semaines et de mettre en place une mémoire
immunitaire. De plus, les PCV induisent une immunité au
niveau des muqueuses du rhinopharynx ce qui permet
de réduire, significativement, le portage rhinopharyngé
du pneumocoque, et d’induire une immunité de groupe.
Plusieurs PCVs ont été mis sur le marché. Initialement,
les sérotypes inclus dans ces vaccins étaient au
nombre de sept pour le PCV7, premier vaccin conjugué
antipneumococcique mis sur le marché en début des
années 2000. Puis d’autres PCVs avec 10, 13, 15 et 20
valences ont été commercialisés. La composition de ces
différents vaccins est précisée dans le tableau 1.

S. pneumoniae est responsable d’'un large spectre
d’infections invasives et non invasives. Il représente
I'un des principaux agents responsables de pneumonie,
bactériémie et méningite, et demeure I'une des
principales causes de morbidité et de mortalité dans le
monde. Le pneumocoque est aussi une cause majeure
d’otite moyenne aigue et de sinusite (9). Les infections
pneumococciques surviennent a tous les ages mais
les personnes les plus touchées sont les enfants agés
de moins de 5 ans, les adultes agés de plus de 65 ans,
ainsi que les malades atteints de comorbidités (diabéte,
pathologies pulmonaires, pathologies cardiaques) et
les immunodéprimés. Le pneumocoque représente
le principal agent étiologique des pneumonies
communautaires aigues et des méningites purulentes
malgré la généralisation de la vaccination dans de
nombreux pays au monde notamment chez I'enfant et le
sujet agé (9-13).
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Tableau 1. Composition en sérotypes des différents vaccins polysaccharidiques conjugués antipneumococciques

PCVs? Disponible Sérotypes inclus

en Tunisie
1 4 5 6B 7F 9V 14 18C 19F 23F 3 6A 19A 22F 33F 8 10A 11A 12F 15B
PCV7 -
PCVi10® Oui
PCV13®  Oui
PCV15 Non
PCV20 Non

Nouveau Oui¢
PCV10©

2PCVs : vaccins conjugués antipneumococciques ; ® disponibles dans le secteur privé ; “vaccin utilisé dans le programme national de vaccination, vaccin pré-qualifié OMS

Le taux de mortalité global des bactériémies
pneumococciques peut atteindre 15 a 20 % chez les
adultes et 30 a 40 % chez les personnes agées (2,14). En
effet, et selon I'organisation mondiale de la santé (OMS),
I'infection a S. pneumoniae représente la principale cause
de morbidité et de mortalité chez les enfants de moins
de cinq ans dans le monde, mais la mortalité est plus
élevée dans les pays en développement. L'OMS avait
estimé que les IIP étaient responsables d'environ un
million de déces chez les enfants de moins de 5 ans dans
le monde. La mortalité par IIP varie selon les études et
augmente avec I'age et la présence de facteurs de risque.
Une précédente étude effectuée en Tunisie portant
sur la méningite a pneumocoques chez I'enfant avait
montré un taux de mortalité hospitaliere de 13,7 % et
des séquelles neurologiques chez 34,5 % des survivants
(15). Des études tunisiennes concernant les méningites
bactériennes avaient montré que S. pneumoniae était la
principale bactérie incriminée, responsable de plus de
50% des cas aussi bien chez I'enfant (16) que chez I'adulte
(17). La plupart des infections graves a pneumocoque sont
provoquées par un nombre limité de sérotypes (4, 6B, 9V,
14, 18C, 19F et 23) qui sont responsables d'environ 90%
des infections invasives chez I'enfant et 60% chez I'adulte.
Ces mémes sérotypes sont fréquemment résistants aux
antibiotiques (18). En Tunisie, avant la généralisation
du vaccin conjugué antipneumococcique (PCV) en avril
2019, les principaux sérotypes isolés d’infection a S.
pneumoniae, quel que soit le site infectieux et I'age du
patient, étaient le 14, le 19F et le 23F (19,20). Dans les
cas de méningite de l'enfant, cing sérotypes étaient
responsables de 62% des cas. Il s’agit des sérotypes 14,
19F, 6B, 23F et 19A (16, 19). Ces mémes sérotypes étaient
les plus fréquemment isolés du portage nasopharyngé
chez une population pédiatrique d’enfants agés de moins
de cing ans (21). Dans les infections invasives du sujet agé
de plus de 65 ans, les sérotypes les plus fréquemment
isolées étaient 23F, 3, 6B, 9V/A, 6A et 19A (22). La
couverture vaccinale des sérotypes isolés en Tunisie varie

en fonction du type du PCV considéré, du site infectieux
et de I'age du patient (16,19,20).

Malgré [I'utilisation a grande échelles des vaccins
conjugués antipneumococciques dans de nombreux
pays au monde depuis les années 2000, S. pneumoniae
demeure une des principales étiologies des MB
partout dans le monde. En effet, la mise en ceuvre des
différents vaccins conjugués antipneumococciques (PCV)
(PCV7 puis PCV13 ou PCV10) dans certains pays a été
immédiatement suivi d’une réduction de lincidence
des IIP due aux sérotypes vaccinaux (23). Cependant,
la surveillance épidémiologique post-vaccinale des
sérotypes circulants dans différents pays confirme la
persistance des IIP dont la majorité sont causées par
des souches de sérotypes non vaccinaux (10,24). Ce
phénomeéne a été observé initialement avec |'utilisation
du PCV7 qui a été suivie dans plusieurs pays du monde par
I'’émergence de certains sérotypes non vaccinaux dont le
plus important était le sérotype 19A, qui se caractérise
par sa multi-résistance aux antibiotiques. Par ailleurs, il
a été observé une augmentation des sérotypes uniques
PCV13 avec I'introduction du PCV7 ou une augmentation
des sérotypes uniques PPV23 et des sérotypes non
vaccinaux, aprées I'introduction du PCV13 (10).

Malgré I'impact tresimportant des PCVs en santé publique
dans la vaccination des nourrissons, des défis persistent,
notamment ceuxposésparleremplacementdessérotypes
vaccinaux et par I'émergence de souches non capsulées
(9). Ce remplacement des sérotypes est principalement
associé a I'émergence de sérotypes multirésistants (22).
Ce phénomene implique la nécessité d’une surveillance
épidémiologique des sérotypes circulants dans tous les
pays méme apres la généralisation de la vaccination
par les PCVs. Cette surveillance permettra d’une part
d’adapter les stratégies préventives en proposant le PCV
le plus adapté a I'épidémiologie locale, et d’autre part de
détecter I'émergence de nouveaux sérotypes non inclus

https://revue-tunisienne-infectiologie.org
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dans aucun des PCVs commercialisés.

Par ailleurs,

le développement de vaccins formés

d’antigénes protéiques hautement conservés chez S.
pneumoniae serait la meilleure stratégie préventive des
infections pneumococciques. Plusieurs vaccins se basant
sur des antigénes protéiques et offrant une protection
indépendante du sérotype sont en cours d’étude. Les
protéines les plus étudiées sont les PspA. Le choix du
type et du nombre des antigenes a inclure dans ces
vaccins reste a déterminer afin de prévenir au maximum
un phénomene de remplacement comme le cas avec les
vaccins polysaccharidiques (25).
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RESUME Les infections a entérobactéries productrices de carbapénémase (EPC) constituent un défi thérapeutique majeur notamment chez le
brdlé. association ceftazidime/avibactam et aztréonam (CZA-AZT) est proposée comme des alternative thérapeutique intéressante particuliérement
chez les souches productrices de métallo-bétalactamases. L'objectif de ce travail était d’étudier 'activité in vitro de I'association CZA et AZT sur les EPC
chez le bralé.
Une étude prospective a été menée entre janvier et juin 2024 au laboratoire de biologie médicale du centre de Traumatologie et des Grands
brdlés, incluant les souches d’entérobactéries potentiellement productrices de carbapénémases isolées chez les brilés. L'étude de la sensibilité aux
antibiotiques a été réalisée selon les recommandations du CA-SFM 2023. Le typage moléculaire des carbapénémases a été réalisé par PCR multiplexe
GeneXpert® (kit Xpert® Carba-R). Pour les souches résistantes a I’AZT et au CZA, I'étude de la synergie entre les deux antibiotiques a été effectuée
par deux méthodes : ellipsométrie et méthode modifiée de diffusion. Quarante-deux souches d’entérobactéries potentiellement productrices de
carbapénémase ont été colligées. Toutes les souches étaient résistantes a I'ertapénéme et a I'imipénéme. La résistance au méropénéme était de 88%.
La fosfomycine conservait une activité sur 46% des souches. Une seule souche de Klebsiella pneumoniae était résistante a la colistine. Une résistance
associée a I'amikacine et a la ciprofloxacine a été observée dans 88% et 95% des cas respectivement. Une résistance a I'AZT et au CZA a la fois était
observée chez 66% des souches. Quarante et une souches étaient porteuses d’au moins un géne de carbapénémase, majoritairement blaNDM (49%),
suivi de bla,, et bla . (41%). Une résistance a 'AZT et au CZA a la fois était observée chez 27 souches. L'étude de l'activité de CZA-AZT a révélé une
synergie pour I'ensemble des souches testées par les deux méthodes.
L'association CZA-AZT représente une molécule clé dans I'arsenal thérapeutique des infections a EPC chez le brilé en Tunisie, vu leur activité synergique
chez les souches productrices de métallobétalactamase.

Mots clés: Entérobactéries — Carbapénémase — métallobétalactamase - Ceftazidime-avibactam — Aztréonam — Synergie

A BSTRA CT Carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE) infections present a major therapeutic challenge, especially in burn patients.
Ceftazidime/avibactam and aztreonam (CZA-AZT) association is proposed as a promising therapeutic alternative, particularly for metallo-beta-
lactamases producing. The aim of this study was to evaluate the in vitro activity of CZA and AZT against CPE in burn patients.

A prospective study was conducted between January and June 2024 at the Medical Biology Laboratory of the Trauma and Burn Center, including
Enterobacterales strains potentially producing carbapenemases isolated from burn patients. Antibiotic susceptibility testing was performed according
to CA-SFM 2023 guidelines. Molecular typing of carbapenemases was performed by GeneXpert® multiplex PCR (Xpert® Carba-R kit). For strains
resistant to both AZT and CZA, synergy testing was carried out using two methods: ellipsometry and a modified diffusion method. Forty-two strains of
Enterobacterales potentially producing carbapenemase were collected. All strains were resistant to ertapenem and imipenem, with 88% resistance
to meropenem. Fosfomycin remained active against 46% of the strains. Only one Klebsiella pneumoniae strain was resistant to colistin. Resistance to
amikacin and ciprofloxacin was observed in 88% and 95% of cases, respectively. Resistance to both AZT and CZA was found in 66% of strains. Forty-one
strains harbored at least one carbapenemase gene, predominantly blaNDM (49%), followed by blaNDM and blaOXA48 (41%). Resistance to both AZT
and CZA was observed in 27 strains. The CZA-AZT combination exhibited synergy against all tested strains using both methods.

The CZA-AZT combination represents a key therapeutic agent in the treatment of CPE infections in burn patients in Tunisia, given its synergistic activity
against metallo-beta-lactamase-producing strains.
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Les complications infectieuses chez le patient brilé
constituent une cause majeure de morbidité et de
mortalité (1). En effet, la rupture de la barriere cutanée
favorise le passage des bactéries de I'état de colonisation
a l'état d’infection puis vers la circulation systémique.
Ces infections peuvent étre causées par des bactéries
multirésistantes (BMR) conduisant a des difficultés
voire a des impasses thérapeutiques. La durée de séjour
prolongé chez le brilé, I'antibiothérapie préalable, et le
recours aux dispositifs invasifs représentent des facteurs
de risque de multirésistance aux antibiotiques (2). Parmi
les BMR incriminées, les entérobactéries productrices de
carbapénemases (EPC) constituent un défi thérapeutique
majeur. Ces carbapénémases peuvent étre de classe A, B
ou D selon la classification d’Ambler. Les carbapénémases
de classe A sont des sérine bétalactamases hydrolysant
souvent toutes les bétalactamines. Celles de classe
B, encore appelées métallobétalactamase (MBL),
agissent majoritairement sur toutes les bétalactamines
et les associations bétalactamines/inhibiteurs de
bétalactamases, mais n‘ont pas d’action sur I'aztréonam
(AZT) (3). Quant aux carbapénémases de classe D,
des sérines protéases, le spectre d’hydrolyse englobe
les pénicillines et les carbapénémes mais pas les
céphalosporines de 3eme (C3G) et de 4éme génération
(C4G). LOXA-48 est la carbapénémase de classe D la plus
fréquemment décrite en Tunisie (4). Peu de molécules
d’antibiotiques visant ces EPC ont été développées ces
derniéres années. Parmi ces molécules, ceftazidime-
avibactam (CZA) se présente comme une alternative
thérapeutique intéressante, associant une C3G a un
nouvel inhibiteur de bétalactamase non bétalactamine.
Lavibactam peut inhiber les bétalactamases de classe
A, tel que les bétalactamases a spectre étendu (BLSE)
et les carbapénemase de type KPC, les bétalactamases
de classe C (AmpC) et certaines de classe D tel que les
carbapénemases de type OXA-48 (5). Cependant, cet
inhibiteur n’a pas d’activité sur les MBL. La prédominance
des MBL parmi les EPC isolées chez le patient brdlé
dans notre centre, pourrait limiter ainsi I'intérét du CZA
seul (6). Lutilisation de I'AZT seul ne peut pas couvrir
toutes les souches productrices de MBL étant donné la
coproduction fréquente d’autres bétalactamases (BLSE,
céphalosporinases de haut niveau) (7). Lassociation de
I'AZT avec CZA semble donc prometteuse dans notre
contexte. A notre connaissance, aucune étude ne s’est
intéressée a étudier l'activité de I'association CZA avec
AZT en Tunisie, particulierement chez le patient brdlé.

Le but de notre travail était d’étudier I'activité synergique
in vitro de I'association CZA et AZT afin d’évaluer I'intérét
de leur introduction dans le centre de traumatologie et
des grands br(lés (CTGB).

Une étude prospective a été menée entre janvier 2024 et
juin 2024 au laboratoire de biologie médicale du CTGB.
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Toutes les souches non redondantes d’entérobactéries
potentiellement productrices de carbapénemase, ont
été incluses. La bactérie était classée potentiellement
EPC en cas de résistance a au moins un des trois
carbapénemes testés : Ertapéneme (ERT), imipeneme
(IMP) et méropénéme (MEM). Uniquement les souches,
isolées de prélevements cliniques, provenant de patients
hospitalisés au service de réanimation des brllés ont été
incluses.

Pour chaque souche incluse, I'identification a été réalisée
par les méthodes conventionnelles (API1® 20e BioMérieux,
France) ou automatisées (Vitek® 2, BioMérieux, France).
L'étude de la sensibilité aux antibiotiques a été effectuée
selon les recommandations du CA-SFM 2023 (8).
Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des
carbapénemes ont été déterminées sur Vitek® 2, par la
carte AST-357 pour ERT et IMP et XN-12 pour MEM. La
CMI colistine a été déterminée par AST-357 et contrdlée
en cas de résistance a la colistine par micro-dilution
en milieu liquide (UMIC®, Etats-Unis). La détection et
le typage moléculaire des carbapénémases ont été
réalisés par réaction de polymérisation en chaine (PCR)
multiplexe GeneXpert® (Cepheid) par le kit Xpert®
Carba-R, détectant les principaux genes codant pour les
carbapénemases : blaNDM, blaOXA-48, blaVIM, blaIMP,
blaKPC. Pour les souches catégorisées résistantes a
I'AZT et au CZA, une étude de la synergie CZA-AZT a été
réalisée selon deux méthodes. La premiere méthode,
par ellipsométrie, consistait d’abord a appliquer une
bandelette E-test sur une gélose Muller-Hinton (MH)
ensemencée par un inoculum de 0,5 McFarland de
la souche a étudier (9). La bandelette était retirée
apres cing minutes, et une bandelette E-test CZA était
appliquée exactement au méme endroit. Par la suite, la
bandelette AZT était replacée en dessus de celle de CZA.
Aprés une incubation a 37°C pendant 24h, la lecture
de la CMI de l'association s’est basée sur la bandelette
E-test AZT placée en superposition a celle de CZA selon
les concentrations critiques correspondantes. Les CMI de
AZT seul et CZA seul ont également été déterminées par
E-test. Une synergie CZA-AZT était considérée présente en
cas de restauration de la CMI de I'AZT en association avec
CZA. La deuxieme méthode est une méthode modifiée de
diffusion (10). Elle consistait a placer un disque AZT (30
ug) a 15 mm d’une bandelette E-test CZA, parallelement a
la concentration critique de 8 mg/L. Aprés une incubation
de 16 a 18h, I'étude de la synergie CZA-AZT a été effectuée
selon une approche qualitative, par la recherche d’une
image en D inversé, et quantitative, par restauration du
diamétre de I'AZT du c6té de la bandelette CZA.

Au total 42 souches non redondantes d’entérobactéries
potentiellement productrices de carbapénémase ont été
colligées dont 41 confirmées EPC par I'étude moléculaire
(98%). Les bactéries les plus incriminées étaient Klebsiella
pneumoniae (36% ; n=15) et Proteus mirabilis (36% ;
n=15). Les autres germes incriminés étaient Providencia
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stuartii (14% ; n=6), Enterobacter aerogenes (5% ; n=2)
Enterobacter cloacae (5% ; n=2), Klebsiella oxytoca (2% ;
n=1) et Proteus vulgaris (2% ; n=1). Ces bactéries étaient
principalement isolées a partir d’hémocultures (55% ;
n=23), suivies d’examen cytobactériologique des urines
(19% ; n=8), de prélévements respiratoires (14% ; n=6),
de pus (10% ; n=4) et de ponction articulaire (2% ; n=1).
Le taux de résistance a I'ERT et a I'IMP des EPC était
de 100% avec des CMI supérieures ou égales a 4 et a 8
mg/L respectivement (Tableau 1). La résistance au MEM
était de 88% avec des CMI MEM supérieures ou égales a
16 mg/L. Cing souches étaient catégorisées sensibles a
forte posologie (SFP) au MEM (12%) et une souche était
sensible.

Une résistance associée a la pipéracilline-tazobactam,
a l'amikacine, a la ciprofloxacine et au triméthoprime-
sulfaméthoxazole a été observée dans 78%, 88%, 95% et
78% des cas respectivement (Tableau 1). La résistance a
I'AZT et au CZA était de 71% et 88% respectivement. Une
résistance a I'AZT et au CZA a la fois était observée chez
66% des souches (n=27). La fosfomycine conservait une
activité sur 46% des souches. La résistance a la colistine
a concerné une seule souche de Klebsiella pneumoniae
(2%). Cette souche était totorésistante aux antibiotiques
avec une CMI colistine supérieure ou égale a 16 mg/L.

Tableau 1. Taux de résistance aux antibiotiques des souches
d’entérobactéries productrices de carbapénémase isolées chez le
bralé

R(N=) R(%)
Pipéracilline-tazobactam 32 78%
Cefotaxime 41 100%
Ceftazidime 40 98%
Céfépime 35 85%
Aztréonam 29 71%
Ceftazidime-avibactam 36 88%
Ceftolozane-tazobactam 41 100%
Ertapénéme 41 100%
Imipenéme 41 100%
Méropénéme 36 88%
Amikacine 36 88%
Gentamicine 40 98%
Ciprofloxacine 39 95%
Levofloxacine 40 98%
Triméthoprime-sulfaméthoxazole 32 78%
Fosfomycine* 21 53%
Colistine 1 2%

* Une souche non testée

Larechercheetletypage moléculaire des carbapénémases
des souches isolées a montré que 98% (n=41) étaient
porteuses d’au moins un gene de carbapénémase. Le
gene blaNDM était le géne le plus fréquemment détecté
(49% ; n=20), suivi de l'association blaNDM et blaOXA48
(41% ; n=17), de l'association blaNDM et blaVIM (5%
; Nn=2) et du gene blaOXA-48 (5% ; n=2). Un total de 39

souches (93%) étaient porteuses d’un gene blaNDM dont
92% (n=37) étaient résistantes au CZA.

