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A NOTRE MAITRE ET PRESIDENT DE THESE,

Monsieur le Professeur Michel VIDAILHET
Professeur de Pédiatrie

Officier de I'Ordre des Palmes Académiques

Vous avez fait parti du Comité National de la mise en place du dépistage de la
Mucoviscidose en France. Permettez-nous de vous témoigner notre profond respect
et notre vive reconnaissance pour le grand honneur que vous nous faites en
acceptant la présidence de cette these. Nous vous remercions pour votre soutien et

vos conseils pour la réalisation de ce travail.

Nous avons eu le plaisir de pratiquer l'art de la pédiatrie dans votre service et

vous avez su hous communiquer votre passion de cette discipline.

En hommage respectueux et reconnaissant pour I'enseignement que vous
nous avez prodigué fout au long de nos études, nous vous adressons ici notre

profonde gratitude et nos remerciements les plus sinceres.



A NOTRE MAITRE ET JUGE

Monsieur le Professeur Pierre MONIN

Professeur de Pédiatrie

Nous vous remercions d’avoir accepté de juger notre travail.

En nous accueillant dans votre service au cours de nofre interat, vous nous
avez permis de nous former a la pédiatrie et vous avez su nous partager vos
connaissances ainsi que votre sens critique.

C’est dans votre service que nous avons exercé, sous votre bienveillance et

votre confiance, nos premiéres responsabilités médicales.

Pour cela, nous tenons a vous exprimer notre profond respect et notre vive
reconnaissance; le souvenir et le bénéfice que nous en gardons resteront présents a

notre esprit pour notre travail a venir.




A NOTRE MAITRE ET JUGE

Monsieur le Professeur Bruno LEHEUP
Professeur d’Histologie Embryologie et Cytogénétique (option clinique)

Nous vous remercions pour 'honneur que vous nous faites de juger ce travail.

Vous nous avez initié a votre spécialité et guideé de votre précieuse expérience
de la génétique en pédiatrie.

Au cours de notre internat, nous avons été sensibles a vos connaissances,
votre sens clinique et vos grandes qualités humaines envers les malades et nous

avons bénéficié de la qualité de vos enseignements.

Nous vous adressons notre gratitude et de notre profond respect.
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A NOTRE MAITRE ET JUGE

Madame le Docteur Jocelyne DERELLE

Praticien Hospitalier de Pneumologie Pédiatrique

Nous vous sommes profondément reconnaissante de nous avoir confié ce
sujet de these, de la confiance dont vous nous avez témoigné et de nous avoir
guidée et conseillée tout au long de ces mois en mettant a notre disposition les

moyens pour la réalisation de ce travail.

Nous avons eu la chance de travailler avec vous au cours de ces derniers
mois et nous avons apprécié votre intégrité, votre sens profondément humain de la
médecine et 'amour que vous portez a volre travail quotidien aupres des malades.

Vous nous avez fait découvrir et aimer cette spécialité qu’est la pneumologie

pédiatrique.

Pour cela, nous tenons a vous exprimer notre profonde reconnaissance et nos

remerciements les plus sinceres.
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A MADAME LE DOCTEUR A. MUNCK

Nous vous remercions pour les informations précieuses que vous avez
accepté de nous ftransmettre concernant les résultats nationaux du dépistage
néonatal de la mucoviscidose, a partir des données de 'AFDPHE.

Soyez aussi remerciée, au nom des malades et de leurs familles, pour tout le
travail réalisé avec le comité national de 'AFDPHE dans le seul but d’'améliorer leurs

conditions de vie.
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A TOUTES LES PERSONNES QUI ONT COLLABORE A LA
REALISATION DE CE TRAVAIL

v Madame Lorentz, du laboratoire de dépistage de I'hépital d’enfants, pour
volre soutien dans le recueil des données et les informations précieuses concernant

la pratique quotidienne du dépistage

v Madame Corvi, du laboratoire de dépistage de I'hbpital d’enfant, gréce a vous,

j'ai pu compléter mon étude

v Monsieur le Docteur Alzahouri du DIM, pour votre aimable collaboration dans

I'exploitation des données et la mise en page des résultats

v Madame le Docteur Barbe du laboratoire de biochimie

v Madame Brigitte Recroix, infirmiére coordinatrice du CRCM, pour l'aide que

vous m’avez apporté

4 Mesdames les infirmieres de la consultation de pédiatrie, pour votre travail

quotidien et vos conseils

4 Madame Nadine Faulnier, secrétaire du CRCM, pour votre gentillesse et votre

aide dans la recherche des dossiers.