L'étude de I'activité de I'association CZA-AZT a révélé une
synergie entre ces deux molécules pour 'ensemble des
souches testées (n=27), et ceci par les deux méthodes
(Tableau 2). En effet, la méthode modifiée de diffusion
a révélé une restauration du diametre de I'AZT et une
image en D inversé pour I'ensemble des souches (Figure
1). Une restauration des CMI de I'AZT a été observée pour
toutes les souches testées par ellipsométrie, passant de
CMI entre 8 a 256 mg/L a des CMI entre 0,016 a 1 mg/L
(Figure 1).
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Figure 1. Synergie entre aztréonam et ceftazidime-avibactam par
méthode d’ellipsométrie (a) et par méthode modifiée de diffusion (b)

Le choix de [lantibiothérapie visant les EPC
particulierement de type MBL a longtemps posé un
probleme thérapeutique (3). Larsenal thérapeutique
visant ces bactéries multirésistantes est peu développé,
et était auparavant limité aux anciennes molécules
telles que la colistine et la fosfomycine (5). De nouvelles
associations de bétalactamines avec des inhibiteurs de
bétalactamase ont vu le jour ces dernieres années tel
que CZA. Cette molécule, ayant eu l'autorisation de mise
sur le marché en février 2022 en Tunisie, reste cependant
inactive sur les MBL, en constante augmentation depuis
des années a I'échelle nationale et internationale (3,11).
La croissance des échanges de population au niveau
mondiale et le support plasmidique des génes de MBL
associés au portage intestinal des BGN producteurs de
MBL, ont facilité la propagation de ces carbapénémases,
associées a un taux élevé de mortalité atteignant 30%
particulierement chez les patients de réanimation (3).
Une prescription de I'AZT pourrait étre envisagée dans
ce contexte, en cas de sensibilité a cet antibiotique,
mais la coproduction fréquente d’AmpC et/ou de BLSE
atteignant un taux de plus de 50% limite son utilisation
en monothérapie (3). Ceci justifie 'étude de I'activité de
I'association CZA avec AZT, afin de déterminer sa place
dans le traitement des infections a entérobactéries
potentiellement productrices de carbapénémases
particulierement chez le briilé.

https://revue-tunisienne-infectiologie.org
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Tableau 2. Ftude de I'activité de I'association ceftazidime-avibactam/aztréonam sur les souches d’entérobactéries potentiellement productrices de

carbapénemase isolées chez le brilé et résistantes a ces deux bétalactamines

@ AZT CMI AZT

REF Bactérie Site M- cML_ - cMi_ Gx_carba aaz association D-inversé CMIAZT CMI CzA association

ERT IMP  MER (mm) (mm) (mg/L) (mg/L) (me/L)
1 K.pneumoniae Respiratoire  >=8 >=16 >=16 bla,  +bla,,, 6 30 + 256 256 0,19
2 K.pneumoniae ECBU >=8 >=16 >=16 bla,  +bla,,, 9 32 w 256 256 0,094
3 K.pneumoniae HC >=8 >=16 >=16 bla,,,, 12 26 w 256 256 1
4 Pmirabilis HC >=8 8 >=16 bla,,, 6 26 i 256 256 0,75
5 K.pneumoniae HC >=8 >=16 >=16 bIaNDM+b/aOXMa 11 30 v 256 256 0,064
6  Eaerogenes HC >=8 8 >=16 bla,, +bla,,, 8 30 . 256 256 0,125
7 E.aerogenes HC >=8 >=16 8 bIaNDM 12 26 + 32 256 0,094
8  Pmirabilis HC >=8  >=16 >=16 bla,,, 6 34 i 12 256 0,25
9 K.pneumoniae HC >=8 >=16 >=16 bla,,,, 13 30 v 48 256 0,064
10  K.pneumoniae HC >=8 >=16 >=16 bla,  +bla,, . 10 30 w 96 256 0,032
11  K.oxytoca Respiratoire  >=8 >=16 >=16 bla,  +bla,,, 6 30 w 256 256 0,38
12 Pmirabilis ECBU >=8  >=16 >=16 bla,,, 12 27 v 12 256 0,125
13 K.pneumoniae HC >=8 >=16 >=16 bIaNDM+b/am,48 6 30 v 256 256 0,5
14 Pmirabilis ECBU >=8 >=16 >=16 bla,,, 18 34 i 12 256 0,047
15 K.pneumoniae HC >=8 >=16 >=16 blaNDM+bIaDXA_48 10 32 + 18 256 0,064
16  Pmirabilis HC >=8  >=16 8 bla,,,+bla,,, 10 32 i 48 256 0,064
17 P.mirabilis Pus >=8 >=16 >=16 bla,,,, 18 34 i 48 256 0,047
18  K.pneumoniae HC >=8 >=16 >=16 bla,  +bla,, . 14 26 w 128 256 0,023
19 Pmirabilis Pus >=8  >=16 8 bla,,,, 10 27 u 32 256 0,032
20  Pvulgaris Pus >=8 >=16 8 bla,,, 12 26 + 48 256 0,047
21 K.pneumoniae ECBU >=8 >=16 >=16 blaNDM+bIaoXA_48 11 26 + 32 256 0,38
22 Pmirabilis HC >=8 >=16 >=16 bla,, +bla . 14 30 i 8 256 0,016
23 K.pneumoniae HC >=8 >=16 >=16 bIaNDM 18 32 + 24 256 0,016
24 Pmirabilis HC >=8 >=16 >=16 bla,,,, 14 26 i 48 256 0,023
25  K.pneumoniae ECBU >=8 >=16 >=16 bla,,,, 16 30 v 24 256 0,016
26  K.pneumoniae Respiratoire  >=8 >=16 >=16 bla,  +bla,, 16 32 v 12 256 0,023
27  E.cloacae HC >=8 >=16 >=16 bla,  +bla,,, 6 26 w 256 256 0,38

ECBU : examen cytobactériologique des urines ; HC : hémoculture ; @ : diamétre ; CZA : ceftazidime-avibactam ; AZT : aztréonam ; Gx : GeneXpert ; ERT : ertapénéme ; IMP : imipénéme ; MEM :

méropénéme

Dans notre étude, les Morganellaceae représentaient
52% du total des entérobactéries isolées chez le patient
brilé, suivis par Klebsiella pneumoniae (36%). Ceci était
concordant avec les résultats des études antérieures
réalisées chez le brilé en Tunisie (11).

Létude du profii moléculaire des souches
d’entérobactéries potentiellement productrices de
carbapénemases a objectivé une prédominance de
blaNDM (49% ; n=20), suivi de l'association blaNDM
et blaOXA48 (41% ; n=17). Le géne blaOXA-48 a été
détecté chez 5% des souches. Ainsi, 93% des souches
d’entérobactéries chez le br(ilé étaient productrices
d’une MBL de type NDM, taux nettement plus élevé que
celui enregistré en 2017 (66,5%) par Maamar et al (11).

Cette recrudescence des MBL chez les entérobactéries
isolées chez le brGlé dans notre centre explique les
taux de résistance élevés au CZA (88%), mais aussi a la
piperacilline-tazobactam (78%), au céfépime (85%) et
aux carbapénemes (supérieur a 88%)(12). Un taux de
résistance élevé a 71% a été observé pour I'AZT dans
notre série. D’autres auteurs ont également rapporté une
sensibilité a 'AZT seulement dans un tiers des cas et ceci
secondairement a la coproduction fréquente d’'une BLSE
ou d’une céphalosporinase de haut niveau hydrolysant
cette molécule (3). Des taux de résistances élevés
ont été notés pour les autres familles d’antibiotiques,
notamment les aminosides, les fluoroquinolones et
le triméthoprime-sulfaméthoxazole. Ces résistances
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associées ont été rapportées par plusieurs auteurs et
pourraient s’expliquer par un support plasmidique de
résistance, commun entre le gene blaNDM et les genes
codant pour la résistance a ces familles d’antibiotiques
(13). Les molécules les plus actives demeurent la
colistine (98%) et la fosfomycine (47%). Il faut noter que
la prédominance des Morganellaceae, naturellement
résistante a la colistine, dans notre écologie, limite
I'utilisation de cette molécule dans l'antibiothérapie
visant ces bactéries multirésistantes. Les effets
indésirables de la colistine, notamment sa néphrotoxicité,
constitue une limite supplémentaire a sa prescription,
d’ol son utilisation essentiellement comme traitement
de secours (5). Concernant la fosfomycine, les problémes
liés a I'étude de la sensibilité a cet antibiotique d’une
part et ses propriétés pharmacodynamiques suggérant
une possibilité d’échec en monothérapie d’autre part,
empéchent son utilisation comme antibiotique de choix
contre ces organismes (5).

L'étude de l'activité in vitro du CZA avec AZT sur les
souches d’entérobactéries potentiellement productrices
de carbapénémases a révélé une synergie pour
I'ensemble des souches étudiées, résistantes a ces deux
antibiotiques (n=27). La méthode de diffusion modifiée et
la méthode d’éllipsométrie ont montré une concordance
totale des résultats. Ces résultats étaient similaires a ceux
de la littérature. En effet, une bonne concordance de 81%
entre la méthode du D inversé et la dilution en milieu
liguide a été retrouvée par Rawson et al (10). Une étude
américaine a également observée une concordance
allant de 82% a 84% entre la méthode d’éllipsométrie et
la méthode de référence (14).

La restauration de l'activité de I'AZT par l'association
a lavibactam a également été décrite. En effet,
nombreuses études in vitro et in vivo ont démontré la
place de l'association de I'AZT avec CZA ou avibactam
dans le traitement des infections a EPC de type NDM
permettant une évolution favorable dans la majorité
des cas (3). Dans ce cadre, la société américaine
d’infectiologie recommande dans son rapport de 2024,
I'utilisation de I'association CZA et AZT comme traitement
de choix des infections a entérobactéries productrices de
MBL (15). Une introduction de I'AZT est donc cruciale
en Tunisie pour diminuer la morbi mortalité lié aux
infections a entérobactéries productrices de MBL chez le
patient bralé. Il est a noter que des études ont montré
que la présence de CZA n’affecte pas l'activité in vitro de
I'association AZT et avibactam (3). Une molécule associant
aztréonam-avibactam a dans ce cadre eu l'autorisation de
mise sur le marché en Europe en avril 2024. Des études
supplémentaires, in vitro et in vivo, seraient intéressantes
pour étudier la place de cette molécule dans le traitement
des infections a entérobactéries productrices de MBL
chez le brlé.

Notre étude a souligné l'intérét de l'association de
I'AZT au CZA vu leur activité synergique in vitro sur les
souches d’entérobactéries productrices de MBL, en nette
recrudescence dans notre centre. Ceci démontre la place
de cette association comme alternative thérapeutique de

choix dans le traitement de ces infections graves chez le
patient br{lé. Uintroduction de cette association s’avere
donc nécessaire en Tunisie, particulierement pour le
bralé. Son utilisation doit cependant étre rationnelle, et
réservée aux traitement des infections a EPC pour éviter
I'’émergence de résistance.
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RESUME Les entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) constituent une menace pour la santé publique. Leur détection rapide et
fiable est devenue un défi majeur en microbiologie. Certains systémes automatisés proposent ainsi la détection et la classification des carbapénémases
chez ces EPC.
C’est dans ce cadre qu’on avait étudier la performance duBDPhoenix Emerge NMIC-505 panel dans la détection et la classification des carbapénémases
chez les entérobactéries en comparaison avec la méthode moléculaire par PCR mutiplex.
Il s'agit d’'une étude prospective menée sur une période de quatre mois (septembre- décembre 2022) incluant toutes les entérobactéries de
sensibilité diminuée aux carbapénémes isolées chez les briilés. Nous avons procédé pour chaque souche a une étude moléculaire pour la détection
des principaux génes codant pour les carbapénémases (blakPC, blaNDM, blaVIM, blalMP et blaOXA-48) par PCR multiplex en temps réel (type
CepheidGeneXpertCarba-R) parallelement a une étude de la performance de BDPhoenix Emerge NMIC-505 panel pour la détection et la classification
de ces carbapénémases.
Nous avons inclus 41 entérobactéries de sensibilité diminuée aux carbapénémes. Selon I'étude moléculaire, 40 souches étaient productrices de
carbapénémases dont 31 souches NDM, trois OXA-48, six souches productrices a la fois de deux types de carbapénémases : cing NDM+0OXA-48 et une
NDM+VIM. Une seule souche avait une PCR négative.
Le BDPhoenix Emerge panel a montré une excellente performance pour la détection des carbapénémases ; Nos 40 EPC ont été toutes catégorisées
productrices de carbapénémase par cet automate. La souche ayant une PCR négative a été détectée comme productrice de carbapénémase de classe
B par cette méthode.
La détermination de la classe des carbapénémases par ce panel était concordante au génotype dans 65% des cas (26/40). Toutes les souches OXA-48
ont été correctement catégorisées (classeD) par le panel (3/3). Pour les souches NDM, 23/31 étaient correctement catégorisées (classe B), 7 étaient
non classées (classe indéterminée) et une souche était faussement classée (classe D). Les 5 souches NDM+ OXA48 étaient classées appartenant a
la classe D (4/5) ou a la classe B (1/5). En aucun cas, le panel BD Phoenix Emerge n’a spécifié les deux classes de carbapénémases produites par la
méme souche. Au total, le panel avait une sensibilité de 100% et une spécificité de 86.8% pour classer les carbapénémases de type OXA-48 comme
appartenant a la classe D tandis qu’elles étaient de 66,6% et 77,7% respectivement pour catégoriser les carbapénémases de type NDM comme
appartenant a la classe B.
Notre étude a montré une bonne performance du BDPhoenix Emerge NMIC-505 panel pour la détection des carbapénémases chez les entérobactéries.
La classification des carbapénémases était concordante au génotype pour les sérines-carbapénémases (OXA-48), moins performante pour les métallo-
b-lactamases (NDM) et pour les associations de deux types de carbapénémases.

Mots clés: BD Phoenix NMIC 505, carbapénemase, OXA-48, NDM, VIM, EPC

A BSTRA CT Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) are a threat to public health. Theirrapid and reliable detection has become
a major challenge in clinical microbiology. Some automated as says are now available to detect and classify carbapenemases produced by these EPCs.
Here, wetested the performance of BDPhoenix Emerge NMIC-505 panel in identifyingcarbapenemase production and assignment to Ambler classes in
comparison to a multiplex carbapenemase PCR assay.

This is a prospective studyconducted over a four-monthperiod (September-December 2022) including all Enterobacteriaceae withreduced
susceptibility to carbapenems isolated from burn patients. For each strain, weperformed a molecular study for the detection of the main genescoding
for carbapenemases (blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP and blaOXA-48) by multiplex real-time PCR (CepheidGeneXpertCarba-R type)in parallel with a
study of the performance of BDPhoenix Emerge NMIC-505 panel for the detection and classification of these carbapenemases.

We included 41 enterobacteria with reduced susceptibility to carbapenems. According to the molecularstudy, 40 strains were carbapenemase
producers, including 31 NDM strains, three OXA-48 strains, six strains producing both types of carbapenemases: five NDM+0XA-48 and one NDM+VIM.
Only one strainhad a negative PCR.
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The BDPhoenix Emerge panel showed excellent performance for the detection of carbapenemases; our 40 EPCs were all categorized as carbapenemase
producers by this automated as say. The strainwith a negative PCR was detected as class B carbapenemaseproducer.

The determination of the carbapenemase class by this panel was correct in 65% of cases (26/40). All OXA-48 strainswerecorrectlycategorized (class
D) by the panel (3/3). For the NDM strains, 23/31 werecorrectlycategorized (class B), 7 were unclassified and one strainwasmisclassified (class D). The
5 NDM+ OXA48 strains were classified as class D (4/5) or class B (1/5) carbapenemaseproducers. In no case did the panel specify the two classes of
carbapenemasesproduced by the samestrain. Overall, the panel had a sensitivity of 100% and a specificity of 86.8% to classifycarbapenemases of type
OXA-48 carbapenemases as belonging to class D whiletheywere 66.6% and 77.7% respectively for categorizingcarbapenemases as belonging to class B.
Our studyshowed a good performance of the BDPhoenix Emerge NMIC-505 panel for the detection of carbapenemases for Enterobacteriaceae. The
classification of carbapenemases was genotype-matched for serine carbapenemases (OXA-48), but less effective for metallo-b-lactamases (NDM) and

for combinations of two types of carbapenemases.

Key words: BD Phoenix NMIC 505, Carbapenemase, OXA-48, NDM, VIM, CPE

Les infections causées par les entérobactéries
productrices de carbapénemases (EPC) représentent
un défi majeur pour la santé publique en raison de
leur forte prévalence et de leur association avec une
mortalité importante [1], [2]. Au cours des derniéres
années, il y a eu une augmentation marquée de la
prévalence des EPC dans le monde entier avec un taux
de mortalité d’environ 50%[3].Cette augmentation est
particulierement préoccupante pour les populations a
haut risque telles que les patients traités dans les services
d'hématologie et les unités de soins intensifs telles que
les services de réanimation des brilés, ou les infections a
EPC sont associées a une durée de séjour prolongée et a
des taux de mortalité élevés [4], [5]. Les entérobactéries
deviennent résistants aux carbapénémes principalement
par deux voies : la production de carbapénémases ou
I'expression de céphalosporinases et/ou de B-lactamases
a spectre étendu (BLSE) en combinaison avec des
modifications de la perméabilité de la paroi cellulaire[6],
[7]. Il est important de noter que les carbapénémases
sont classées en quatre classes moléculaires (A, B, C et
D) selon la classification d’Ambler [8]et ont des profils
hydrolytiques des B-lactamines spécifiques ainsi qu'une
sensibilité a l'inhibition par différents inhibiteurs.
Les options thérapeutiques pour le traitement des
infections liées aux EPC sont limitées, mais de nouvelles
options thérapeutiques telles que des combinaisons de
B-lactaminesetd'inhibiteursde B-lactamase (parexemple,
ceftazidime-avibactam, ceftolozane-tazobactam,
meropenem-vaborbactam) présentent une activité
spécifique contre les EPC en fonction du mécanisme de
résistance sous-jacent [9] et de leurs classification. En
effet la combinaison ceftazidime/avibactam peut réduire
la mortalité due aux infections a EPC de classe A. En
revanche, cette associationceftazidime/avibactam n’a
pas d’action sur les EPC de classe B.

Ainsi la détection rapide et précise des EPC estessentielle
pour la lutte contre les infections a ces germes résistants
etla minimisation de la sélection de cette résistance et sa
propagation en milieu hospitalier.

Pour ce faire, l'identification rapide par les tests PCR
moléculaires multiplex disponibles, limités aux genes
codant pour les carbapénémases les plus fréquentes,
demeure un test de détection fiable mais cette méthode
reste coliteuse[10], [11]

A cet égard, le test BD Phoenix CPO detect (PCD) constitue

une alternative pour la détection des EPC. Actuellement,
les tests phénotypiques rapides commercialisés ne
classifient pas les carbapénémases. Néanmoins, le test BD
Phoenix CPODetect est un test investigational automatisé
congu pour détecter et classifier les carbapénémases
des Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa et
Acinetobacter baumannii.

En revanche, il existe peu d'informations sur la validation
des systéemes automatisés pour déterminer de maniere
appropriée les données de sensibilité des isolats des EPC
hautement résistantes.

Dans ce cadre, on propose par ce travail d’étudier la
performance du panel BD Phoenix Emerge NMIC 505
dans la détection et la classification des carbapénémases.

Il s'agit d'une étude prospective menée sur une période
de 4 mois (septembre-décembre 2022) portant sur les
souches d’entérobactéries présentant une sensibilité
diminuée aux carbapénemes et isolées chez les patients
hospitalisés a I'unité de réanimation des brilés au Centre
de Traumatologie et des grands br(lés.

La sensibilité des isolats bactériens aux carbapénemes
a été testée systématiquement par CMI a I'aide de tests
de gradient de diffusion (E-test) sur milieu gélosé. Les
résultats ont été interprétés en fonction des seuils des
concentrations critiques du CA-SFM/EUCAST 2022.

Etude moléculaire des isolats

Les isolats d’entérobactéries ayant une sensibilité
diminuée aux carbapénémes ont été testés pour
la présence de genes spécifiques codant pour
lescarbapénémases par une PCR multiplex en temps réel
(type CepheidGeneXpertCarba-R), capable de détecter
blakKPC, blalMP, blaVIM, blaNDM et blaOXA-48-like et
donc les genes codant pour lescarbapénémases les plus
répandus en Tunisie.

Test de détection des EPC par BD Phoenix CPO detect
(PCD)

Le test a été réalisé avec le panel AST BD Phoenix NMIC-
505 conformément aux recommandations du fabricant.
Les isolats ont été récupérés a partir de culture pure ne
datent pas de plus de 24 heures sur gélose. Les plaques
NMIC-505 ont été inoculées a l'aide de l'instrument
Phoenix AP et analysées par le systeme AST semi-
automatique Phoenix M50. Le panel NMIC-505 se
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compose de puits contenant des agents antimicrobiens
pour les tests de sensibilité aux antibiotique et d’autres
puits avec des tests pour détecter les carbapénemases
contenant divers inhibiteurs de B-lactamase. Les résultats
sont fournis aprés 16 heures d’incubation.

Les isolats  testés positifs pour I'activité
carbapénéemasesont catégorisé par le BD Phoenix selon la
classification d’Ambler mais peuvent ne pas étre assignés
a une classe d'Ambler spécifique et sont donc interprétés
comme non typables.

La précision du test BD Phoenix Emerge pour détecter
les carbapénémases et leur catégorisation selon la
classification d’Ambler a été comparée aux résultats de
I'étude moléculaire des souches isolées.

Détection des carbapénémases

Sur un total de 41 souches recensées d’entérobactéries
présentant une sensibilité diminuée aux carbapénemes,
la répartition des espéecesidentifiés montrait: Klebsiella

pneumoniae  (n=22), Providenciaretgerri  (n=6),
Providenciastuartii (n=5), Proteus mirabilis (n=5),
Escherichia coli (n=1), Klebsiella oxytoca (n=1) et

Enterobacter cloacae (n=1).

L'étude moléculaire par PCR multiplex de ces souches
était positive chez 40/41des isolats d’entérobactéries
dont 31 métallo-béta-lactamases de classe B et qui
étaient toutes de type NDM et 3 carbapénémases de
classe D de type Oxa-48.

L'association de deux carbapénémases était présente
chez 6souches de Klebsiella pneumoniae ayantprésentés
plus d’un gene codant pour les carbapénémases
NDM + Oxa-48 (n=5),VIM+NDM (n=1). Une seule
souche d’entérobactérie de sensibilité diminuée aux
carbapénémase montrait une étude moléculaire
négative par PCR dont aucun géne de résistance n’avait
été détecté.

La performance du panel BD-Phoenix Emerge NMIC-
505 en matiere de détection et de classification des
carbapénémases était analysée par rapport aux 41
souches collectées dont 40 catégorisés par biologie

moléculaire des entérobactérie productrices de
carbapénéemases (EPC) et 1 souche non-EPC.

Le panel BD Phoenix Emerge avait détecté correctement
les 41 souches en tant que bactéries productrices de
carbapénémase ce qui est concordant a I'antibiogramme
de référence qui avait montrait une sensibilité diminuée
aux carbapénémes de ces souches.

En comparaison avec la PCR multiplex de détection
des carbapénemases, le panelBD Phoenix Emerge
n’avaitdocumenté aucun faux négatif mais un seul faux
positif, conduisant a une spécificité de 97,5 % et une
sensibilité de 100 %. Le faux positif était une souche
de Providenciaretgeriicatégorisée EPC classe B par BD
Phoenix Emerge etqui présentait une étude moléculaire
négative pour les carbapénémases et une sensibilité
diminuée aux carbapénémes sur l'antibiogramme de
référence. Cette souche pourrait exprimer un type de
carbapénéemasequi n’est pas détecté par la PCR multiplex
du Genexpert.

Classification des carbapénémases

La performance du BD Phoenix Emerge pour la
classification des carbapénémases étaitégalement
évaluée. Parmi les 41 souches d’entérobactéries détectés
productrice de carbapénémase par le panel BD Phoenix
Emerge, 34disolats étaient attribués a une classe de
carbapénemase (82,9 %) selon la classification d’Ambler
et 7 souchesétaient détectées mais non attribués a une
classe précise selon la classification d’Ambler(17,1%).

Les entérobactéries non classées par le panel étaient
toutes des souches porteuses de genes codant pour la
carbapénéemase de classe B de type NDM.

Parmi les 34 carbapénémases classées par le panel, six
erreurs de classification ont été observées, ce qui donne
une précision de 82,4% (voir tableau 1).Les erreurs
de classifications étaient majoritairement observées
chez les souches présentant une association de 2
carbapénémases : 5 NDM+0xa-48 ont été catégorisées
soit une carbapénémase de classe D (n=4/5) soit une
carbapénémase de classe B(n=1/5) par BD Phoenix
Emerge. Néanmoins une souche porteuse d’'une
carbapénémase de classe B de type NDM était catégorisée
une carbapénémase de classe D par BD Phoenix.

Tableau 1.
Genexpert BD Phoenix Emerge Précision Sensibilité Spécificité
Vrai positif Faux positif
NDM 31 24 2 92,3% 66,6% 77,7%
Oxa-48 3 5 37,5% 100% 86 ,8%
NDM+0Oxa-48 5 0 0 0% 0%
NDM+VIM 1 0 0% 0%

Ce panel BD Phoenix permet également une évaluation
automatisée d’autres classes d’antibiotiques ainsi que les
nouvelles combinaisons d'inhibiteurs de béta-lactamases,
telle que ceftazidime/avibactam (CAZ/AVI).

Les taux de résistance a l'association (CAZ/AVI) par

antibiogramme standard et le panel Phoenix étaient
respectivement de 90,2% (37/41) et 92,7% (38/41). Ainsi
une surestimation de la résistance de I'association (CAZ/
AVI) était effectuée par le panel BD Phoenix.
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Les souches testées étaient sensibles a I'association (CAZ/
AVI) par antibiogramme standard dans 9,8% (4/41) des
cas : 3 souches de Klebsiella pneumoniae présentant
une carbapénémase de type OXA-48 et une souche
de Providenciaretgerri dont I'’étude moléculaire était
négative.

Cette étude visait a déterminer |'utilité du panelBD
Phoenix NMIC-500 pour détecter la production
de carbapénémase (PCD) et a classer les enzymes
respectives selon la classification d'Ambler [12]. Comme
décrit précédemment par d'autres études[7], [13], [14], le
test PCD fournit des résultats précis pour l'identification
de la résistance aux carbapénémes, avec des résultats
disponibles en moins de 16 heures. En outre, le test
PCD s'est avéré capable d'identifier la production de
carbapénéemase dans notre collection d'isolats avec une
sensibilité globale élevée (100 %), ainsi qu’une trés bonne
spécificité (97,5 %).

Les résultats de notre étude étaient proches a celles
de I'étude faite par Simon et al.au cours de laquelle
la détection des producteurs de carbapénemases
était sensible a 100% et spécifique a 55,3% dans
I'évaluation de 57 Entérobactéries productrices de
carbapénéemases et 38 Entérobactéries non productrices
de carbapénemases[14].

Une étude récente faite par Laura et al. Avait classée
178/194 isolats résistants aux carbapénémes par
I'antibiogramme de référence comme organismes
producteurs de carbapénémases EPC. Par rapport a
la méthode de référence, pour les entérobactéries, la
sensibilité et la spécificité étaient respectivement de 100
% et de 17,65 %[15]. Ces résultats étaient conformes a
une autre étude faite par Thomson et al., 2017 avec une
sensibilité de 100% et une spécificité de 15%[7].

L'étude de Park et al. a montré une capacité prometteuse
du panelBD Phoenix NMIC-500 pour la détermination
de la CMI et la détection des bactéries productrices de
carbapénéemase dans un grand nombre d'isolats cliniques
de BGN[16].

Selon Hanwool Cho et al. la sensibilité de la détection
de I'EPC par BD Phoenix était tres élevée (97,9 %).
Cependant, la spécificité, bien que de 100 % pour les
isolats sensibles aux carbapénémes, était faible pour les
isolats résistants aux carbapénemes (32,7 %)[17].

Une spécificité plus élevée a été observé selon I'étude
de I'Ong 2018 ; la sensibilité et la spécificité étaient
respectivement de 89,4 % et de 66,7 % pour le panel BD
Phoenix[13].

De ce fait, le panel BD Phoenix NMIC-500 a montré une
grande concordance avec les méthodes de références
conventionnelles.

Les différences observées dans les études disponibles
concernant la spécificité du BD Phoenix peuvent étre
dues a un certain nombre de facteurs différents comme
la taille globale de I’échantillon et le niveau d’expression
des carbapénémases isolés.
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Cependant, 65/79 (82,28 %) des isolats carbapénémase-
négatifs ont également été identifiés comme productrices
de carbapénémase par le BD Phoenix (faux positifs ;
Entérobactéries, n = 14, P. aeruginosa, n = 51)[13].

Selon Simon et al , les résultats faussement positifs
proviennentd'isolatsnonproducteursdecarbapénémases,
mais non sensibles aux carbapénémes[14]. Un autre
mécanisme de résistance aux carbapénémes, comme
I'imperméabilité a ces antibiotiques, peut étre incriminé.
Une autre limite de I'étude est la restriction de la méthode
de référence a ne détecter que les genes identifiés par
PCR codant pour les carbapénémases les plus courantes,
notamment les carbapénemases de classe A (KPC, GES,
NMC-A/IMI, BIC, SME), de classe B (VIM, NDM, IMP), et
de classe D (Oxa-48, Oxa-23, Oxa-24)[18], [19].

La présence de carbapénémases non couvertes par le
test PCR utilisé ne peut pas étre exclue.

Néanmoins, une preuve concluante ne peut certainement
étre obtenue que par le séquencage du génome entier.
Ce nouveau panel BD fournit une évaluation automatisée
de la sensibilité a la ceftazidime/avibactam (CAZ/AVI), ce
qui pourrait aider le clinicien a administrer un traitement
efficace contre les isolats a Gram négatif résistants aux
carbapénéemes[20]. Comme prévu, tous les organismes
producteurs de métallo-B-lactamases étaient résistants
au CAZ/AVI[20].

Pour laura et al. la classification des carbapénémases
de classes A, B et D, a été correctement effectuée par le
BD Phoenix dans 79,17 % des cas ce qui est proche des
résultats obtenus dans notre étude au cours laquelle
la catégorisation des souches selon la classification
d’Ambler a été correcte chez 82,9% des isolats[15].

Ces résultats contrastent peu avec ceux publiés
récemment, qui montrent que 94,6 % des isolats ont été
correctement classés dans une classe d'Ambler[21].
D'autres avaient cependant rapporté une précision
globale similaire de 85,0 %, 68,99 % et 78,95% pour la
classification des carbapénemases par le BD Phoenix[7],
[13], [14].

Pour la classe D,la classe de carbapénémase était
correctement catégorisée dans tous les isolats.
Cependant, ce résultat est limité par le fait que le
nombre d'isolats étaittrop faible. D'apres la littérature,
le taux de classification correcte des carbapénémases de
classe Détait similaire a la n6tre : >95% chez Simon et
al,Croxatto et al, Park et al.[14], [16], [21], 92,3% au cours
de I'étude faite par Ong et al et 88,6 % de concordance
dans le travail de Thomson et al.[7], [13] .

Quant aux métallo-B-lactamases de classe B, des études
ont observé un taux de classification correcte de cette
classe d’Ambler par le BD Phoenix d’environ 70%[7], [16],
[21].

Cependant, d’autres études ainsi que notre enquéte
avaient rapporté une meilleure sensibilité de la
classification de la classe B d’Ambler ; > 90% des isolats
hébergeant des carbapénémases de classe B présentaient
des résultats de classification corrects par le BD Phoenix
[13], [14], [17].

Cette différence des taux de classification correcteentre

~

)



Volume 1, Numéro 1, 2025

les études pourrait avoir pour origine les variations des
types de carbapénémases, des especes des isolats et des
mécanismes de résistance sous-jacents.

Il convient de noter qu'aucun des producteurs de
carbapénéemases de classe B ou D n'a été classé a tort
comme carbapénémase de classe A, ce qui est conforme
a I'étude de Thomson et al et Hanwool et al[7], [17]. Ce
résultat est important en ce qui concerne le traitement
avec de nouvelles combinaisons d'inhibiteurs de
B-lactamase telles que la (CAZ/AVI). En effet, selon la
Haute Autorité de Santé (HAS), ceftazidime-avibactamest
un traitement de dernier recours réservé aux patients
atteints d’infections a entérobactéries sensibles au
ceftazidime-avibactam et pour lesquels le recours
aux carbapénémes n’est pas envisageable en cas de
résistance, notamment avec un mécanisme de résistance
de type KPC ou OXA-48[22]. Néanmoins, association
(CAZ/AVI) n’a pas d’action sur les carbapénémases de la
classe B.

Dans la présente étude, 7/41 souches n’ont pas été
assignés a une classe spécifique d’Ambler.

Ceci était également observé dans I'étude de Laura et
al[15].

En effet, le test BD Phoenix n'est pas en mesure
de distinguer les carbapénémases, si plusieurs
carbapénéemases sont présentes[14]. Dans la littérature
ainsi que dans la présente étude, la plupart des isolats
présentant des carbapénémases doubles ont été
déterminés comme positifs sans fournir de classification
d'Ambler ou en attribuant seulement une des
carbapénéemases impliquées a I'organisme respectif[14],
[15], [23].

Pour remédier a cette situation, on peut effectuer des
tests supplémentaires de confirmation pour les résultats
positifs par le BD Phoenix, si aucune classification
d'Ambler n'est fournie.

Ainsi le test BD présente |'avantage, par rapport aux
méthodes traditionnelles basées sur les inhibiteurs, d'une
détection plus facile assistée par ordinateur et basée sur
un algorithme. Le test est non seulement moins colteux
que les méthodes moléculaires, mais aussi abordable et
facile a réaliser avec un temps d'intervention réduit (~1-2
min) et les résultats sont disponibles dans les 18 h a partir
d'une croissance bactérienne cultivée[24].

Cependant notre étude n'avait pas inclus suffisamment
d'isolats carbapénémases négatifs. Bien que certaines
études indiquent que les résultats carbapénémases
négatifs peuvent étre rapportés sans test de confirmation,
et que les résultats carbapénémases positifs indiquent
que l'isolat est hautement suspect d’EPC.

Enfin, notre étude n'avait inclus qu'un répertoire limité
d'EPC dans notre évaluation. Par exemple, les souches
avec des enzymes KPC et IMI de la classe A d’Ambler
manquaient.

Comme tous les organismes testés ont démontré une
résistance aux carbapénémes, ces données ne sont pas
applicables aux isolats sensibles aux carbapénémes.

En conclusion, les données présentées ici démontrent
que le test BD Phoenix PCD est un outil fiable pour la
détection des EPC avec une sensibilité et spécificité
élevées.

De ce fait, le Phoenix NMIC 505 test représente
probablement un nouvel outil de diagnostic a valeur
ajoutée pour la détection et la gestion de l'infection et de
la colonisation par les EPC.

Enfin, la mise en ceuvre du test dans les flux de travail de
routine permet une réduction significative des délais du
rendu des résultats, du temps de travail et des colts par
rapport a l'approche conventionnelle. Dans I'ensemble, la
mise en ceuvre du test Phoenix NMIC 505 pourrait avoir
un impact positif sur les flux de travail des laboratoires,
mais aussi sur les décisions thérapeutiques et le controle
des infections.
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4 4
RESUME Le dépistage des cas importés de paludisme est un axe majeur du programme de maintien de I'élimination de la maladie en Tunisie.
Lobjectif de cette étude était d’établir la prévalence du paludisme chez les étudiants étrangers asymptomatiques et de discuter les modalités
biologiques de leur surveillance.
Il s'agit d'une étude rétrospective concernant 2132 étudiants originaires de zones d’endémie palustre adressés pour dépistage du paludisme entre
septembre 2021 et juin 2024. Chaque individu a eu un prélévement sanguin sur lequel ont été réalisés un frottis sanguin, une goutte épaisse et un test
de diagnostic rapide.
Cinquante-huit étudiants se sont révélés porteurs de Plasmodium (2,7%) a la microcopie. Les parasitémies étaient faibles inférieures a 500 parasites/
ul dans 89,7% des cas. Plasmodium falciparum était I'espéce prédominante (98,3%). Les sujets parasités étaient principalement originaires de la
République démocratique du Congo (36,2%), de Céte d’ivoire (20,7%) et du Cameroun (12,1%). Les tests rapides avaient une sensibilité et une
spécificité respectives de 79,31% [Intervalle de confiance (IC) : 68,89-89,73] et de 99,85% [IC : 99,69-100].
Ces résultats confirment l'importance de la surveillance des sujets a risque méme ceux asymptomatiques.Ll’introduction de la PCR serait utile pour
améliorer la détection des faibles parasitémies observées.

Mots-clés : Paludisme d’importation, examen microscopique, test de diagnostic rapide, dépistage, Tunisie

A BSTRACT Screening imported Malaria cases is crucial for maintaining Tunisia free of the disease. This study aimed to establish the prevalence
of Malaria among asymptomatic students originated from endemic countries and to discuss the biological strategy of their surveillance.

This retrospective study included 2132 students referred for malaria screening between September 2021 and June 2024. Each individual had a blood
sample which was used to prepare a blood smear, a thick drop and to perform a rapid malaria diagnostic test.

Fifty-eight students (2.7%) revealed carriers of Plasmodium by microcopy. Parasitemia was less than 500 parasites/pl in 89.7% of cases. Plasmodium
falciparum was the predominant identified species (98.3%). The parasitized subjects were mainly from the Democratic Republic of Congo (36.2%),
Ivory Coast (20.7%) and Cameroon (12.1%). The rapid tests had a sensitivity and specificity of 79.31% (Confidence Interval [CI]: 68.89-89.73) and
99.85% (Cl: 99.69-100), respectively.

These results highlight the need for a rigorous surveillance of individuals at risk of Malaria including asymptomatic ones. The use of PCR should be
considered to improve the detection of low parasite loads observed.

Key words: Imported malaria, microscopic examination, rapid diagnostic test, screening, Tunisia
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Le paludisme est une maladie infectieuse causée par un
parasite du genre Plasmodium (P.), transmis a 'homme
par la piglre d’'un moustique vecteur I'anophéle [1]. Le
spectre clinique de cette infection s'étend de formes
asymptomatiques a des acces graves potentiellement
mortels [2]. Le paludisme demeure un probleme majeur
de morbidité et de mortalité et ce malgré les efforts
déployés pour réduire son incidence. Selon I'organisation
mondiale de la santé (OMS), environ 263 millions de
cas et 597 000 déces ont été recensés dans le monde
en 2023 [3]. En Tunisie, la transmission autochtone
du paludisme a été interrompue en 1980 grace au
programme d’élimination entrepris avec I'aide de 'OMS
[4]. Cependant, devant la persistance de I'anophélisme
a travers le pays [5], les cas importés constituent une
menace de réintroduction de la parasitose justifiant une
surveillance rigoureuse [6]. Pour cela, un programme
de dépistage a été instauré chez les sujets a risque de
portage de Plasmodium [7]. La surveillance s’avere utile
particulierement chez les étudiants originaires d’Afrique
subsaharienne (ASS) de loin la région la plus touchée
par la maladie [3]. Il est a signaler que cette population
est en augmentation réguliere ces derniéres années.
Le dépistage systématique du paludisme repose sur
I'examen microscopique du frottis sanguin (FS) et de
la goutte épaisse (GE), qui sont exigeants en expertise
et en temps de lecture assez long [8]. Depuis quelques
années, les tests de diagnostic rapides (TDR) basés
sur le principe de I'immunochromatographie sont de
plus en plus utilisés [9]. lls détectent les antigenes
parasitaires spécifiques, principalement la protéine riche
en histidine de P. falciparum (HRP-2) ainsi que la lactate
déshydrogénase (pLDH) et I'aldolase produites par les 5
especes plasmodiques pathogenes pour I'homme [10].
Les performances de ces tests sont variables selon les
études et les contextes épidémiologiques [11].

Lobjectif de cette étude était d’établir la prévalence
du paludisme chez les étudiants asymptomatiques
originaires des pays endémiques et de discuter les
modalités de leur dépistage afin de mieux contréler
I’élimination de cette parasitose dans notre pays.

Population étudiée

Il s’agissait d’une étude rétrospective colligeant des
étudiants étrangers originaires des zones d’endémie
palustre. Ces derniers étaient inscrits dans des
universités de la région de Tunis et ont été adressés
au laboratoire de Parasitologie de I'Institut Pasteur de
Tunis de septembre 2021 a juin 2024 pour dépistage
du paludisme. Pour chaque individu, une fiche de
renseignements a été remplie précisant I'age, le sexe,
le pays d’origine, les antécédents de paludisme, une
éventuelle symptomatologie clinique ou prise de
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médicaments antipaludiques. Les étudiants ayant signalé
des antécédents de paludisme, de la fievre ou 'utilisation
de médicaments antipaludiques dans le mois précédant
le dépistage n’ont pas été inclus.

Méthodes

Tous les étudiants ont eu un prélevement sanguin
périphérique sur un tube d’acide éthylene diamine
tétra-acétique (EDTA). La recherche du Plasmodium a
été effectuée par I'examen microscopique du FS et de la
GE colorés avec une solution de Giemsa a 10% et par la
réalisation d’'un TDR du paludisme. Deux TDR détectant
respectivement l'antigene HRP2 (histidine-richprotein
2) spécifique de P. facliparum (test ABON Plus®) et
I'antigene Aldolase des différentes especes plasmodiales
(test I-Test®) ont été utilisés selon la disponibilité. La
parasitémie a été calculée sur le FS, en supposant une
moyenne de 5 000 000 globules rouges par pl de sang
[12].

Considérations éthiques

Les étudiants ont été adressés par leurs universités
dans le cadre du programme national de lutte contre
le paludisme (PNLP, Ministére de la santé). Lanonymat
a été respecté avec l'attribution d’'un code a chaque
individu avant la saisie des données. Chaque étudiant a
recuun résultat personnel des analyses réalisées. En cas
de positivité, les sujets concernés ont été orientés vers
des centres de soins spécialisés pour une prise en charge
(PEC) gratuite.

Analyse statistique

Les données ont été analysées avec le logiciel Epilnfo
version 6,04. La sensibilité, la spécificité, la valeur
prédictive positive et négative des TDR ont été calculées
avec un intervalle de confiance (IC) a 95% en considérant
la microscopie comme méthode de référence.

Description de la population étudiée

Au total, 2123 étudiants ont été inclus dans I'étude. Tous
étaient originaires d’ASS. La République démocratique
du Congo (29,4%), la Cote d’lvoire (21,3%), I’'Union des
Comores (13,1%) et le Cameroun (11,1%) ont été les pays
les plus représentés (Figure 1).
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Nombre

Figure 1. Répartition des étudiants selon le pays d’origine

Le sex-ratio était de 1,7 avec une prédominance masculine
(63,4%). La moyenne d’age était de 26,4 + 5,7 ans.

Résultats parasitologiques

Résultats de la microscopie

Cinquante-huit parmi les étudiants dépistés étaient
porteurs de Plasmodium soit une prévalence de 2,7%. lls
avaient un 4ge moyen de 25,9+7ans et un sex-ratio H/F de
1,3. lls étaient principalement originaires de la République
démocratique du Congo (36,2%), la Céte d’ivoire (20,7%),
le Cameroun (12,1%) et la Guinée (10,3%) (Tableau I). Les
prévalences les plus élevées du portage asymptomatique
de Plasmodium concernaient les étudiants originaires du
Nigéria (7,7%), du Gabon (6,5%), de la Guinée (4,1%) et

Tableau I. Prévalence du paludisme chez les étudiants originaires des pays endémiques.