13-



A TOUTES LES PERSONNES QUI ONT CONTRIBUE A MA FORMATION
AU COURS DE MES ETUDES MEDICALES

v" Monsieur le Professeur Ginies

Service de Réanimation Médicale Adulte, CHU Bretonneau de Tours

Vous m’ avez appris la persévérance, la rigueur et le respect du malade.

v" Monsieur le Docteur Despert,

Service de pédiatrie, CHU Clocheville de Tours

Vous m’ avez, tres t6t au cours de mes études, transmis votre amour de la

pédiatrie et appris beaucoup de la sémiologie spécifique de cette discipline.

v' Les médecins et infirmiéres du service de pédiatrie du CH de Thionville,

v Les médecins, infirmiéres et auxiliaires de puériculture de la Maternité
Régionale de Nancy,

v Les médecins, infirmiéres et auxiliaires de puériculture de I'hépital d’enfant de
Nancy: du service de cardiologie pédiatrique, du service d'oncologie
pédiatrigue, des services de pédiatrie générale | et Ill, du service des
urgences pédiatriques et des consultations pédiatriques, du service de
réanimation pédiatrique,

v Les médecins, infirmiéres et promoteurs de santé du Salvador,

J'ai travaillé avec plaisir au sein de vos équipes et vous remercie pour ce que

vous m’avez appris et pour la confiance et la sympathie dont vous m ‘avez témoigné.

Puissions-nous toujours collaborer ensemble du mieux qu’il soit pour le bien

de nos petits malades...
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A mes parents qui sont pour moi un exemple de droiture et de persévérance ;

ils ont toujours été la et savent combien je leur dois,

A mes sceurs et mon beau-frére en témoignage de mon affection,

A ma grand-mere,

A mes grand-parents qui nous veillent,

A toute ma famille,

A tous mes amis, de France et d’ailleurs
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. INTRODUCTION

La mucoviscidose est une maladie grave, chronique et incurable. Cest la
maladie genétique récessive autosomique sévere la plus fréquente de la population
blanche.

Cette affection résulte d'un géne CFTR anormal situé sur la bras long du
chromosome 7 ; plus de 1400 mutations ont été identifiées. Les anomalies de Ia
protéine CFTR, qui constitue un canal chlore AMP cyclique-dépendant et contribue
aussi a la régulation d’autres canaux ioniques, provoquent des perturbations du
transport membranaire de leau, du chlore et du sodium, dont la principale
conséquence est la production d’'un mucus bronchique et intestinal anormalement
visqueux, d'ou le nom francais de cette maladie. Pour l'arbre bronchique, les
complications sont complexes car elles résultent, en plus d'une déshydratation du
mucus, d'anomalies inflammatoires caractérisées par un déséquilibre entre les
cytokines pro- et anti-inflammatoires conduisant a un recrutement et une activation
de polynucléaires. Ceux-ci vont libérer du DNA responsable de I'hyperviscosité du
mucus ainsi que des protéases et des oxydants responsables d'une destruction
broncho-pulmonaire. L’inflammation et [I'anomalie des sécrétions ioniques
entretiennent en plus une infection chronique respiratoire. Cette protéine CFTR étant
présente a la membrane apicale des cellules épithéliales des différentes structures
canalaires, les anomalies ou l'absence de la protéine entrainent l'atteinte de
nombreux appareils : broncho-pulmonaire, pancréatique exocrine et secondairement
endocrine, hépato-biliaire, ORL, génital. L'évolution est surtout marquée par la
dégradation de la fonction pulmonaire entrainant une insuffisance respiratoire
chronique irréversible. Il n’existe actuellement aucun traitement curatif de cette

maladie.

La mucoviscidose est la plus fréquente des génopathies récessives
autosomiques en Europe du Nord, aux Etats Unis d’Amérique et au Canada (dans
les populations de souche européenne). La fréquence moyenne de la mucoviscidose
en France est de 1/4591. Le nombre de patients atteints de mucoviscidose est de

I'ordre de 5000, et environ 180 nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année. Elle
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se transmet sur le mode autosomique récessif ; la premiere mutation AF508 a été
identifié en 1989 par Tsui, Riordan et Collins (1).