Pays Nombre d’étudiants examinés Nombre d’étudiants parasités Prévalence* %**
Nigeria 13 1 7.7% 1.7%
Gabon 62 4 6.5% 6.9%
Guinée 148 6 4.1% 10.3%
Sénégal 50 2 4.0% 3.4%
Cameroun 235 7 3.0% 12.1%
RD Congo 625 21 3.4% 36.2%
Cote d’lvoire 453 12 2.6% 20.7%
Comores 279 4 1.4% 6.9%
Centre afrique 32 1 3.1% 1.7%
58 100.0%

**Pprévalence par rapport au nombre d’étudiants examinés
**Pourcentage par rapport au nombre d’étudiants parasités

P. falciparum était l'espece plasmodiale prédominante
rencontrée chez 98,3% des sujets parasités. Une seule
infection mixte a P. falciparum et P. ovale a été détectée.
L'espéce plasmodiale n’a pu étre identifiée chez un
individu a cause de la rareté des trophozoites observés
uniquement sur la GE. Les parasitémies étaient inférieures
a 0,01% (500 parasites/ul) dans 89,7% (52/58) des cas.
Neuf individus (15,5%) étaient porteurs de gamétocytes.

Résultats des TDR

Les TDR ont détecté 46 positifs parmi les 58 cas révélés
infectés en microscopie, soit une sensibilité de 79,31%
[IC : 68,89-89,73]. Les 12 faux négatifs (FN) en TDR
correspondaient tous a des infections par P. falciparum et
avaient tous des parasitémies faibles (<500 Parasites/ul).
La sensibilité des TDR était corrélée et augmente avec la
parasitémie. Ainsi, elle était de 76,92% [IC:65,47-88,37]
pour des parasitémies <500 parasites/plet atteint 100%
pour celles supérieures a ce seuil. Trois prélevements
sanguins positifs au TDR étaient négatifs en microscopie
ce qui donne une spécificité des TDR de 99,85% [IC :
99,69-100]. Les valeurs prédictives positive et négative
des TDR étaient respectivement de 93,88% [IC : 87,17-
100] et de 99,42% [IC : 99,1-99,75]. La comparaison des

résultats des TDR a ceux de la microscopie est rapportée
dans le tableau Il

Tableau Il. Comparaison des TDR et de la microscopie dans le
diagnostic du paludisme chez les étudiants originaires des pays
endémiques

Microscopie
+ - Total
+ 46 3 49
TDR - 12 2062 2074
Total 58 2065 2123

Cinquante-huit étudiants asymptomatiques originaires
d’ASS parmi 2132 testés se sont révélés infectés par
Plasmodium. La prévalence trouvée de 2,7% est proche
de celle observée dans notre laboratoire lors d’une
étude antérieure comparable réalisée en 2015 (3,5%)
[13]. Elle est cependant supérieure a celle rapportée
par Belgacem dans la région de Monastir (0,8%) [14].
Dans le monde, les prévalences du paludisme chez
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des migrants asymptomatiques arrivant dans des pays
non endémiques variaient de 3% a 31,8% selon le pays
d’origine et les modalités de diagnostic utilisées[15].
Le portage asymptomatique de Plasmodium chez les
immigrants de zones d’endémie serait lié a 'immunité
partielle, appelée prémunition, entretenue chez ces
individus par les infections répétées dont ils étaient
victimes dans leurs pays d’origine [16]. Cette prémunition
controle et limite la multiplication du parasite réduisant
ainsi l'apparition des signes cliniques et leur gravité
[17-19]. Chez les individus prémunis, Plasmodium peut
persister longtemps jusqu'a 28 mois aprés le départ du
pays d’origine d’ou I'importance du dépistage régulier
chez cette population [20,21].

Les étudiants parasités de notre série provenaient
principalement de la République démocratique du Congo
(36,2%) et de Cote d’ivoire (20,7%). La prévalence du
portage de Plasmodium était plus élevée chez ceux du
Nigéria (7,7%), du Gabon (6,5%) et de Guinée (4,1%).
Ces résultats concordant avec la répartition mondiale
du paludisme incitent a la vigilance par rapport au
parasitisme de la population étudiée de plus en plus
nombreuse dans notre pays. En effet, son effectif est
passé de 4644 en 2018-2019 a 6187 en 2022-2023.
Plasmodium falciparum était |'espece plasmodiale
majoritaire, retrouvée dans 98,3% des cas, concordant
avec sa prédominance en ASS [22]. Parmi les étudiants
infectés, neufs (15,5%) étaient porteurs de gamétocytes
constituant ainsi une source potentielle d’infection pour
les anophéles locaux. En conséquence, la surveillance
épidémiologique, ainsi que celle entomologique, doivent
étre maintenues et renforcées en Tunisie. |l est a rappeler
que plusieurs situations de reprise de la transmission
autochtone du paludisme ont été signalées dans des
pays ayant éliminé la maladie [23-25]. Le risque de
résurgence du paludisme ne peut donc étre exclu dans
notre pays vu la persistance des anopheles vecteurs et la
disponibilité d’un réservoir potentiel de parasites [26]. Le
réchauffement climatique observé ne peut qu’exacerber
ce risque d’une part en allongeant la période d’activité
des vecteurs et d’autre part en créant des conditions
favorables a l'introduction d’anophéles tropicaux plus
compétents pour la transmission du parasite[27].

Les TDR utilisés pour le diagnostic du paludisme chez les
étudiants asymptomatiques ont montré une sensibilité
nettement inférieure (79,31%) a celle de la microscopie.
Cette sensibilité était cependant supérieure a celle du
test OptiMAL-IT® (DiaMed, Suisse) (68,8%) rapportée
dans I'étude de Siala et al. réalisée en 2013 aupres de 308
étudiants asymptomatiques [28]. Dans le monde, peu de
travaux ont évalué les performances des TDR par rapport
a la microscopie chez les sujets asymptomatiques. Au
Cameroun, le test Hexagon Malaria Combi® détectant
I'antigéne pLDH, a montré une sensibilité de 85,33% et
une spécificité de 95,05% [29]. Dans I'étude de Tiono
et al., la sensibilité du test First Response® Malaria Ag
détectant I'HRP2 utilisé a 3 reprises a varié de 77,8% a
92,4% [30].

Les 12 FN du TDR de notre série correspondaient tous
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a des infections avec de faibles parasitémies, inférieures
a 500 parasites/ul (0,01%), qui induisent des taux
d’antigénes en dessous du seuil de détection du test [10].
En effet, la sensibilité de ces tests est de I'ordre de 100 a
200 parasites/pl alors que celle de la GE est de 'ordre de
20 a 50 parasites/ul de sang [10,31]. La sensibilité des TDR
était dailleurs meilleure de 100% lorsque les parasitémies
dépassent les 500 parasites/ul. Par conséquent,
I'examen microscopique demeure indispensable en cas
de négativité des TDR. Il est par ailleurs a signaler que
d’autres facteurs peuvent engendrer des FN des TDR
comme la mutation/délétion du géne codant I'antigéne
HRP2 et la présence de complexes immuns circulants ou
d’anticorps bloquants [32]. Les TDR peuvent également
étre pris a défaut en présence de stade sexué de P.
falciparum a cause d’une faible ou absence de sécrétion
d’Ag pLDH par les gamétocytes agés [10].

Trois TDR étaient faussement positifs. Ceci pourrait
s’expliquer par les réactions croisées avec des facteurs
rhumatoides ou des anticorps faisant suite a d’autres
infections bactériennes, parasitaires ou virales [33]. Les
faux positifs peuvent étre également dus a la persistance
d’antigénes plasmodiaux aprés traitement [34]. En effet,
de tels antigénes ont été détectés plusieurs jours voir
jusqu’a 4 semaines apres un traitement antipaludique
efficace avec élimination de parasites viables dans le
sang [35]. Pour cela, un interrogatoire rigoureux doit étre
toujours mené afin d’assurer une interprétation fiable
des TDR.

La détection et le traitement des infections palustres
asymptomatiques représentent un défi fondamental
pour notre stratégie de contrble et d’élimination de la
maladie. En effet, comme I'ont montré nos résultats, ces
cas sont nombreux avec une proportion non négligeable
porteuse de gamétocytes potentiellement infectants
pour nos anopheéles. Ces infections sont caractérisées
par des parasitémies tres faibles pouvant échapper a
I'examen microscopique et aux TDR [36]. Il est fort utile
dans ces situations d’utiliser les techniques moléculaires
nettement plus sensibles dont les seuils de détection sont
estimés jusqu'a moins d’un parasite/ul [37]. Dailleurs,
deux études tunisiennes ont rapporté la supériorité de
la PCR nichée comparativement a la microscopie dans la
détection des plasmodiums chez les étudiants migrants,
avec 5% de positivité versus 3,5% dans celle de Siala
et al. et 10,2% versus 0,8% dans celle de Belgacem et
al [13,14]. De méme, Mendez a chiffré l'apport de la
PCR chez les migrants d’ASS dans une méta-analyse en
montrant une prévalence de 8% contre seulement 3%
en microscopie [38]. Les techniques moléculaires sont
également contributives dans la différenciation des
especes et le diagnostic des coinfections plasmodiales
[37]. Actuellement, la PCR en temps réel, trés sensible et
adaptée a un grand nombre de prélévements, serait la
technique de choix pour détecter les faibles parasitémies
observées chez les porteurs asymptomatiques[39].
Néanmoins, son colt élevé et la nécessite d'une
plateforme technologique spécialisée demeurent des
contraintes a son application en pratique courante dans
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les pays a moindre ressources.

En Tunisie, le dépistage du paludisme chez les personnes
a risque, ressortissants et voyageurs dans les pays
d’endémie, est fondamental pour détecter les sujets
parasités, les traiter rapidement et éviter ainsi une
circulation potentielle du parasite. La prévalence
relativement élevée du portage de Plasmodium chez
les étudiants asymptomatiques d’ASS incite a renforcer
cette surveillance et a I'améliorer par la généralisation
des techniques moléculaires plus sensibles dans ces
situations caractérisées par de tres faibles parasitémies.
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RESUME La toxoplasmose congénitale peut entrainer des complications sévéres, notamment des anomalies neurologiques et ophtalmiques. Le
diagnostic précoce et la prise en charge adéquate sont essentiels pour prévenir I'apparition de ces complications. A la naissance, le diagnostic biologique
est essentiellement sérologique. Il repose sur la recherche des anticorps IgG, IgM et IgA chez le nouveau-né par les techniques conventionnelles et par
le western blot 1gG/IgM en profil comparatif mére-nouveau-né puis en suivi chez le nouveau-né. Si le diagnostic sérologique est négatif a la naissance,
le suivi doit étre maintenu jusqu’a disparition des IgG maternelles. Le traitement standard de la toxoplasmose congénitale comprend la pyriméthamine
et la sulfadiazine en association avec I'acide folinique. La surveillance clinique, ophtalmologique et sérologique au cours du traitement est primordiale.

Mots clés : Toxoplasmagondii, Toxoplasmose congénitale, nouveau-né, sérologie, western blot, Tunisie

A BSTRACT Congenital toxoplasmosis can lead to severe complications, including neurological and ophthalmic abnormalities. Early diagnosis
and appropriate management are essential to prevent the onset of these complications. At birth, the biological diagnosis is primarily serological. It
involves the detection of 1gG, IgM, and IgA antibodies in the newborn using conventional techniques and the 1gG/IgM western blot in a comparative
mother-newborn profile, followed by monitoring in the newborn. If the serological diagnosis is negative at birth, monitoring should continue until the
disappearance of maternal IgG. The standard treatment for congenital toxoplasmosis includes pyrimethamine and sulfadiazine in combination with
folinic acid. Clinical, ophthalmological, and serological monitoring during treatment is crucial.

Key words: Toxoplasma gondii, congenital toxoplasmosis, new born, serology, western blot, Tunisia
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Jebari & al. La toxoplasmose chez le nouveau-né

La primo-infection toxoplasmique chez une femme
enceinte est un événement a risque. En effet, le
toxoplasme peut passer la barriére placentaire et infecter
le feetus (1). En Tunisie, la toxoplasmose congénitale
(TC) n’est pas exceptionnelle, son incidence varie de
0,39 a 4,8 pour 1000 grossesses selon les séries (2, 3).
Lexpression clinique de la TC est variable. Elle peut se
traduire par des conséquences graves (mort feetale
in utéro, malformations neurologiques) ou rester
longtemps asymptomatique, se manifestant dans
certains cas, dans I'enfance ou l'adolescence, par une
choriorétinite (4, 5). L'institution d’un traitement précoce
pendant la grossesse, ou a la naissance chez le nouveau-
né (NN) infecté, permettrait de prévenir I'apparition de
ces complications. Par conséquent, une suspicion de TC
impose une conduite optimale qui comporte un diagnostic
prénatal consistant a rechercher ’ADN parasitaire dans
le liguide amniotique (LA) par PCR (Polymerase Chain
Reaction) et a un suivi échographique afin de déceler
d’éventuelles foetopathies (6). Cependant, la sensibilité
de la PCR n'étant pas absolue, les faux négatifs ne sont
pas rares et une TC reste systématiquement recherchée
a la naissance chez tout NN dont la mere a présenté une
infection toxoplasmique au cours de la grossesse avec un
diagnostic prénatal négatif ou non pratiqué (7).

La mise au point présente vise a détailler les différentes
techniques biologiques utilisées dans le diagnostic
néonatal de la TCainsi que le suivi clinique et le traitement
des NN atteints.

A la naissance, le diagnostic biologique de la TC est
essentiellement sérologique. Il repose sur la recherche
des Immunoglobulines (Ig) M, IgA, et IgG anti-
toxoplasmiquesdans le sang du NN. Cette recherche doit
permettre de confirmer que ces anticorps proviennent
d’une néosynthese par I'enfant, car une certaine quantité
d’'lgG (transfert passif des IgG maternelles a travers le
placenta), et parfois d’lgM et IgA (passage occasionnel
d’anticorps maternels au moment de l'accouchement
uniquement), peuvent étre d’origine maternelle dans
les premieres semaines de vie. Ces anticorps maternels
disparaissent apres la naissance selon des demi-vies de
I'ordre de trois-quatre semaines, sept jours et dix jours
pour les IgG, IgM et IgA respectivement (8- 11).

Les prélevements

Plusieurs préléevements peuvent étre réalisés chez la
meére au moment de l'accouchement notamment le
prélevement de LA, le prélevement de placenta et
le prélevement sanguin. Chez le NN, le prélevement
sanguin peut étre fait soit a partir du sang de cordon ou a
partir du sang périphérique. Auparavant, vu sa facilité et
les bonnes quantités obtenues, le prélevement de sang
de cordon était recommandé (7). Actuellement, devant
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le risque de contamination de ce préléevement par le sang
maternel et les problemes de spécificité induits, le sang
périphérique prélevé dans les trois premiers jours de vie
est privilégié (12).

La recherche des IgG anti-toxoplasmiques

Le suivi du titre des IgG, en utilisant des techniques
immuno-enzymatiques de type ELISA (Enzyme-Linked-
Immunosorbent-Assay) ou d’'immunochemiluminescence
(CLIA : Chemiluminescenceimmunoassay), en période néo
et postnatale est primordial. En effet, toute modification
de la cinétique d’évolution des anticorps, qu’il y ait
stabilisation ou augmentation, est en faveur d’'une TC.
Autrement, les titres diminuent jusqu’a disparaitre avant
I’age d’un an. Dans tous les cas, la persistance d’anticorps
anti-toxoplasmiques a l'age de 12 mois fait poser le
diagnostic de TC. Il a été cependant rapporté que les IgG
peuvent disparaitre chez les enfants atteints qui regoivent
un traitement spécifique (8, 9, 13).

La recherche des IgM anti-toxoplasmiques

La détection des anticorps I1gM anti-toxoplasmiquesdans
le sérum du NN peut étre faite par les techniques
immuno-enzymatiques ou de chimiluminescence et/
oupar la technique d'immunocapture ISAGA (Immuno-
Sorbent-Agglutination-Assay). Cette  derniere  est
consensuellement la technique la plus sensible pour la
recherche des IgM chez le jeune enfant (14). Toutefois,
l'arrét de sa commercialisation depuis 2024 conduit
a privilégier les autres techniques disponibles pour
garantir la fiabilité du diagnostic sérologique.La demi-
vie d’élimination des IgM spécifiques étant tres courte,
leur persistance ou leur présence au-dela de J10 de vie
permet d’affirmer le diagnostic de TC (7). En effet, le
sang du NN peut étre "contaminé" avec le sang maternel
dans 2 a 20% des cas, a cause d’une éventuelle effraction
placentaire, rendant une confirmation de la positivité des
IgM nécessaire au-dela de J10 de vie (14).

Les IgM sont le plus souvent détectées en cas de
séroconversion maternelle tardive au cours de la grossesse
(dernier trimestre) ; la sensibilité de cette recherche est
beaucoup plus faible en cas de séroconversion au cours
des deux premiers trimestres de la grossesse (15). Chez
les NN atteints de TC, les IgM peuvent manquer. Ceci ne
doit pas empécher la poursuite de la surveillance. En
effet, dans 30 a 50% des cas, la détection des IgM anti-
toxoplasmiques par la sérologie conventionnelle est
négative (16, 17).

La recherche des IgA anti-toxoplasmiques

Les IgA peuvent étre recherchées par la méthode ELISA.
Toutefois, l'apport de leur détection pour retenir le
diagnosticest controversé. Certaines études affirment que
la recherche des IgA peut étre aussi sensible que celle des
IgM, et méme supérieure (18). Lebech M. et al. affirment
qgue la combinaison de la recherche des deux isotypes A
et M augmenterait significativement la sensibilité globale
sans perte de spécificité, permettant ainsi de détecter 5
a 10% de cas supplémentaires de NN infectés (19). Tandis
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que d'autres études ont conclu que la détection des IgA
n'améliorait pas le diagnostic de TC (20). Par ailleurs,
les IgA peuvent étre absentes naturellement chez 6%
de la population limitant leur apport dans le diagnostic
biologique (21). Une étude rétrospective multicentrique
a comparé deux groupes de NN, 289 NN atteints de TC
versus 220 NN non infectés (22). Elle a conclu que les
IgA ont une sensibilité plus faible que les IgM (56,52%
versus 82,35%, P<0,001) et que la recherche simultanée
des deux isotypes M et A en diminue significativement la
spécificité (90,96% a 83,51%, P<0,001). Toutefois, malgré
ces divergences, la présence des IgA chez le NN au-dela
de J10 de vie reste un argument suffisant pour retenir le
diagnostic de TC méme en I'absence d’IgM.

La recherche d’IgG et d’IgM par la technique Western
Blot

Le western blot (WB) permet la recherche qualitative des
IgM et des IgG spécifiques. Il est pratiqué a la naissance
en confrontant le profil du sang du NN prélevé entre J1
et J3 de vie a celui de la mére. Lors du suivi, il compare le
sang du NN a la naissance a celui prélevé a des moments
ultérieurs (J+N). Le profil comparatif mére/NN peut mettre
en évidence la présence de bandes supplémentaires chez
le NN ce qui témoigne d’une néosynthése d’anticorps
anti-toxoplasmiques (Figure 1). De méme, I'étude du
profil comparatif NN/NN, peut révéler la présence des
bandes nouvelles a J+N témoignant d’'une néosynthese
par le NN d’anticorps anti-toxoplasmiques.
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Figure 1. Comparaison des profils immunologiques révélés par

western blot pour le diagnostic de la toxoplasmose congénitale

A : Profil comparatif mére (M)/ nouveau-né (NN j1) négatif

B : Profil comparatif M / NN (j3) montrant des bandes supplémentaires
chezle NN en IgG et en IgM

Lapport du WB dans le diagnostic précoce de la TC
est indéniable (23, 24). En effet, cette technique a une
sensibilité qui avoisine 95% et peut atteindre 100% si elle
est combinée a la sérologie standard (16).

Toutefois, cette technique n’est réalisable que jusqu’al’age
de trois mois pour les IgG, et seulement jusqu’a unmois

pour les IgM, délais au-dela desquels I'interprétation
peut étre perturbée par la présence possible de bandes
non spécifiques (23).

Le diagnostic moléculaire néonatal

A I'accouchement, la recherche de ’ADN parasitaire peut
étre faite sur le sang du cordon ou le sang périphérique
avec cependant une sensibilité plutot faible de I'ordre
de 20 a 36% (25). Dans le LA prélevé a la naissance,
cette recherche permet dans certains cas un diagnostic
plus précoce que la sérologie (26). En effet, une étude
a évalué le diagnostic moléculaire de la TC sur 488
LA a la naissance et a conclu que cette analyse a une
sensibilité globale de 54% et une spécificité de 100% (26).
La sensibilité est de 33 % lorsque le diagnostic prénatal
est positif et de 68% lorsque le diagnostic prénatal est
négatif ou inexistant. Cette différence de sensibilité peut
étre due au traitement des cas diagnostiqués en période
anténatale. Selon ces résultats, et en la comparant a la
sérologie, I'analyse du LA néonatal a permis de poser un
diagnostic plus précoce dans 26% des cas (26).