L’incidence de la maladie est estimée a 0,3/1000 naissances (soit 1/3333)
dans les populations blanches alors qu’elle est de 0,01/1000 naissances dans les
populations afro-américaines et asiatiques. La fréquence retrouvée en France
(1/4591) est inférieure a celle estimée dans les populations blanches en raison du
nombre important des populations immigrées africaines qui vivent en France. De
plus, il faut noter qu’il existe en Europe, un gradient de fréquence Nord-Ouest / Sud-
Est.

Cest en 1979 que Crossley (2) met en évidence que la trypsine
immunoréactive (TIR) des nouveau-nés atteints de mucoviscidose est élevée et
propose un dépistage néonatal par un dosage de cette protéine a partir d'une goutte
de sang sécheée.

De I3, des programmes pilotes de dépistage sont mis en place dans plusieurs
centres et a lieu la premiere journée internationale consacrée au dépistage néonatal

de la mucoviscidose, a Caen, en 1980.

Suite au clonage du géne CFTR en 1989, la plupart des protocoles de
dépistage néonatal comprend un test combiné TIR/mutation. En effet, il a été prouvé
que ce test combiné associant dosage de la TIR et recherche des mutations en
biologie moléculaire était beaucoup plus sensible et spécifique que le dosage de la
TIR a deux reprises, a quelques semaines d’intervalle (3). En utilisant des protocoles
optimisés, la sensibilité du test est aux alentours de 95%, pour une spécificité de
99,4%. Néanmoins, le dépistage de la mucoviscidose n‘a pas regu I'approbation
universelle en raison des doutes sur ses avantages et ses difficultés.

Aprés de nombreuses années marquées par les incertitudes et les controverses sur

la faisabilité et les bénéfices cliniques du dépistage néonatal de la mucoviscidose,
plusieurs éléments sont aujourd’hui communément admis :

v le dosage de la trypsine immunoréactive, couplé a 'analyse génétique des
échantillons positifs, est un test de dépistage fiable.

v' Le diagnostic clinigue est trop souvent tardif, malgré la présence de

symptdmes précoces.
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v Les bénéfices a court terme et a moyen terme d’une prise en charge précoce
sont maintenant prouvés, tant sur le plan nutritionnel que sur le plan
pulmonaire.

En effet depuis une dizaine d’années, plusieurs équipes américaines,
australiennes et européennes pratiquent ce dépistage et ont publié leurs résultats,
comparant I'évolution des enfants dépistés a la naissance a celle des sujets
diagnostiqués de fagon traditionnelle. Le gain, en termes de parameétres nutritionnels,
apparait évident dans la plupart de ces études et persiste, méme apres rattrapage
chez les non-dépistés et traités avec retard. Il y a un avantage a court terme , avec
une morbidité réduite pour les deux premieres années. Il semble aussi y avoir des
avantages nutritionnels jusqu’a l'age de 10 ans. L’influence du dépistage sur
'ameélioration des parametres fonctionnels respiratoires et la prévention de la
colonisation bactérienne des voies respiratoires semble moins évidentes. En effet, le
développement de bronchectasies étendues et surtout I'évolution vers l'insuffisance
respiratoire chronique, qui conditionnent généralement le pronostic vital,
apparaissent le plus souvent dans la deuxieme décennie. On sait aussi les liens qui
unissent le statut nutritionnel et les anomalies du métabolisme des acides gras a
linflammation et a la colonisation bactérienne chez les patients atteints de
mucoviscidose. Tous ces arguments permettent de penser qu'une prise en charge
précoce et exemplaire dans des centres de reférence devrait améliorer la médiane
de survie en amenant un bénéfice pour le malade, ceci devant étre encore plus
marqué si I'application est réalisée aussi précocement que possible. Enfin, il est peu
probable qu'un diagnostic anticipé puisse avoir des effets psychologiques
préjudiciables sur le patient atteint de mucoviscidose.