La recherche de I'ADN parasitaire peut étre réalisée
également sur le placenta avec une sensibilité de I'ordre
de 51% avec cependant la possibilité de résultat positif
sans contamination foetale (placentite isolée) (25, 27). En
cas de signes neurologiques chez le NN notamment une
encéphalite, la recherche de I'ADN parasitaire peut étre
faite sur le liquide cérébro-spinal (18).

Le dosage de I'Interféron gamma

L'infection a T. gondii entraine une immunité a médiation
cellulaire de longue durée qui dépend fortement de
I'activité effectrice des lymphocytes T (29- 31). La
sécrétion de l'interféron gamma par ces cellules suite
a une stimulation par les antigénes de T. gondii a été
mise au point par certaines équipes pour détecter une
exposition récente au parasite (30, 31). Une évaluation
a été faite sur des NN infectés et non infectés pour le
diagnostic néonatal de la TC et a conclu a une sensibilité
variant de 93,75% a 96% et a une spécificité entre 91% et
98,75% (30, 31).

Algorithme pratique

Sur le plan pratique, la démarche diagnostique doit
étre adaptée a notre contexte tunisien et aux moyens
des familles, vu le colt élevé des kits utilisés. Il faut
cependant faire pour le mieux pour que les possibilités
diagnostiques ne soient pas entravées.

A la naissance, il est recommandé de prélever le sang
périphérique du NN dans les trois premiers jours
de vie ainsi que le sang de la mere afin de pratiquer
systématiquement et simultanément les techniques
conventionnelles et le WB en profil comparatif mere-NN
a la recherche d’lgG et d’IgM anti-toxoplasmiques.

Si les IgM sont présentes a la naissance par WB
(anticorps néosynthétisés par le NN), la TC est
confirmée. Leur présence uniguement par les techniques
conventionnelles nécessite un contrdle entre J7 et J10
de vie pour confirmer I'infection. En I'absence d’IgM, un
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contréle est recommandé a un mois de vie.

Si les 1gG sont présentes a la naissance par WB (anticorps
néosynthétisés par le NN), la TC est confirmée. Si le
profil comparatif mére/NN en IgG est identique, le suivi
sérologique s’impose. Devant le colt élevé du kit WB, la
recherche des IgG jusqu’a I'age de trois mois n’est pas
systématique. Elle n’est justifiée que devant une stabilité
du titre des IgG par les techniques conventionnelles.

Si les titres des IgG diminuent au cours du suivi et les
IgM restent négatives, les contrbles seront réalisés
mensuellement ou chaque deux mois jusqu’a disparition
des IgG maternelles. Le diagnostic de TC sera écarté
devant la négativité de deux sérologies espacées d’un

mois d’intervalle. Au contraire, la persistance d’IgG
jusqu’a l'age de 12 mois de vie confirme [latteinte
congénitale (Figure 2).

La recherche des IgA peut également étre utile et est
recommandée. Si elles sont présentes chez le NN avant
J10 de vie et absentes chez la meére, ceci est le témoin
d’une néosyntheése et le diagnostic de TC peut étre retenu.
Cependant, si les IgA sont présentes aussi bien chez la
mere que chez le NN avant J10 de vie, un contréle est
souhaitable chez ce dernier au-dela de J10 pour pouvoir
conclure. Néanmoins, en Tunisie, I'étude de cet isotype
n’est pas de pratique courante vu le colt supplémentaire
induit. Une centralisation de la recherche des IgA dans

(Sang

A la naissance
périphérique
entre J1 et J3 de vie)

WB IgM /IgG (mére - NN)

WB IgM positif
et/ou
WB IgG positif

TC

PEIE
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>10 jours de vie

IgG et IgM*
Présence Présence
des IgM* des IgG*
Controler Controler pour
entre j7 et j10 suivre la cinétique
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aY
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l
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) .
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Figure 2. Algorithme pratique de la prise en charge diagnostique de la toxoplasmose congénitale chez le nouveau-né

(+) : positive, (-) : négative, WB : western blot, NN : nouveau-né, TC : toxoplasmose congénitale

* Recherche des anticorps IgG et IgM par les techniques sérologiques conventionnelles
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une structure hospitalo-universitaire permettrait de
mieux maitriser ce souci et offrirait davantage de
possibilités en vue de 'amélioration de la prise en charge
diagnostique des patients.

A la naissance, devant toute suspicion de TC, le NN doit
bénéficier d’un examen clinique complet notamment
le poids, la taille et le périmetre cranien. En effet, la
toxoplasmose est une cause majeure d’accouchements
prématurés (32). Lexamen neurologique constitue une
étape fondamentale comportant un bilan du tonus, du
niveau d'éveil, des mouvements et des réflexes. Toute
anomalie notée lors de cet examen dans un contexte
évocateur doit faire évoquer la TC. La réalisation d’un
fond d’ceil (FO) a la recherche de choriorétinite avec
des lésions actives ou cicatrisées et une échographie
transfontanellaire (ETF) a la recherche de calcifications
intracrdniennes et/ou de dilatations ventriculaires
s'imposent. En cas de confirmation du diagnostic de TC,
le FO sera refait tous les trois mois pendant la premiére
année de vie puis tous les six mois durant la deuxieme
année puis tous les ans jusqu’a I'age adulte (5, 9). Les
données épidémiologiques suggerent que l'incidence de
la TC et son impact socio-économique pourraient étre

sous-estimés. Les enfants atteints peuvent paraitre en
bonne santé sans présenter d’anomalies pendant les cing
premiéres années, mais développer des signes graves plus
tard (32). Pour cela, il est nécessaire de sensibiliser les
meéres afin qu’elles respectent le rythme de surveillance
et de consulter devant des signes oculaires tel qu’un flou
visuel ou une baisse de I'acuité.

L'association de la pyriméthamine et d’un sulfamide
représente le traitement de référence de la toxoplasmose
congénitale (33). Plusieurs molécules peuvent étre
utilisées. La pyriméthamine est un inhibiteur de la
dihydro-folate réductase. Elle a une bonne activité
parasiticide. Elle a une bonne efficacité et un bon
passage transplacentaire. Les sulfamides (sulfadiazine et
sulfadoxine) sont des inhibiteurs de la dihydroptéroate
synthétase. lls sont parasitostatiques, et agissent en
synergie avec la pyriméthamine (33, 34).

Le traitement est maintenu pendant 12 mois selon I'un
des protocoles mentionnés dans le tableau I. 'association
de pyriméthamine et sulfadiazine est considérée comme
la plus active. En cas de choriorétinite évolutive ou
hyperprotéinorachie>1 g/dl, la prednisone a 1mg/Kg/j
est associée au traitement.

Tableau I. Les principaux traitements utilisés dans la toxoplasmose chez le nouveau-né(37)

Médicament Posologie

Protocole 1 : Pyriméthamine (MALOCIDE®) +

Sulfadiazine (ADIAZINE®) +

Acide folinique (FOLICUM®)

Protocole 2 : Sulfadoxine +

Pyriméthamine (FANSIDAR®) +

Acide folinique (FOLICUM®)

1mg/ kg/ ) pendant deux mois Puis 1mg/kg, un jour sur deux pendant le reste de 'année

50mg/ kg deux fois par jour pendant 12 mois

une capsule de 25 mg 2 fois par semaine, a commencer le méme jour du traitement

17,5 mg/ kg une fois par semaine

0,875 mg/ kg une fois par semaine

une capsule de 25 mg deux fois par semaine, a commencer le méme jour du traitement

En Tunisie, nous ne disposons pas des conditionnements
pédiatriques des molécules suscitées. Les posologies
administrées sont ainsi adaptées au poids de I'enfant
tous les 2 mois.

La toxicité de la pyriméthamine est essentiellement
hématologique due a son activité sur le métabolisme
de l'acide folique pouvant engendrer une anémie
macrocytaire, une thrombopénie, une neutropénie
voire une agranulocytose. Pour prévenir ces effets
indésirables, une supplémentation en acide folinique
doit étre instaurée des le début du traitement. D'autres
signes d’intolérance digestifs ou neurologiques peuvent
étre notés (35, 36). Les réactions dues aux sulfamides
sont plutot rares, d’'ordre allergique (syndrome de Lyell,
DRESS syndrome), mais plus graves. Les sulfamides sont
contre-indiqués en cas de déficit en G6PD (35, 36).

La surveillance au cours du traitement consiste a

contréler la NFS a JO et J15, puis tous les 15 jours pendant
la période du traitement intensif puis une fois par mois
jusqu’a la fin du traitement. En cas de neutropénie
(polynucléaires neutrophiles PNN < 1000/mm3), il faut
arréter le traitement anti-toxoplasmique et poursuivre
I'administration d’acide folinique. La reprise du traitement
est permise lorsque le taux des PNN dépasse 1000/mm3.
La surveillance clinique, ophtalmologique et sérologique
pendant la durée du traitement est primordiale. Apres
l'arrét du traitement, il faut poursuivre la surveillance
clinique et ophtalmologique.

En cas de mise en évidence de lésions actives ou de
récidives au FO, il faut reprendre le traitement pendant
3 mois puis contrdler la cicatrisation des lésions. Un
rebond sérologique sans manifestation oculaire associée
ne justifie pas la reprise du traitement.
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Il est a signaler, par ailleurs, que le suivi sérologique
sous traitement est utile. Il constitue un bon indicateur
de l'observance thérapeutique. Une diminution des
titres des I1gG et une disparition des IgM témoignent de
I'efficacité thérapeutique. Autrement, une augmentation
des titres des IgG et/ou une réapparition des IgM sous
traitement font suspecter une mauvaise ou une absence
de prise du traitement.

La prise en charge diagnostique et thérapeutique de la TC
est assez lourde, et nécessite une coopération constante
entre obstétriciens, biologistes et pédiatres. La motivation
et la sensibilisation des meres doit étre entretenue pour
obtenir une meilleure compliance au suivi de leur enfant.
Par ailleurs, et vu la fréquence de la toxoplasmose dans
notre pays, I'établissement d’'un programme national de
dépistage chez la femme enceinte reste fondamental
pour un meilleur contréle et une meilleure prise en
charge de la TC. Une couverture des frais engagés devrait
étre discutée afin d’encourager I'adhésion des familles
concernées. Ceci limiterait les conséquences psycho-
sanitaires pour les patients ainsi que les colts élevés dus
aux handicaps neurologiques et visuels induits.
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No evidence of occult hepatitis C infection among long-term Tunisian
hemodialysis patients: A single-center study

Aucune infection occulte par le VHC détectée chez des hémodialysés
chroniques tunisiens : Résultats d'une étude monocentrique
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A BSTRACT Introduction: Occult hepatitis C infection (OCl) is a new concept, characterized by the presence of hepatitis C virus (HCV) RNA
in peripheral blood mononuclear cells (PBMC), hepatocytes, or ultra-centrifuged serum, with no RNA detectable in plasma. This study aimed to
investigate occult hepatitis C infection in a vulnerable Tunisian population: chronic hemodialysis patients.

Methods: A retrospective study, including chronic hemodialysis patients of the Hemodialysis Unit of the University Hospital Fattouma Bourguiba of
Monastir. Viral load was assessed by real-time RT-PCR on plasma and peripheral blood mononuclear cells, and chemiluminescent assay was used for
HCV antibodies detection.

Results: A total of 53 chronic hemodialysis patients were enrolled. Three patients (5.7%) had a history of HCV infection with a sustained virological
response. Multivariate analysis revealed that these patients had a longer median duration of hemodialysis (OR=1.33; [IC 95%=1.071-1.666]; p=0.01).
HCV RNA was undetectable in both blood and peripheral blood mononuclear cells in all cases. Thus, no OCl was identified in any of our patients.
Conclusion: A low seroprevalence of HCV was observed in our study population and no OCl were detected. However, considering the restricted
number of patients enrolled, this result should be confirmed in a larger population cohort.

Key words: HCV, Occult infection, Peripheral blood cells, Hemodialysis, Prevalence

4 4
RESUME Introduction : L'infection occulte par le virus de I'hépatite C (OCI) est une nouvelle entité, caractérisée par la présence de I'ARN du
virus de I'hépatite C (VHC) dans les cellules mononuclées du sang (PBMC), les hépatocytes ou le sérum ultra-centrifugé, en I'absence d'ARN détectable
dans le plasma. Cette étude avait pour but de rechercher I'0OCI chez les hémodialysés chroniques (HDC).
Méthodes: Etude transversale, ayant inclus les HDC suivis a I'unité d'hémodialyse du CHU Fattouma Bourguiba de Monastir. La charge virale a été
évaluée par RT-PCR en temps réel sur plasma et PBMC, et la technique de chimiluminescence a été utilisée pour la détection des anticorps anti-VHC.
Résultats : Un total de 53 HDC ont été inclus parmi lesquels 3 (5,7 %) présentaient un antécédent d'infection par le VHC avec une réponse virologique
soutenue. L'analyse multivariée a révélé une durée médiane d’hémodialyse plus longue chez ces patients (OR=1,33; [IC95%=1,071-1,666];p=0,01).
L'ARN du VHC était indétectable dans le sang et les PBMC chez tous les patients. Ainsi, aucune OCl n'a été identifiée.
Conclusion : Une faible séroprévalence du VHC chez les HDC était observée et aucune OCI n'a été détectée. Cependant, ce résultat devrait étre
confirmé dans une cohorte de population plus importante.

Mots-clés : Virus de I'hépatite C, infection occulte, cellules sanguines périphériques, hémodialyse, prévalence
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The Tunisian general population has a low endemicity for
HCV (less than 1%) [1]. However, some groups present
a high risk of infection, including chronic hemodialysis
patients (HDP) (7.3%) [2]. Tunisia, like many countries
around the world, has followed a National Hepatitis C
Elimination Program since 2016 [3]. The use of direct-
acting antivirals (DAA) has substantially transformed
the prognosis of HCV-infected patients, with sustained
virological response rates exceeding 90% [4].

Occult hepatitis C infection (OCl) is a new concept, based
on the detection of RNA in hepatocytes, PBMC, or ultra-
centrifuged sera in patients with a negative plasmatic
viral load (VL) [5,6]. PBMC has been recognized as an
extra-hepatic reservoir of HCV replication since 1985,
and confirmed by several subsequent studies [7-9].
In 1994, viral RNA was isolated from PBMC of patients
with histological damages suggesting chronic hepatitis
C infection (CH-C), and with undetectable VL in plasma
[10]. It was only a decade later that occult HCV infection
(OCl) was first described by Castillo et al [5].

Two types of OCl are currently acknowledged: seropositive
OCl (patients with positive anti-HCV antibodies) and
seronegative OCI (patients who have negative anti-HCV
antibodies) [11].

OCI prevalence varies (from 1.2% to 57%) according
to the considered populations, and is higher in some
populations at high risk of hepatitis C, such as HDP, in
whom it may reach 45% [12]. In patients with sustained
virological response, it could reach 11.3%, which could
represent an obstacle to the national virus elimination
program [13]. In fact, OCl could be associated with
a higher risk of developing chronic liver damage and
hepatocellular carcinoma [14], and could potentially lead
to viral spread [15].

One of the most high-risk populations for developing
OCI would be HDP. Indeed, considering the great risk of
viral transmission in hemodialysis units, this population
would also be at risk of OCI and viral diffusion in this
population [16]. Therefore, our study aimed to estimate
the prevalence of OCl in Tunisian HDP.

Study population and design

A descriptive cross-sectional study, conducted over 6
months, including HDP attending the Hemodialysis Unit
of the Nephrology Department of the University Hospital
Fattouma Bourguiba of Monastir. All participants were
over 18 years old, undergoing hemodialysis for more
than 2 months, and consenting to take part in the study.
Patients with a history of other chronic liver diseases or
positive VL in plasma were excluded.

Virological analyses were performed at the Microbiology
Laboratory of the same hospital.

STPI Société Tunisienne de Pathologie Infectieuse

Sample Size Determination
The sample size was estimated using the Cochran's
formula [17]:

[n=22xpx(1-p) / d?]

Where:
-n: Calculated final sample size
- z: Confidence interval (for a confidence interval of
95%, z = 1.96)
- p: estimated proportion of the population presenting
the condition
- d: desired precision
To study OCI, which has a prevalence of 3% in HDP
patients in Iran, a country that has a prevalence of HCV
close to our national level [18] the sample size should be:
(n=1.96%2 x 0.03 x 0.97 / 0.052 = 45) patients.

Data Collection

Demographic, clinical, and biological data were collected
by interviewing patients and referring to their clinical
records using a pre-established standard questionnaire.

Serological tests

The detection of anti-HCV antibodies was performed
on serum using chemiluminescent microparticle
immunoassay assay Architect (Abbott Diagnostics, USA)
which has a sensitivity and a specificity of 99.6% and
99.1% respectively.

PBMC and plasma isolation and preservation

For each patient, two 5-ml blood samples were gathered
in EDTA sterile tubes for viral RNA detection in plasma
and PBMC.

The cell fraction was extracted from the first tube,
using Ficoll-paque density gradients (Sigma-Aldrich)
immediately once received. After diluting the blood
with Phosphate-buffered saline (PBS) (1/2), the diluted
blood was transferred to a conical tube above the Ficoll-
Paque layer (1/3 Ficoll and 2/3 diluted blood). After
centrifugation (400xg at room temperature: 18-25°C) for
30 minutes with brake off, the PBMC layer, at the interface
between the Ficoll-Paque and the diluted plasma was
obtained. The PBMC was then washed 3 times with
PBS and cryopreserved at -80°C, in a solution of DMSO
(dimethyl sulfoxide; 20%), RPMI (Roswell Park Memorial
Institute Medium; 60%), and Fetal Calf Serum (20%), until
further use. The second sample was centrifuged at 800xg
for 20 minutes, and the resulting plasma was stored at
-80°C.

A positive control (sample from a patient with CH-C) was
included and was processed in the same way as the other
samples.

After thawing plasma and PBMC in a 37°C water bath,
viral RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit
(Qiagen), according to the manufacturer's instructions
[19]. Real-time RT PCR was performed on Rotor-Gene
using the kit (Artus HCV QS-RGQ kit). Four standards were

included defining a linearity range of 15-108 IU/ml and a
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sensitivity of 15 IU/ml. An internal control was added at
the extraction step to detect any PCR inhibition.

Ethical Considerations

The project was approved by the Ethics Committee of
the University of Medicine of Monastir on July 15, 2021,
(IORG 0009738 N°106 / OMB 0990-0279). Each patient
provided written informed consent.

Statistical Analysis

Statistical analyses were conducted by SPSS 20.0
(Statistical Package for the Social Sciences). Categorical
variables were compared using the chi2-test and Fisher-
test with an error risk a of 0.05. Student's t-test was
used to compare the means of quantitative variables. A
comparison of medians was performed using the Mann-
Whitney test.

A total of 53 HDP patients regularly hemodialyzed at
the Hemodialysis Unit of University Hospital Fattouma
Bourguiba were included. The average age of our
patients was 47.9+14 years. Our population consisted
of 37 men and 16 women, giving a sex ratio M/F of 2.3.
The background disease of patients was dominated by
chronic glomerular nephropathy, observed in almost
half the population (N=25; 47.2%), represented mainly
by chronic glomerulonephritis (N=7; 13.2%) and diabetic
nephropathy (N=7; 13.2%). The median duration of
hemodialysis for our patients was 4 years 1Q [2-7.7], and
22 patients (41.5%) were dialyzed for more than 5 years.
All patients had normal levels of liver enzymes (AST/ALT),
bilirubin, and Gamma-glutamyl transferase (GGT), and
8 (16%) had elevated alkaline phosphatase levels. They
all had negative human immunodeficiency virus (HIV)
serology and most of them had protective anti-HBs levels
(70%). No one was co-infected with Hepatitis B virus
(HBV).

Three patients had a history of HCV infection: The first
patient had a spontaneously resolved hepatitis C. The 2
other patients were treated with DAA with a sustained
virological response of 3 years. Both had genotype lb.

In univariate analysis, significant factors associated with
a history of CH-C were dyslipidemia (p=0.021), higher
ALT levels (p=0.042), and a longer median duration
of hemodialysis (p=0.005) (Table 1,2). In multivariate
analysis, a longer median duration of hemodialysis was
the only factor associated with HCV infection (OR=1.33;
[IC 95%=1.071-1.666]; p=0.01).

All patients tested negative for HCV RNA in blood and
PBMC by real-time RT-PCR. Thus, no cases of OCl were
found in our study population.

Table 1. Biological markers associated with a history of HCV infection

Parameters Anti-HCV p-value

White blood cells Mean 6168.9 6350 0.870*
SD 17723 3087.7

Hemoglobin Mean 8.5 10.3 0.114*
SD 1.8 1.7

Platelets Mean 181 608.9 194 666.7 0.707*
SD 58 800 35809

Alkaline phosphatases Mean 147.85 64.6 0.211*
SD 110 14

Total bilirubin Mean 493 3.5 0.605*
SD 1.7 0.7

AST Mean 12 15.33 0.266*
SD 4.9 5.6

ALT Median 11 18.3 0.042**
IQR 7 6

*: Means comparison by Student's T test, **: Median comparison by Mann-Whitney test;
ALT: alanine transaminase; AST: aspartate transaminase; IQR: interquartile range; SD:
standard deviation

OCl is a recently established entity, which has not yet
been investigated in Tunisia. Since the prevalence of
CH-C is low in the Tunisian general population (less than
1%)[1], we would expect a low prevalence of OCl in this
population. However, high-risk HCV populations would
be at greater risk of OCI. We therefore aimed in the
present study to estimate the prevalence of OCl in a high-
risk group, HDP.

HDP are 60 to 100 times more at risk of developing
CH-C [20]. Nevertheless, this prevalence has decreased
considerably in recent decades, thanks to periodic viral
screening of patients, systematic screening of blood
donations, and dialyzing infected patients on separate
machines [2].

According to our study, three patients (5.6%) had positive
HCV serology. In a national screening survey carried out
on 11,653 Tunisian HDP (2021-2022), the overall HCV
seroprevalence was 3.2%, from which 2 8.1% of patients
had positive VL [21]. The prevalence of this disease
among HDP varies around the world. According to a
meta-analysis published in 2022 by Greeviroj et al, it was
about 21%, with higher levels in Africa (28%) and in low-
income countries (48.5%) [22].

https://revue-tunisienne-infectiologie.org
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Table 2. Demographic and clinical characteristics of patients according to their hepatitis C serology

Demographic / Clinical data

Univariate analysis

Multivariate- analysis

Variables

anti-HCV p-value p-value OR 1IC 95%
positive Negative
Male n (%) 2 (5.4%) 35 (94.6%) 1.000 * S = =
Age >50 years n (%) 1(4.8%) 20 (95.2%) 1.000 * - - -
Diabetes n (%) 0 9 (100%) 1.000 * - - -
Dyslipidemia n (%) 1 (100%) 0% 0.021 * - - -
Hypertension n (%) 0 28 (100%) 0.098 * - - -
Surgical history (other than the n (%) 3 (14.3%) 18 (85.7%) 0.05 * - - -
confection of an arteriovenous fistula)
High-risk sexual behavior n (%) 0 0 - - -
History of peritoneal dialysis n (%) 0 0 1.000 * - - -
Blood transfusion n (%) 2 (10.5%) 17 (89.5%) 0.290 * - - -
Tattooing/scarification n (%) 1(33.3%) 2 (66.7%) 0.163 * - -
Digestive endoscopy n (%) 0 7 (100%) 1.000 * - - -
History of drug addiction n (%) 0 1(100%) 0.500 * - - -
Duration of hemodialysis (months) Median (IQR) 24 (17-24) 4(2-7.7) 0.005 ** 0.01 1.33 1.071-1.666

IC: Confidence interval; IQR: interquartile range; OR: odds ratio; *: Data analysis done by khi-2/ Fisher exact test; **: Median comparison by Mann-Whitney test

Since 2004, OCI, a new form of HCV infection has been
identified, characterized by the presence of HCV RNA in
hepatocytes, PBMC, or ultra-centrifuged serum, without
any RNA detectable in plasma [8,9]. The consequences
of this infection were reported by Wang et al [8], who
described persistent hepatic inflammation and a more
severe fibrosis score in patients with OCl when compared
to patients without OCI. Furthermore, an association
between hepatocellular carcinoma of undetermined
etiology and OCI has been established [14]. Moreover,
concerns were raised since the discovery of this
infection, related to transmission risks, particularly due
to fluctuations in the levels of viremia detected by
ultracentrifugation in these patients [6]. Roque-Cuellar et
al reported a large prevalence of OCl among seronegative
heterosexual partners of patients with CH-C (13% of
partners)[23]. In 2009, a study carried out on family
members of patients with OCl and with CH-C found similar
seroprevalence between the 2 groups. Phylogenetic
analysis of viral sequences in patients and their families
revealed a common source of infection within each
family [15] which suggests a risk of transmission of this
new form of HCV infection.

Our study is the first to investigate OCI among Tunisian
HDP. No cases of OClI were detected among the 53
patients included despite the use of techniques of similar
sensitivity as in international studies

In 1995, long before the first description of OCI in
2004, viral RNA had already been detected in PBMC,
among 1.7% of Australian HDP [24]. This condition was
subsequently investigated and its prevalence varied
between 0 and 45% in the literature depending on the
countries and populations considered (table 3) [12,25—
33]. Two studies carried out in Iran did not detect any
OCI [26,27], whereas in Spain, a 45% rate was reported
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[12]. This significant difference between studies could
be attributed to several reasons, including the different
HCV prevalence in general populations, and the different
technical procedures [12]. Moreover, in the study
conducted in Spain, the main selection criteria for HDP
patients was hepatic cytolysis. This patient selection
strategy could explain the disparity in results.

Regarding methodology, there are still no precise VL
thresholds or consensual methodology for OCI diagnosis
[9], making it difficult to draw definitive conclusions about
the true prevalence of this infection. RNA detection in
hepatocytes remains the gold standard for OCI, however,
less invasive alternatives can be used, particularly after
proving viral replication in PBMC [6]. Several studies have
confirmed the possibility of RNA detection in PBMC or
ultra-centrifuged serum [6,34] as an alternative to liver
biopsy (LB), which represents an invasive procedure.
In the study conducted by Castillo et al, on 57 patients
with OCI diagnosed by LB, HCV RNA was detected in 70%
of cases also in PBMC. Another alternative to LB would
be RNA detection in ultra-centrifuged sera. Indeed,
Bartolomé et al measured the VL in 106 patients with
abnormal liver function tests of undetermined etiology,
from ultra-centrifuged serum and PBMC and did not
find a significant difference between the 2 techniques
since an OCl was found in 58.5% of patients in ultra-
centrifuged serum, vs 65% from PBMC [34]. However,
the effectiveness of these techniques could be improved
if they are associated, increasing their sensitivity [34].

It also has been shown that viral RNA levels can fluctuate
in PBMCand plasma [35]. Therefore, it has been suggested
to get multiple repetitive PBMC and serum samples [23].
On the other hand, extraction and amplification methods
(PCR, in situ hybridization) have a direct influence on OCI
detection rate. Indeed, VL quantification closely depends
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on the quality and quantity of the extracted RNA.
Therefore, the choice of RNA extraction kit is crucial. In
our study, we used the RNeasy Mini Kit (Qiagen), which is
validated for RNA extraction from PBMC using use silica
columns [36]. Other kits are used for RNA extraction
from PBMC, based on phenol-chloroform extraction,
such as the RiboPure RNA Purification Kit-blood (Thermo
Fisher Scientific) and the TRI Reagent (Sigma-Aldrich).
Other extractions are based on the use of magnetic
silica particles which capture nucleic acids, such as the
NucliSENS easyMAG platform (bioMérieux) [37]. Several
studies have compared the performance of these kits in
the extraction of RNA from PBMC and concluded that
they were comparable overall with a slight superiority
to protocols using phenol-chloroform (RNeasy and
RiboPure) [37].

For VL evaluation method, we used the Artus HCV QS-
RGQ Kit®, the sensitivity of which is within national and
international recommendations (sensitivity threshold
<15 IU/ml) [38] and which complies with statistical
requirements. The majority of studies investigating OClI
used nested RT-PCR or real-time RT-PCR [27]. Other
more sensitive techniques have been developed with
significantly lower detection limits (sensitivity threshold
<15 IU/ml), such as NAH (Nucleic Acid Hybridization) or
in situ hybridization, particularly used for the detection
of HCV in liver tissue [39].

In our study, no cases of OClI were observed in HDP.
Several hypotheses could explain the difference between
our results and those found in the literature. First of
all, the difference in HCV prevalence between the
countries could justify the huge difference between
our results and those observed in Egypt for instance
(Table IIl). Indeed, countries that had high rates of OCI
among HDP were often those with high endemicity of
HCV infection. Furthermore, the HCV genotypes that
have been implicated in this condition (genotypes 1a,

2a, 2b, 3b, 4, and 6a) are rare in Tunisia where genotype
1b predominates [1,40]. Moreover, diagnosis of OCI
on PBMC only could underestimate the detection of
viral RNA compared to the gold standard which is on
hepatocytes. Another plausible explanation would be the
intermittent nature of viral RNA detection in PBMC during
OCL. Thus, repeated analysis would have a better yield.
Finally, the small size of our sample and its monocentric
nature could also explain the absence of OCl in our series.
Larger-scale multicenter studies, as well as targeting
research to patients presenting risk factors for OCI (such
as HDP with hepatic cytolysis, patients with a history of
CH-C, intravenous drug users, etc.)[12,16], could result in
higher rates of OCI.

Our study is the first to investigate OCI in the Tunisian
population and this result comforts us about the absence
of this disease, which would have been a real obstacle to
the national HCV elimination program, with an increased
concern for HDP.

Being in the midst of the HCV elimination program in our
country, OCl investigation remains a challenge, but an
essential step to ensure viral eradication.

HDP patients are particularly at risk of viral hepatitis,
especially CH-C. In our study population, a low
seroprevalence of HCV was observed and was correlated
with the median duration of hemodialysis. Our study
does not support the presence of OCI infection among
Tunisian HDP despite the use of valid techniques already
tested in several previous works. However, this result
should be confirmed by a larger cohort, covering more
dialysis units with a better representation of HCV risk
factors; considering the risks of viral transmission and
chronic histological consequences that OCI may have on
this vulnerable population.

Table 3. Prevalence of occult hepatitis C in hemodialysis patients in different studies

Author/country Year Population Serology Sample Technique ocl
type N %
Barril et al/ Spain [12] 2008 109 HDP with cytolysis Negative PBMC  Real-time PCR and hybridization in situ 49 45%
Baid-Agrawal et al/ Germany [25] 2014 407 HDP Negative PBMC  Versant HCV RNA qualitative TMAassay 1 0,25%
Ramezani et al [26]/ Iran 2014 30 HDP avec cytolysis Negative PBMC  Nested RT- PCR 0 o0
Eslamifar et al/ Iran [27] 2015 70 HDP Negative PBMC  Nested RT- PCR 0 O
Abdelrahim et al/ Egypt [28] 2016 81 HDP Negative PBMC  Real-time PCR: 3 3,7%
Artus HCV-RG RT-PCR Kit
Naghdi et al/ Iran[29] 2017 198 HDP Negative PBMC  Real-time PCR: High Pure Viral Nucleic 6 3,03%
Acid Kit
Ali et al/ Egypt [30] 2018 39 HDP Negative PBMC  Real-time PCR: TagMan PCR Master Mix 9  23%
Reagents Kit
Alduraywish et al/Saudi Arabia[32] 2020 98 HDP Negative PBMC  Real time PCR: Artus HCV-RG RT-PCRKit 8  8,16%
A Serwah et al / Egypt [33] 2021 204 HDP Negative PBMC  Real time PCR 14 7%
Our study / Tunisia 2022 53 HDP 50 PBMC  Real-time PCR 0 0%
Negative/3
positive

HDP: chronic hemodialysis patients, PBMC: peripheral blood mononuclear cells; OCI: occult hepatitis
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A BSTRACT Le virus west nile (VWN) est un arbovirus de la famille des Flaviviridae dont le cycle de vie primaire repose sur un réservoir aviaire
et un vecteur culicidé. Il s’agit d’'une zoonose a large répartition géographique, présente sur tous les continents Lhomme est un hote accidentel ainsi
que certains animaux vertébrés tels que les équidés et les oiseaux ; ils peuvent se contaminer suite a une piqire de moustique. La majorité des cas chez
I’homme reste asymptomatique, toutefois des formes neuro-invasives peuvent étre rencontrées chez moins de 1% des cas, associées a une mortalité
élevée. La surveillance épidémiologique a démontré que le VWN circulait en Tunisie depuis plusieurs décennies, a I'instar des autres pays de la région
méditerranéenne ol I'expansion de ce virus est favorisée par le réchauffement climatique. En I'absence d’une vaccination efficace et d’un traitement
antiviral spécifique, la lutte anti-vectorielle demeure le meilleur moyen de prévention et de contréle.

Cette revue propose une synthése des aspects virologiques et clinico-épidémiologiques du VWN, en soulignant les défis actuels et futurs pour la santé
humaine et vétérinaire dans une approche «One-Health».

Key words: Virus West Nile - Infection - Diagnostic - Prévention- Santé unique

7/ 7/
RES UME West Nile virus (WNV) is an arbovirus belonging to the Flaviviridae family, whose primary transmission cycle involves an avian reservoir
and culicid vectors. It is a zoonosis with a wide geographic distribution, reported on all continents except in the Arctic. Humans are incidental hosts,
infected through mosquito bites. While most cases remain asymptomatic, fewer than 1% may develop neuroinvasive disease, which is associated with
high mortality.
Epidemiological surveillance has demonstrated that WNV has been circulating in Tunisia for several decades, similar to other countries of the
Mediterranean region, where its spread is due to climate change. In the absence of an effective vaccine or specific antiviral treatment, vector control
remains the cornerstone of prevention and control strategies.

This review provides a synthesis of the virological and clinico-epidemiological aspects of WNV, highlighting current and future challenges for human
and veterinary health within a One Health perspective.

Mots-clés : West Nile Virus - Infection - Diagnosis - Prevention - One health
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Le virus West Nile (VWN) est considéré comme un virus
émergent avec une large dispersion planétaire. C’est I'une
des premiéres maladies vectorielles qui a été décrite
chez ’lhomme ; sa découverte a été faite de facon fortuite
en surveillant la maladie de la fiévre jaune en Afrique.
En effet, le virus a été isolé pour la premiere fois chez
une femme ougandaise présentant une symptomatologie
fébrile bénigne [1]. Ce virus a pu se propager au-dela du
bercail africain vers tous les continents touchant homme
et animal. Il est considéré comme le 2eme flavivirus
répandu dans le monde apres le virus de la dengue et le
ler flavivirus neurotrope jamais isolé [2]. Il sévit au bassin
méditerranéen depuis plusieurs décennies sous forme
endémique avec des bouffées épidémiques d’intensité
grandissante en terme de sévérité, de nombre de
personnes atteintes et de localisation géographique.
Cette expansion serait en rapport avec le réchauffement
climatique et l'urbanisation, comme en le témoigne
I'apparition de nouveaux cas en Allemagne et aux Pays
Bas en 2018 et en 2020 respectivement [3] .Le nouveau
monde a connu, pour la premiére fois, des cas d’infection
a VWN en 1999 a cause de son introduction mystérieuse
sur le sol américain [4]. Une épidémie particulierement
lourde en terme de mortalité humaine, notamment au
district de New York a été décrite. En raison de la large
gamme d'hoétes et de vecteurs, le virus s'est établi dans
la plupart des régions du monde et il y a peu de chances
qu'il soit éliminé. La Tunisie, de part sa localisation
géographique et les changements climatiques qu’elle
connait, se voit de plus en plus menacée par I'expansion
de cette virose.

Sur le plan taxonomique, le VWN appartient a la famille
des Flaviviridae et au genre des Orthoflavivirus, sous le
séro-complexe des encéphalites japonaises qui comprend
12 virus dont le virus Usutu, le virus de l'encéphalite
de Saint Louis et le virus de I'encéphalite de Murray
Valley, connus pour leur neurotropisme et les atteintes
encéphalitiques qu’ils provoquent chez ’hommel[5].

Le VWN mesure 50nm de diamétre et partage avec les
autres flaviviridae une structure sphérique enveloppée
entourant une nucléo-capside icosaédrique. Le génome
est représenté par une molécule non segmentée d’ARN
simple brin de linéarité positive mesurant environ 12 000
paires de bases ayant un seul cadre de lecture flanqué de
deux régions non codantes 5’ et 3’ [6].

Aprés son attachement a la surface cellulaire, le VWN est
internalisé par endocytose. La fusion de son enveloppe
avec la membrane endosomale, induite par I'acidification
du contenu endosomal, entraine une modification
conformationnelle des protéines de I'enveloppe et
la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme.
Les récepteurs impliqués dans ce processus peuvent
varier selon le type cellulaire et font encore l'objet
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d’investigations, parmi lesquels DC-SIGN et l'intégrine
avP3 ont été identifiés comme candidats potentiels [7].
LARN viral est traduit dans le cytoplasme en une
polyprotéine d’environ 3000 acides aminéslaquelle est
ensuite clivée par des protéases virales et cellulaires
en dix protéines distinctes. Parmi ces protéines, sept
sont non structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B et NS5) et interviennent principalement dans la
transcription et la réplication du génome viral [8,9]. Les
trois protéines structurales comprennent la protéine de
I'enveloppe (E), la protéine de la matrice prM/M et la
protéine de capside (C).

La protéine E est organisée en trois domaines, DI, DIl
et DIIl ; ce dernier présentant une structure de type
immunoglobuline impliquée dans I'attachement aux
récepteurs cellulaires et dans l'entrée du virus [10].
La protéine prM, glycosylée, forme un hétérodimére
avec la protéine E, facilitant I'assemblage des nouveaux
virions. Son clivage génere la protéine M qui participe a
I'activation du processus de fusion membranaire, étape
clé du cycle viral [11]. Enfin, la protéine de capside (C),
qui protége I’ARN viral, joue un réle essentiel dans la
réplication ainsi que dans la pathogenese du virus [12].

Linfection humaine parle VWN se déroule en trois phases
distinctes. La phase initiale débute apres une piqlre par
un moustique infecté ; le virus atteint les kératinocytes
dermiques, puis les cellules dendritiques, qui facilitent sa
propagation vers les tissus lymphoides. Dans ces tissus,
le virus se réplique avant de passer dans la circulation
sanguine, marquantainsila seconde phase correspondant
a 'amplification virale. Les organes principaux impliqués
sont larate, le foie et les reins, avec une virémie transitoire
et faible [13]. Le virus peut également étre excrété dans
les urines, ou il est détectable.

La derniere phase concerne [latteinte du systeme
nerveux central. La neuropathogenése dépend de la
capacité du virus a envahir ce tissu et a se propager dans
les neurones et les cellules myéloides, propriété liée a
la glycosylation des protéines d’enveloppe qui favorise
I'attachement cellulaire et I'entrée dans les cellules
endothéliales. Cette pénétration est également facilitée
par laltération de la barriere hémato-encéphalique
en contexte inflammatoire. La réponse immunitaire
antivirale implique 'interféron de type |, les cellules NK,
les lymphocytes T y6 et les polynucléaires neutrophiles,
limitant la propagation virale. La réponse adaptative,
incluant la production d’immunoglobulines et I'action
des lymphocytes T régulateurs, permet la clairance du
virus et la protection contre les Iésions neurologiques.
Cependant, le VWN est capable d’échapper aux défenses
immunitaires de I’'hGte par divers mécanismes, tels
que l'inhibition de la voie de l'interféron et le blocage
des voies du complément via l'activité de la protéine
NS1 [14]. Linvasion du SNC peut alors provoquer des
lésions neuronales et induit 'apoptose, responsable des
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manifestations neurologiques de sévérité variable selon
le territoire touché. Ce processus est par ailleurs accentué
par une réponse inflammatoire locale exacerbée.

Le VWN est un pathogeéne qui infecte un spectre large
d’hotes vertébrés comme les oiseaux qui sont considérés
comme des réservoirs vue la virémie intense et prolongée.
Les autres hotes comme les mammiféres ou ’homme
sont des culs de sac épidémiologiques [15].

Le virus évolue selon un cycle endozootique primaire
qui fait intervenir une avifaune susceptible et un vecteur
insecte ou le virus suit un cycle de développement
intrinséque favorisé par une température élevée de l'air.
Les oiseaux comme les pissiformes constituent les
hotes amplificateurs du virus et développent peu de
symptémes cliniques tout en présentant une virémie
prolongée et élevée. lls représentent ainsi le réservoir
principal du virus, favorisant sa transmission par les
moustiques hématophages et, de maniere accessoire,
par voie oro-fécale ou lors de l'ingestion de proies
chez les rapaces charognards. Les moustiques du
genre Culex, vecteurs prédominants du VWN, sont
préférentiellement ornitophiles et se développent
particulierement pendant les mois tardifs de I'été. . lls
agissent comme des passerelles efficaces pour infecter
les mammiferes. L'espéce Cx.pipiens sévit surtout dans
les milieux urbains [16] tandisque d’autres espéces
comme Cx.tarsalis prédominent dans les zones agricoles
et étaient incriminés principalement dans la diffusion du
virus aux autres parties des Etats Unis a partir des années
2000 [17]. En Tunisie les espéces qui hébergent le VWN
appartiennent aux especes Cx.pipiens ou Cx.perexiguus
[18,19]. Le VWN a été isolé aussi chez d’autres vecteurs
hématophages comme les moustiques du genre Aedes
ou anopheéle et les tiques [20,21].

Linfection humaine survient principalement par piqire de
moustiques. Cependant, d’autres modes de transmission
ont été rapportés, notamment par transfusion sanguine,
transplantation d’organes solides [22], ainsi que par
transmission verticale de la mere a I'enfant [23].

Neuf lignées du VWN ont été identifiées, divergeant
entre elles de 10 a 26 % de nucléotides, et dont la plus
représentée est la lignée | qui sévit principalement en
Afrique, aux Etats-Unis et en Europe (la), en Asie (Ic) en
Australie (Ib) connu aussi sous le nom de variant Kunjin.
La lignée Il est surtout retrouvée en Afrique de l'ouest et
en Afrique du Sud et a pu étre transmise par les oiseaux
migrateurs vers de vastes territoires en Europe. Le
reste des lignées du VWN sont moins répandues . Cette
dispersion géographique est expliquée par les trajets
migratoires des oiseaux qui introduisent le virus et sont
a l'origine d’épidémies estivo-automnales d’envergure
variable.

En Europe, le VWN circule chez les mammiferes
depuis les années 1960 et a été a l'origine d’épidémies
équines dans le sud de la France [25]. L'expansion de la
virose en 1996 a marqué une étape majeure, avec une

émergence particulierement notable en Roumanie [26].
Le virus a ensuite poursuivi sa progression, provoquant
des épidémies en Italie et en Russie, en 1998 et 1999,
respectivement.

L'émergence du VWN en Amérique du Nord en 1999 a
été particulierement notable, avec une épidémie initiale
comprenant 59 cas confirmés d’infection neuroinvasive,
dont sept déceés survenus a la fin de I'été, ainsi qu’une
épizootie affectant principalement les corbeaux
noirs dans le district de New York [27]. Depuis cette
introduction, le virus s’est progressivement propagé
sur l'ensemble du territoire américain, provoquant la
plus importante épidémie de méningo-encéphalite
virale jamais enregistrée dans le pays, avec 32162 cas
et 3171 déces recensés jusqu’en Juin 2025 [28]. Cette
expansion résulte de la circulation continue des souches
initialement introduites, plutdét que de réintroductions
successives, comme |'atteste la stabilité génétique des
souches circulantes [29].

Actuellement Il s’agit d’'une zoonose a large répartition
géographique, présente sur tous les continents a
I'exception de I'Arctique [30].

En Tunisie, le virus circulerait depuis plusieurs décennies,
comme en témoignent les enquétes de séroprévalence
effectuées 1970,et en 1977 avec un chiffre de 4,7 % de
séropositivité chez 'homme [31] et 19,8 % chez les petits
mammiféres [32].

En 1997, la premiere épidémie a été signalée dans
les régions du Sahel et de Sfax, marquant le début
de I'émergence du VWN en Tunisie [33]. La premiere
souche isolée, obtenue a partir d’'une biopsie cérébrale,
présentait une étroite parenté génétique avec les
souches israéliennes et américaines détectées en 1998 et
1999, toutes appartenant au clade la . Depuis, plusieurs
épidémies se sont succédé en 2003, 2007, 2012, 2018
et 2022, caractérisées par la circulation de multiples
souches appartenant toutes au cluster méditerranéen
du clade la différentes du Cluster américain [34,35].Ces
épisodes épidémiques se sont distinguées par des niveaux
variables de gravité clinique et d’extension géographique.
Par ailleurs, I'étude de la séroprévalence, aussi bien chez
'homme que chez les grands ruminants, a confirmé
que le virus circule de maniere endémo-épidémique
dans plusieurs régions du pays. Chez la population
générale, les taux de séroprévalence présentent avaient
d’importantes disparités régionales : le gouvernorat de
Kairouan présentait le taux le plus élevé (27,7%), suivi de
Sfax (7,5 %) et de Bizerte (0,7%) [36]. Chez les équidés,
la séroprévalence atteignait 43 %[37], tandis qu’elle était
de 25,8 % chez les camélidés dans le sud-ouest du pays,
une zone considérée a haut risque de circulation du VWN
[38].

En 2025, une extension des régions touchées par le VWN
aussi bien chez 'homme que I'animal a été rapportée
particulierement en Italie. Toutefois, le nombre de cas
humains reste moins important (168 cas confirmé) que
celui enregistré pendant la méme période des années
2024 et 2018 (382 et 385 cas confirmés respectivement)
[39].

https://revue-tunisienne-infectiologie.org

46



47

Hannachi & al. Le virus West Nile

Le réchauffement climatique semble un facteur
primordial favorisant I'extension de la circulation virale
et 'augmentation de nombre de cas via plusieurs voies.
Les températures élevées accélerent le développement
des moustiques a partir du stade larvaire ainsi que le
taux de réplication virale. Les moustiques ont également
tendance a avoir plus d'énergie lorsqu'il fait chaud et que
les personnes passent plus de temps a I'extérieur, ou ils
sont susceptibles de se faire piquer.

La majorité des «cas présentent des formes
asymptomatiques et 20% des patients contaminés
présenteront un syndrome pseudogrippal, décrit comme
une grippe estivale caractérisée par des céphalées
fébriles avec des arthro-myalgies, des polyadénopathies.
Une éruption cutanée morbilliforme généralisée peut se
voir dans 25% des cas, des signes digestifs dans 48% des
cas et des cas de conjonctivites ou de pharyngites dans
moins de 5 % des cas [40].

Dansleszones endémiques, il s'agit d’'une maladie bénigne
de la petite enfance qui survient pendant la saison
chaude (Aout-Novembre)[41] et des manifestations plus
graves peuvent survenir dans moins d’un cas sur 150
patient avec une symptomatologie plus bruyante comme
celle rapportée chez les colons israéliens a Haifa en 1957
[42].

Les formes neuroinvasives touchent le systéme nerveux
central avec des encéphalites, des méningites aseptiques
voire des myélites [43]. Latteinte rétinienne a été
fréquement associée , parfois révélatrice de l'infection
a VWN. Une guérison avec des séquelles neurologiques
durables, allant d’'une simple fatigue a une baisse de la
dextérité, des troubles de concentration, des atteintes
mnésiques voire un syndrome Parkinsonien [44,45].La
mortalité de ces formes graves peut varier de 1% en cas
de méningite et jusqu’a 50% en cas de myélite [46].

Un syndrome polio-like a été signalé chez 10 a 15 %
des patients atteints de formes neuro-invasives, un
syndrome de Guillain Barré du a une polyradiculonévrite
inflammatoire aigue pouvant entrainer une insuffisance
respiratoire et la mort a été également décrit [47,48].
Des cas d’hépatite, de myocardite, de rhabdomyolyse,
d’orchite ou de pancréatite aigue ont été aussi rapportés
dans quelques séries [49]. Le suivi a long terme de
patients atteints de ce virus a retrouvé un passage
vers une insuffisance rénale chronique chez 40 % des
survivants [50].

L'age avancé, les maladies chroniques notamment le
diabete, I'insuffisance rénale chronique, I'alcoolisme ou
I'immunodépression constituent les facteurs de risque de
ces formes séveres avec une mortalité qui peut atteindre
30 % [51,52].

Les résultats de l'imagerie cérébrale par résonnance
magnétique peuvent corroborer la présomption clinique
dans la moitié des cas avec des anomalies comme des
signaux hyperintenses en T2 touchant électivement
les noyaux gris centraux, les lobes temporaux ou le

mésencéphale [53].

Le VWN a été isolée également chez plusieurs
mammiféres dont les équidés qui sont les plus
susceptibles et qui peuvent présenter une atteinte
hémorragique de la substance grise et la moelle épiniére
avec une encéphalomyélite lymphoplasmocytaire et
une dégeénerescence neuronale inconstante. Le tableau
clinique est fait d’une fiévre avec une hypotnie et des
signes neurologiques comme une ataxie, une cécité voire
une paralysie évoluant vers la mort de I'animal dans 10%
des cas [54]. En 1996, le virus a causé une vaste épidémie
au Maroc avec 94 cas chez les équidés et 44% de taux de
mortalité. La souche isolée chez des chevaux était proche
des souches qui circulaient en France et au Sénégal [55].

Lorientation diagnostique vers une infection a VWN
dépend de plusieurs facteurs comme les facteurs
environnementausx, la saison et la notion d’exposition aux
vecteurs. En effet, le recueil des habitudes et I'étude de la
symptomatologie peuvent orienter le diagnostic pendant
la saison estivale. La biologie standard peut montrer une
hyperlymphocytose sanguine ou une lymphopénie, une
thrombopénie ou une anémie avec une hyponatrémie
surtout s’il y a une encéphalite associée. En cas d’atteinte
neurologique, la présence d’une pléiocytose avec une
réaction lymphocytaire est retrouvée dans le liquide
cérébro-spinal (LCS) et qui peut étre aussi associée
a une réaction a polynucléaires neutrophiles, une
hyperprotéinorrachie quasiconstante qui peut atteindre
2g/dL avec une normoglucorrachie.

Pour confirmer ces présomptions, les tests virologiques
doivent étre prescrits en tenant compte de la chronologie
des différentes phases I'infection.

Lincubation moyenne dure une semaine en moyenne et
peut étre plus prolongée en cas d'immunodépression.
Le virus apparait dans le sang a partir du deuxiéme jour
jusqu’a deux semaines apreés linfection. La réponse
humorale joue un réle capital dans la pathogenese
de l'infection par le VWN en limitant sa diffusion et en
contribuant a sa clairance [56]. Elle est caractérisée par
une synthése des IgM deux semaines apres l'infection,
soit trois a huit jours apres apparition des signes cliniques
; ces IgM peuvent persister jusqu’a trois mois [57]. Les
IgG apparaissent quelques jours apres les IgM, atteignant
un maximum au bout de trois semaines et conferent une
immunité durable.

De nos jours la sérologie demeure un moyen diagnostic
abordable et commode. La technique ELISA spécifiques
des antigenes du virus permet d’orienter le diagnostic si
le sérum est collecté entre le 8 et le 21éme jours suivant
I'apparition des signes cliniques [58]. La présence isolée
des IgG signe une cicatrice sérologique et impose la
recherche d’une autre étiologie. L'absence des IgM ne
permet toutefois pas d’écarter le diagnostic et impose
un contrdle sérologique apres quelques jours surtout si
le premier prélévement a été réalisé au tout début de la
maladie. Une réaction faussement positive peut se voir
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avec d’autre Flavivirus comme le virus Usutu, le virus
de la dengue ou le virus de la fiévre jaune expliquant le
recours a des tests sérologiques plus performants comme
la séro-neutralisation [59,60] qui permet de spécifier le
virus en cause. Cette technique reste toutefois réservée
a des centres spécialisés vue la manipulation de cultures
de souches virales vivantes et I'indication est restreinte
aux suspicions d’une infection par d’autres arbovirus, une
présentation clinique atypique ou sévere, une atteinte
hors des saisons des épidémies voire de transmission
inhabituellle comme une transplantation d’organe ou
une transfusion sanguine [61].En cas de neuroinvasion,
les immunogloulines peuvent étre retrouvées dans le

LCS suite a une synthése intrathécale avec des taux trés
élevés en comparaison avec les taux sanguins [62].

Dans les formes neurologiques, le virus peut étre détecté
dans le LCS par PCR. Cette technique offre une bonne
sensibilité avec une spécificité considérable en choisissant
des amorces ciblant des régions conservées du génome
viral. lapport de la recherche du virus dans le LCS ou le
plasma reste modeste étant donnée que la virémie et la
virorrachie sont faibles et bréve [63]. La virrurie demeure
un moyen non invasif et fiable et permet la mise en
évidence du virus dans plus de 75% des cas suspects
notamment pendant les premiers jours de l'infection
jusqu’a 41 jours apres si le patient présente une forme
sévere [64]. Des outils moléculaires comme la technique
RT- LAMP ont été développés offrant une sensibilité et
une spécificité de 87% et 90% respectivement [65]. Cette
technique prometteuse peut étre utilisée dans les pays
aux ressources limitées ou sur terrain au lit du malade
ou dans un laboratoire périphérique lors des périodes
épidémiques.

Une sérologie du VWN (en [labsence d’une
immunodépression) est préconisée en premiére intention
et permet le diagnostic étiologique. En cas de présence
des IgM dans le sérum, la pratique d’'une PCR permettra
de confirmer le diagnostic. Labsence des IgM au dela
du huitieme jour de la phase d’état permet d’écarter le
diagnostic d’une infection a VWN [61].

Outre la chronologie du recueil, le respect des regles
de l'acheminement des échantillons demeure capital
pour garantir un résultat fiable. Ceci n’est possible qu’en
sensibilisant les différents intervenants notamment les
médecins de premiére ligne pour le diagnostic virologique
et la nécessité de la complétude des prélevements
nécessaires : sérum, urines, sang total et LCS. En cas
de négativité des marqueurs du VWN, la recherche
d’un autre arbovirus qui peut étre responsable d’'une
symptomatologie similaire, comme Toscana et Usutu
Virus, est recommandée. .

Le recours a de nouvelles technologies plus performantes
dans la surveillance des pathogénes chez I'homme
et lI'animal comme les études métagénomiques par
séquencage a haut débit permet actuellement de
suivre I'évolution phylogénétique des lignées, la mise
en évidence de lintroduction de nouveaux clusters
mais aussi d’étudier les mutations responsables d’une
virulence plus accrue [66].

La prise en charge thérapeutique pour les infections
a VWN est limitée a des soins symptomatiques dans
la majorité des cas. Le recours a la ribavirine, aux
immunoglobulines polyclonales injectables par voie
intraveineuse ou a l'interféron alpha a été préconisé
chez les patients immunocompétents et chez les
immunodéprimés avec des résultats non concluants
[67,68].

Par ailleurs, des essais cliniques en phase Il concernant
I'utilisation des anticorps monoclonaux neutralisants
n‘ont pas été terminés a cause d’'un nombre réduit des
candidats [69].

Le nitazoxanide, thiazolide a large spectre, utilisé dans le
traitement des diarrhées parasitaires et le teriflunomide,
un immunomodulateur, sont considérés comme des
molécules prometteuses avec une inhibition de I'infection
aussi bien in vivo que in vitro [70]. Un anti-flavivirus a
montré une efficacité in vitro : il s’agit d’un inhibiteur de
la cyclphiline. une isomérase qui joue un rble capital
dans le cycle viral qui inhiberait I'action de la NS5A virale.
Cette molécule pourrait étre un antiviral a large spectre
contre plusieurs Flavivirus [71].

LUinfection a VWN est une maladie a déclaration
obligatoire du fait du risque d’épidémie et la nécessité
d’une intervention urgente pour traiter les gites larvaires
et les moustiques adultes dans les foyers épidémiques,
étant donné l'absence d’'un vaccin protecteur chez
I’'homme.

Bien que des vaccins anti VWN ont été approuvés chez les
équins, plusieurs essais de vaccins humains demeurent
dans les phases précliniques comme les vaccins a ADN
ou l'antigéne de structure (prM/M-E) est exprimé de
support plasmidique [72].

La prévention non spécifique repose essentiellement
sur la lutte anti-vectorielle, les mesures de protection
individuelle qui limiteront les piqures d’insectes en
évitant toute activité en plein air inutile notament pour
les sujets a risque ainsi que la surveillance entomologique
et humaine.

En Tunisie, I'Observatoire National des Maladies
Nouvelles et Emergentes (ONMNE) a mis un dispositif
de surveillance intégrée du VWN depuis 2012, a I'instar
des programmes développés a I'échelle mondiale.
Le programme vise a détecter de fagon précoce la
circulation virale pour instaurer les mesures appropriées
d’information et de prévention. Il est axé sur un volet de
surveillance passive des cas humains et vétérinaires mais
aussi une surveillance active via des volailles sentinelles
et les vecteurs adultes [73].
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Linfection par le virus West Nile est une maladie
aux multiples facettes, tant épidémiologiques que
cliniques, qui a suscité un intérét croissant depuis la fin
du siecle dernier, aussi bien a I'échelle mondiale que
dans notre pays. Ce dernier est confronté a des enjeux
spécifiques liés a divers facteurs environnementaux, tels
que l'urbanisation, le réchauffement climatique et le
relachement des efforts des instances publiques.

Son contrdle nécessite un renforcement de la vigilance
en santé publique, dans le cadre d’'une approche «
One Health » intégrant le diagnostic et la recherche
scientifique.

En Il'absence de traitement antiviral efficace, une
collaboration  multisectorielle  est indispensable,
associant la surveillance de la santé humaine et animale,
ainsi que le développement des capacités en matiére de
diagnostic au laboratoire. Ces éléments sont essentiels
pour élaborer des stratégies efficaces de prévention et
de controle de l'infection par le WNV, ainsi que d’autres
arboviroses émergentes.
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RESUME Contexte : L'activité transversale en infectiologie revét une importance cruciale pour aider au diagnostic, optimiser I'utilisation des
anti-infectieux et lutter contre la résistance bactérienne. L'hOpital Farhat Hached de Sousse s’est doté depuis 2016 d’une équipe mobile d’infectiologie
(EMI), dont I'activité nécessite une réévaluation réguliere, afin d’apporter les améliorations nécessaires. L'objectif de cette étude est de décrire 'activité
actuelle de I'EMI et de discuter de son évolution au fil du temps.
Méthodes : Une étude descriptive a été menée sur six mois (janvier-juin 2024) a partir des données collectées a travers I'activité de 'EMI. Les appels
des services d’urgence n‘ont pas été inclus. Les experts de 'EMI sont représentés par un médecin spécialiste en infectiologie et un résident en
formation. Les données étaient saisies sur un fichier Excel, de fagon simultanée a la dispensation de I'avis. Les données recueillies comportaient les
caractéristiques des demandes, les infections suspectées et les interventions de I'EMI.
Résultats : Au total, 496 interventions ont été réalisées, dans 99,4 %des cas pour des patients hospitalisés dans le secteur public. La majorité des
sollicitations provenaient de I’hépital Farhat Hached(62,3 %), tandis que le reste était réparti entre I’'hdpital de Sahloul (34,1 %) et d’autres structures
(3,6 %). Les demandes provenaient de services a vocation médicale dans 63,5% des cas. Les principaux demandeurs d’avis étaient des médecins en
formation (97%). L'avis était considéré comme urgent par les demandeurs dans 66,7 % des cas. Le motif de la demande était une aide a I'antibiothérapie
dans 73,2 % des cas. Des prélevements microbiologiques ont été effectués dans 80,6 % des cas, ayant permis une documentation microbiologique dans
38,5 % des cas. Il s’agissait d’une infection associée aux soins dans 38,9% des cas. Les principaux sites infectieux étaient urinaires (19,8 %), pulmonaires
(19,4 %) et cutanés (15,3 %). Lintervention de I'équipe mobile d’infectiologie (EMI) s’est traduite par une modification du traitement en cours dans
192 cas (38,7%). |l s’agissait d’'une désescalade dans 62 cas, d’un arrét du traitement anti-infectieux dans 61 cas, d’'un ajustement posologique dans
12 cas et d’un élargissement du spectre dans 40 cas. Pour les situations ol les patients n’étaient pas déja sous traitement anti-infectieux (226 cas),
I'instauration de ce dernier a été indiquée dans 119 cas. Par ailleurs, le maintien de la méme antibiothérapie en cours était la conduite conseillée par
I"'EMI dans 78 cas (15,7%).
Conclusion : Cette étude met en évidence le rdle central de I'EMI dans l'optimisation et la rationalisation de I'usage des anti-infectieux. Laugmentation
du volume d’activité ainsi que les limites identifiées soulignent la nécessité d’une réorganisation, en intégrant des solutions numériques telles que la télé-
expertise. Le développement d’outils interactifs et interopérables, enrichis par des données locales pour entrainer des algorithmes adaptés, constitue
une perspective stratégique pour améliorer la réactivité, renforcer la pertinence des interventions et soutenir la lutte contre I'antibiorésistance.

Mots-clés : infectiologie transversale, équipe mobile en infectiologie, bon usage des antibiotiques, maladies infectieuses, résistance aux antimicrobiens,
télémédecine, Tunisie.

ABSTRACT Background: Consultative infectious diseases (ID) activity is essential to support diagnosis, optimize antimicrobial use, and
address antimicrobial resistance. Since 2016, Farhat Hached University Hospital in Sousse has established a Mobile Infectious Diseases Team (MIDT),
whose activity requires regular evaluation to ensure continuous improvement. The objective of this study was to describe the current activity of the
MIDT and to assess its evolution over time.

Methods: A descriptive study was carried out over six months (January—June 2024) using data collected during the MIDT’s daily practice. Emergency
department requests were excluded. The team consisted of one infectious disease specialist and one resident. Data were entered into an Excel file
concurrently with the consultations. The dataset included request characteristics, suspected infections, and MIDT interventions.

Results: A total of 496 consultations were recorded, almost exclusively for hospitalized patients (99.4%) in the public sector. Most requests originated
from Farhat Hached Hospital (62.3%), followed by Sahloul Hospital (34.1%) and other institutions (3.6%). Medical wards accounted for 63.5% of
requests. The majority of consultations were initiated by residents (50%) and interns (47%). Requests were classified as urgent in 66.7% of cases. The
main reason for consultation was therapeutic guidance (73.2%). Microbiological samples were obtained in 80.6% of cases, leading to microbiological
documentation in 38.5%. Healthcare-associated infections accounted for 38.9% of suspected cases. The most frequent infection sites were urinary
(19.8%), pulmonary (19.4%), and skin/soft tissue (15.3%). MIDT interventions most often involved modification of ongoing therapy (38.7%), including

Volume 1, numéro 1, 2025

53



54

Amamou & al. Activité transversale d'infectiologie

de-escalation (62 cases), treatment discontinuation (61 cases), dose adjustment (12 cases), and broadening of spectrum (40 cases). For patients not
receiving antimicrobial therapy at the time of consultation (226 cases), initiation of treatment was recommended in 119 cases. In 78 cases (15.7%),

continuation of the same regimen was advised.

Conclusion:This study highlights the pivotal contribution of the MIDT in promoting rational antimicrobial use. The increasing volume of consultations and
the limitations identified emphasize the need for reorganization, including the integration of digital solutions such as tele-expertise. The development
of interactive, interoperable tools, enriched with locally generated data to train context-specific algorithms, represents a strategic avenue to enhance
responsiveness, strengthen the relevance of interventions, and sustain the fight against antimicrobial resistance.

Keywords: Infectious diseases consultation, mobile infectious diseases team, antimicrobial stewardship, infectious diseases, antimicrobial resistance,

telemedicine, Tunisia.

L'activité transversale en infectiologie occupe une
place croissante dans le systéme de soins(1,2), portée
par la fréquence des pathologies infectieuses dans les
disciplines médico-chirurgicales et par l'essor de la
résistance aux anti-infectieux, qui complexifie la prise
en charge thérapeutique(3). Elle consiste a mettre a
disposition des professionnels de santé une expertise en
infectiologie afin d’aider au diagnostic et d’optimiser les
prescriptions d’anti-infectieux. Cette activité s’inscrit dans
la stratégie nationale de rationalisation de I'usage des
antibiotiques(4), pilier de la lutte contre I'antibiorésistance
et enjeu majeur de santé publique en Tunisie(5). En effet,
des données tunisiennes récentes ont mis en évidence
de multiples corrélations, directes et indirectes, entre
la consommation d’antibiotiques et I'augmentation des
résistances bactériennes — notamment chez Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae et Acinetobacter baumannii
— soulignant I'impact des pratiques de prescription sur
la dynamique de I'antibiorésistance(6). Pour lutter contre
ce fléau, plusieurs interventions ont été tentées et ont
montré leur efficacité dans notre contexte africain(7),
a travers des programmes d’AntimicrobialStewardship
(AMS), des programmes de formation continue, de
surveillance, d’évaluation et de rétroactions.

Lun des piliers de ces différentes stratégies est
I'infectiologie transversale, dont les activités sont le plus
souvent assurées par une équipe mobile d’infectiologie
(EMI), composée d’expertsen la matiere. Les avis
dispensés par cette équipe reposent sur des informations
cliniques et paracliniques recueillies directement aupres
du patient et/ou délivrées par le médecintraitant, parfois
sans aucun contact avec le patient, surtout dans le cadre
des sollicitations venant d’autres établissements de santé.
Linfectiologie transversale se préte ainsi particulierement
a la télémédecine, d’autant plus que le nombre d’experts
demeure relativement limité dans notre pays.

LU'hopital Farhat Hached de Sousse s’est doté d’une EMI
depuis 2016, composée d’'un médecin sénior référent et
d’un médecin résident en maladies infectieuses. Lactivité
de cette équipe a fait I'objet d’'une premiere évaluation
a travers une analyse rétrospective en 2020, mettant
en évidence la diversité des situations rencontrées(8).
Cette étude avait également souligné plusieurs obstacles,
en particulier la difficulté pour les demandeurs d’avis a
joindre I'équipe. Poury remédier, un numéro de téléphone
portable fonctionnant 24 h/24 a été mis en place en
2021. Par ailleurs, la collecte des données reposait

STPI Société Tunisienne de Pathologie Infectieuse

jusqu’en 2020 sur les résumés des cas transcrits dans un
cahier. Le recueil était donc incomplet et hétérogene.
Une premiére amélioration a été introduite en 2021 par
I'adoption d’une fiche standardisée avec des variables
prédéfinies, élaborée et validée par les infectiologues
de I'équipe. En janvier 2024, cette fiche a été numérisée
et a été remplie a chaque fois de fagon simultanée a la
dispensation de l'avis, permettant ainsi une centralisation
et une homogénéisation des données.

Ces différents changements structurels et
organisationnels, progressivement intégrés, justifient
actuellement la réalisation d’'une nouvelle évaluation de
I'activité de I'EMI. Notre étude s’inscrit donc dans une
démarche qualité et a pour objectif de décrire I'activité
transversale en infectiologie a I'hopital Farhat Hached de
Sousse.

Cadre de I'étude

Cette étude a été réalisée par I'équipe du service de
Maladies Infectieuses de I’'Hopital Farhat Hached a
Sousse, en Tunisie. La ville dispose de deux hopitaux
universitaires: celui de Farhat Hached, ol se trouve le
seul service de Maladies Infectieuses dans la région,
et I'hopital de Sahloul. LUexpertise en infectiologie peut
également étre sollicitée par les hopitaux relevant du
district annexé a la faculté de médecine de Sousse,
notamment ceux de Kasserine et de Sidi Bouzid. L'hopital
universitaire de Kairouan dispose,depuis 2020, d’un
service de Maladies Infectieuses.

Type d’étude

Il s’agit d’'une étude transversale descriptive, menée sur
une période de six mois, de janvier 2024 a juin 2024,
analysant les données collectées par I'EMI. Cette équipe
est composée d'un médecin spécialiste en maladies
infectieuses et d’un résident de spécialité en cours de
formation dont le travail est de répondre aux demandes
d’avis en les consignant de fagon méthodique. En effet,
les données relatives a chaque intervention (origine de
la demande, spécialité, motif, site infectieux, examens
microbiologiques, type d’intervention) étaient saisies, en
méme temps que leur recueil, sur des tableaux Excel®.
Cette méthode a remplacé la consignation manuscrite
antérieure.

Criteres d’inclusion
Ont été incluses toutes les demandes d’avis pendant la
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période d’étude.

Critéres d’exclusion
Ont été exclues de I'analyse les demandes émanant des
services d'urgence.

Collecte des données

Les médecins demandeurs se voyaient poser des
questions prédéfinies pour le remplissage du tableau
numérique. Pour chaque demande, les données
suivantes ont été recueillies: la date de la demande
; I'établissement d’origine (Farhat Hached, Sahloul,
Kasserine, Sidi Bouzid) ; la spécialité et le type de service
demandeur (médical, chirurgical ou réanimation) ;
le statut du médecin demandeur (interne, résident,
hospitalo-universitaire et médecin libéral); le niveau
d’urgence de la demande (extréme urgence, urgente ou
non urgente) ; le motif de la demande (aide au diagnostic,
aide thérapeutique, transfert ou conseil de prévention)
; la nature de l'infection suspectée (communautaire
ou associée aux soins) ; le site infectieux présumé
(urinaire, pulmonaire, cutané, etc.); la réalisation ou
non d’examens microbiologiques ainsi que les micro-
organismes identifiés. De plus, ont été enregistrés le type
d’intervention proposé par I'équipe mobile concernant
I'antibiothérapie : initiation, modification (désescalade,
élargissement du spectre, changement de molécule ou
ajustement posologique), arrét ou maintien ; ainsi que
d’autresactionstelles que I'absence d’indication a débuter
un traitement, la demande d’examens complémentaires
ou d’avis spécialisés supplémentaires. Enfin, le nombre
de suivis ou mises a jour effectués pour chaque demande
a été noté.

Analyse statistique

Les données ont été saisies et analysées a I'aide du logiciel
SPSS® (version 26). Les variables qualitatives ont été
exprimées en pourcentages. Aucune inférence statistique
comparative na été réalisée pour cette étude descriptive.

Au total, 496 interventions ont été réalisées pendant la
période d’étude. Il s’agissait d’avis dispensés pour des
patients hospitalisés dans 493 cas (99,4 %), répartis
entre I'hopital Farhat Hached (62,3 %, n=309), I'hopital
de Sahloul (34,1 %, n=169) et les hopitaux de Kasserine
(1,2 %, n=6), de Sidi Bouzid (1 %, n=5), de Medenine (0,8
%, n=4). Trois avis ont été dispensés pour des patients
non hospitalisés (0,6%). Les demandeurs d’avis étaient
majoritairement des médecins en formation : des
résidents (50 %, n=248) et des internes (47 %, n=233). Les
autres demandeurs d’avis étaient des médecins titulaires
hospitalo-universitaires dans 2,4% des cas (n=12) et
des médecins libéraux dans 0,6 % (n=3). Le mode de
communication principal était le téléphone portable
dédié a I'EMI. Un déplacement pour une évaluation
directe du patient a été effectué dans 126 cas (25,4 %).
Un complément d’information par un deuxieme appel

téléphonique était nécessaire dans 324 cas (65,3%). Les
services demandeurs d’avis étaient répartis en services
a vocation médicale (63,5 %, n=313), services a vocation
chirurgicale (33,9 %, n=167) et services de réanimation
(2,6 %, n=13). Les spécialités qui ont sollicité le plus
I'EMI étaient la cardiologie (n=77, 15,5%), la chirurgie
orthopédique  (n=42,8,5%), l'oto-rhino-laryngologie
(n=39, 7,9%), la gynécologie (n=37, 7,5%), I'hépato-
gastro-entérologie (n=35, 7,1%) et la neurologie (n=34,
6,9%). La réponse a la demande d’avis était qualifiée
d’urgente par les demandeurs dans 331 cas (66,7 %),
extrémement urgente dans 21 cas (4,2 %) et non urgente
dans 144 cas (29,1 %). Le motif principal indiqué par les
demandeurs était une aide thérapeutique dans 363 cas
(73,2 %), une aide au diagnostic dans 122 cas (24,6 %),
des conseils de prévention dans six cas (1,2 %), et une
demande de transfert au service dans cinqg cas (1 %).

Les infections présumées étaient considérées comme
d’origine communautaire dans 303 cas (61,1 %) et
associées aux soins dans 193 cas (38,9 %).Les sites
infectieux prédominants étaient urinaires dans 98 cas
(19,8 %), pulmonaires dans 96 cas (19,4 %) et cutanés
dans 76 cas (15,3 %). Lesexamens microbiologiques
étaient réalisés chez 400 patients (80,6%). Les germes
isolés étaient Escherichia coli dans 39 prélevements
(9,75 %), Klebsiella pneumoniaedans 24 prélévements (6
%) et Staphylococcus aureus dans 18 prélévements (4,5
%). Les autres microorganismes retrouvés étaient des
champignons dans sept cas, des virus dans cing cas et des
parasites dans deux cas.

Lintervention des infectiologues sur la thérapie anti-
infectieuse consistait le plus souvent en une modification
du traitement en cours (38,7 %, n=192). Parmi celles-
ci, la désescalade représentait 32,3 % (n=62), I'arrét du
traitement 31,8 % (n=61), I'élargissement du spectre 20,8
% (n=40), et I'ajustement posologique 6,2 % (n=12). Le
traitement initial a été maintenu dans 78 cas (15,7 %).
Chez les patients n‘ayant pas encore regu de traitement
anti-infectieux(n=226), une antibiothérapie a été
indiquée dans 119 cas (24 %) (Tableau I).

Tableau 1. Répartition des décisions thérapeutiques suite a
I'intervention de 'EMI.
Intervention thérapeutique N %
Modification du traitement anti-infectieux en cours 192 38,7
Désescalade 62 323
Arrét de I'antibiothérapie 61 31,8
Elargissement de spectre 40 20,8
Changement de spectre 17 88
Ajustement de la posologie 12 6,2
Maintien du traitement initial 78 15,7
Pour les patients qui n'étaient pas sous traitement anti- 226 45,6
infectieux

-Initiation d'une antibiothérapie 119

-Pas d'indication a débuter un traitement anti-infectieux 107
Total 496 100

N = nombre d’interventions
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Evolution du volume d’activité et qualité de la tracabilité
Cette étude conduite a Sousse sur une période de six
mois met en évidence lI'importance de l'activité de
I'équipe mobile d’infectiologie (EMI) et l'intérét de
la numérisation des données pour optimiser la prise
en charge. On note tout d’abord une augmentation
significative du volume d’activité de I'EMI. Le nombre
moyen des interventions recueillies, a travers cette
étude, pendant la période entre janvier et juin 2024
(496 interventions en 6 mois) est largement supérieur
au nombre des interventions consignées par la méme
EMI avant 2020 (628 interventions en une année) (8).
Ceci pourrait témoigner d’un recours de plus en plus
fréquent a I'expertise des infectiologues, mais ¢a pourrait
aussi étre expliqué par une meilleure tragabilité ou une
meilleure technique d’archivage des données relatives
a cette activité, a travers une saisie instantanée des
données sur un tableau numérique.

Profil des demandeurs d’avis en infectiologie

La majorité des demandeurs d’avis de I'EMI étaient
des jeunes médecins en formation, les résidents et les
internes représentaient respectivement 50% et 47% des
demandeurs d’avis. Cette prédominance ne reflete pas
une autonomie décisionnelle propre, mais s’explique par
la délégation de cette tiche par les médecins séniors.
Les résidents et internes deviennent ainsi les principaux
opérateurs et utilisateurs du processus de demande
d’avis. Par ailleurs, la faible proportion de sollicitations
provenant directement des médecins hospitalo-
universitaires (2,4 %) pourrait s’expliquer par leur recours
plus fréquent a des démarches informelles pour solliciter
I'expertise en infectiologie. En effet, les avis peuvent étre
dispensés directement par d’autres infectiologues ne
faisant pas partie de 'EMI. Ainsi, ces interventions non
consignées peuvent sous-estimer le volume d’activité de
I'infectiologie transversale. Cette proportion élevée d’avis
informels dans l'activité quotidienne des infectiologues
est une réalité bien documentée, comme en témoigne
I'étude de Rameau et al.(9) réalisée au CHU de Dijon.
Celle-ci a quantifié 1972 demandes de conseils informels
traitées sur une période de 32 mois, représentant un
volume d'activité considérable avec une moyenne de 84
demandes par mois. Cette charge de travail représentait
environ une heure dédiée chaque jour par le spécialiste
pour cette seule activité, ce qui souligne son importance
guantitative dans la routine du service (10).

Elargissement de lactivité de 'EMI et défis liés a la
coordination interdisciplinaire

Une proportion importante des demandes d’avis
provenait de I’hopital universitaire de Sahloul (34,1
%), traduisant une nette augmentation par rapport a
la période 2016-2020 ol cette proportion n’était que
de 20 % (8). Cette évolution souligne I'élargissement
du champ d’activité de I'’équipe mobile d’infectiologie

au-dela de son hopital de rattachement, confirmant le
besoin croissant d’expertise spécialisée dans d’autres
structures. Par ailleurs, la majorité des demandes était
classées comme urgentes par les prescripteurs (66,7
%), ce qui met en évidence I'importance d’une réponse
rapide et adaptée. Dans ce contexte, la mise en place
d’outils numériques apparait comme une solution
incontournable pour assurer une accessibilité optimale a
I'expertise, réduire les délais d’échanges et améliorer la
coordination entre les soignants. Ce besoin est d’autant
plus important que le nombre de spécialistes en Maladies
Infectieuses est limité. Cette pénurie d’infectiologues
n’est pas propre a la Tunisie. En effet, aux Etats-Unis, prés
de 45 % des hopitaux ne disposent pas de spécialiste
sur place (1). D'un autre c6té, plusieurs études ont
démontré I'importance d’une intervention spécialisée en
infectiologie dans la réduction de la mortalité (11,12).
Dans notre étude, 99,4% (n=493) des interventions
concernaient des patients hospitalisés, dont la majorité
était dans des services a vocation médicale (n=313, 63,5
%). Cette répartition était équivalente a celle de I'activité
de la méme EMI avant 2020. (8). La principale différence
concernaitlenombredesollicitationsémanantdesservices
de réanimation, ol nous avons recensé 13 avis en 6 mois
contre seulement 4 sur 4 ans dans I'étude de Bellazreg et
al.(8). Cette progression pourrait s’expliquer d’une part
par une meilleure concertation entre réanimateurs et
infectiologues face a des situations cliniques complexes,
notamment celles liées aux bactéries multirésistantes
(BMR), et d’autre part par une méthode de consignation
plus systématique adoptée dans notre travail. En effet, la
saisie numérique des données a permis de documenter
plus finement l'activité de I'EMI, mettant en évidence des
informations qui échappaient auparavant aux anciennes
méthodes de recueil des données. Ainsi, nous avons pu
recenser la proportion des infections associées aux soins,
représentant 38,9 % des cas, un paramétre qui n‘avait pas
été rapporté dans I'étude de Bellazreg et al.(8).

De nombreuses études ont souligné l'intérét de la
collaboration entre infectiologues et réanimateurs,
montrant une amélioration significative de la pertinence
des prescriptions d’antibiotiques et de I'adhésion aux
recommandations dans les services de réanimation (13).
Par ailleurs, on a noté un trés faible recours a I'EMI de
la part des médecins de premiere ligne (0,6 %). Ceci
souligne un potentiel axe d’amélioration d’autant plus
pertinent que l'on observe une augmentation des
situations de difficultés thérapeutiques en médecine de
ville, en rapport avec I'émergence d’infections a BMR
d’origine communautaire (14). Louverture de 'activité de
télé-expertise aux médecins généralistes et aux médecins
de famille constituerait donc une perspective stratégique,
compte tenu de leur role central dans la prescription
d’antibiotiques et, par conséquent, dans la lutte contre
I'antibiorésistance (15).

Caractéristiques cliniques et microbiologiques
La saisie numérique des avis est une approche qui
a probablement facilité I'exploitation des données,
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notamment en matiére de microbiologie, ou 80,6 %
des cas étaient étayés par des prélévements, contre 36
% dans I'étude de Bellazreg (8). Néanmoins, il n’est pas
exclu gu’au fil des années, les praticiens aient changé leur
comportement et accordent désormais plus d’importance
a lintérét de la documentation microbiologique.
L'analyse des agents pathogenes isolés a mis en évidence
une prédominance des entérobactéries (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae) et de Staphylococcus aureus. Ceci
est en concordance avec les tendances internationales et
les données tunisiennes récentes (15,16).

Impact sur I'antibiothérapie

Les motifs principaux de recours a I'EMI étaient une aide
thérapeutique (73,2 %) et diagnostique (24,6 %).

Dans la littérature, la modification de I'antibiothérapie
constitue I'une des interventions les plus fréquentes et les
plus marquantes des équipes d’infectiologie. Cassettari et
al. rapportaient des ajustements thérapeutiques dans 58
% des cas, principalement par changement de molécule
(40 %) ou arrét du traitement (7 %)(16). De fagon similaire,
Al-Tawfiqg et al. retrouvaient un taux de modification des
prescriptions initiales de 58,7 %, avec 14,7 % d’arréts (17),
tandis que Fourcade et al. notaient 38 % de modifications
et 14 % d'arréts (18). Malgré les proportions variables,
toutes ces études convergent vers un méme constat :
I'implication des infectiologues permet d’améliorer de
maniére significative la pertinence des prescriptions, en
favorisant la désescalade et en limitant la consommation
inutile d’antibiotiques (13).

Nos résultats s’inscrivent dans cette méme tendance. En
effet, dans plus d’un tiers des situations (38,7 %), 'EMI a
procédé a une modification de I'antibiothérapie initiale,
correspondant a une désescalade thérapeutique dans
32,3 % des cas, un ajustement de la posologie dans 6,2%
des cas et un arrét de I'antibiothérapie dans 31,8 % des
cas. Un élargissement du spectre était jugé nécessaire
dans 40 interventions.

Ainsi, nos résultats corroborent les observations
internationales, en soulignant l'intérét des activités
de I'EMI dans la rationalisation et l'optimisation du
traitement anti-infectieux, répondant pleinement aux
objectifs fondamentaux de 'AMS (19).

Limites de I'étude

Notre étude présente plusieurs limites qu'il convient
de souligner. Premiérement, |'absence de données
exhaustives sur l'issue clinique des patients (telles que
la mortalité, la durée d'hospitalisation ou la survenue
de complications). Ce qui constitue un obstacle a une
évaluation fiable de I'impact des interventions de I'EMI
sur le pronostic des patients. Deuxiemement, un biais de
sélection est a considérer : seuls les avis formellement
enregistrés ont été inclus, ce qui exclut les nombreuses
consultations informelles qui constituent une part
significative de I'activité infectiologique et pourraient
sous-estimer le volume total d'interventions. Enfin, nous
avons noté un manque de consignation précise des profils
de sensibilité et de résistance des bactéries isolées, une

lacune partagée avec des études antérieures Bellazreg et
al.(8), ce qui limite notre analyse épidémiologique des
résistances aux antimicrobiens.

Perspectives numériques

A la lumiére de nos résultats, du contexte national
d’émergence d’infections a BMR et devant la pénurie
relative en experts d’infectiologie, le développement
et l'intégration de solutions numériques, notamment
une plateforme de télé-expertise, parait essentielle
pour améliorer I'accessibilité a 'EMI et la réactivité de
celle-ci. Ces outils pourraient inclure des fonctionnalités
interactives, potentiellement enrichies par l'intelligence
artificielle (20,21), notamment pour la saisie et I'analyse
des antibiogrammes. Des algorithmes d’aide a la
prescription d’antibiotiques, adaptés a notre contexte
tunisien, pourraient ainsi étre générés, afin de les intégrer
dans la plateforme de télé-expertise et dans le dossier
médical informatisé.

Cette étude met en évidence la place centrale qu’occupe
actuellement 'EMI du service de Maladies Infectieuses
de I'hopital Farhat Hached de Sousse dans le systeme
de santé dans la région. Cette expertise en infectiologie
apporte une aide précieuse au diagnosticet au traitement,
s’inscrivant dans le cadre de la stratégie nationale de
rationalisation de I'usage des anti-infectieux.

Au fil des années, une augmentation du volume de cette
activité a été observée, soulignant la nécessité d’'une
réévaluation réguliere du fonctionnement de I'EMI.
Cette réévaluation a mis en évidence plusieurs limites,
qui peuvent étre résolues en partie grace a l'utilisation
des outils technologiques modernes. Le développement
des solutions numériques intégrant Iintelligence
artificielle pourrait faciliter I'acces a I'expertise en
infectiologie. En effet, une plateforme numérique
interactive et interopérable, enrichie par des bases de
données tunisiennes servant a entrainer des algorithmes
intelligents adaptés au contexte local, constituerait une
perspective stratégique d’une importance extréme.
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