Pour cela, ’'Association Frangaise pour le Dépistage et la Prévention des
Handicaps de I'Enfant (AFDPHE), sur l'avis positif d’un groupe d’experts, a proposé
fin 1999 la mise en place d’'un dépistage néonatal systématique de la mucoviscidose
(CF). Le dépistage s’est généralisé en France a 'ensemble du territoire au cours de
'année 2002 (4, 5). La France a été le premier pays (et est encore le seul) a mettre
en place le dépistage néonatal de la mucoviscidose a I'échelon d’une nation entiére.
Cette décision est le résultat de plusieurs années de discussion entre la Caisse
Nationale d’Assurance Maladie pour les Travailleurs Salariés (CNAMTS) |, qui
finance le dépistage, TAFDPHE, qui a en charge tous les dépistages néonataux, le
ministére de la Santé, qui a créé les Centres de Ressources et de Compétences

pour la Mucoviscidose (CRCM), les médecins spécialistes et les associations de
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patients, qui ont dynamisé 'ensemble. Ce programme aura un réel effet positif , a la
condition qu’il soit obligatoirement couplé avec une prise en charge experte et

protocolée de tous les malades.

Pour cela, il était primordial de mettre en place un réseau de soins et des
centres de référence reégionaux, les CRCM, basés sur les éléments suivants :

v/ une compétence reconnue en mucoviscidose assurée par une équipe
multidisciplinaire couvrant tous les aspects de la maladie et assurant le suivi
d’une file active d’au moins 50 malades ;

v" la responsabilité médicale de la prise en charge du malade organisée, non
seulement avec l'équipe du centre, mais de fagon plus générale, en

collaboration avec un réseau régional spécifique.

Le depistage de la mucoviscidose est mis en place en région Lorraine depuis
juin 2002. Nous avons actuellement un recul de 3 ans et demi, permettant de donner
la fréquence plus précise de la maladie dans la région, d’étudier les mutations les
plus fréquentes et de mettre en évidence les difficultés rencontrées au cours du

dépistage.

En effet, ce dépistage n’est pas simple, et nous sommes confrontés a 2 types
de problemes : les faux positifs, avec les répercussions psychologiques que cela
provoque et les formes frontiéres, qui posent des problémes diagnostiques et nous

aménent a nous poser la question : qu’est-ce que la mucoviscidose ?
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A.RAPPELS GENERAUX SUR LA
MUCOVISCIDOSE

1. Mécanismes physiopathologiques

L’atteinte des glandes séro-muqueuses a sécrétion exocrine aboutit au niveau
respiratoire a la production d’'un mucus visqueux, épais, déshydraté et au niveau
digestif, a une insuffisance pancréatique externe et une atteinte hépatique avec la
sécrétion d’'une bile épaisse, lithogene. Nous ne développons pas ici le mécanisme
qui conduit, du défaut de transport du chlore a la déshydratation des sécrétions
bronchiques, mécanisme qui est encore I'objet de discussions.

Ces troubles de la sécrétion exocrine sont dus a des anomalies d’échange ioniques
par les canaux excréteurs. Cette impermeéabilité de I'épithélium aux ions chlores
explique le caractére « salé » de la sueur des malades a l'origine du test de la sueur

mis au point par Di Sant’/Agnese en 1953.

2. Génétigue

En 1985, est localisé le locus CF sur le long bras du chromosome 7, entre 21
et g31 (6). En 1989, Tsui, Riordan et Collins localisent précisément et identifient le
géne (1), établissent sa structure et identifient son produit, la protéine CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) ; ils détectent dans le méme

temps la premiere mutation du géne (AF508), responsable de la maladie.

La protéine CFTR est constituée de 1480 acides aminés ; elle code pour une
protéine transmembranaire appartenant a la famille des protéines ABC (ATP binding
cassette). Il s'agit d'un géne de grande taille, dont la séquence codante est
composée de 27 exons répartis sur un territoire d’environ 180000 paires de bases.
Les seéquences qui contrdlent la transcription et I'expression du gene restent
mystérieuses, et les caractéristiques structurales de la région promotrice connues a

ce jour ne permettent pas d’expliquer l'atteinte spécifique de certains tissus dans la
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mucoviscidose. Le gene est exprimé principalement dans certaines cellules
épithéliales situées au niveau des canalicules pancréatiques et hépato-biliaires, des
glandes sudoripares, de lintestin, de I'arbre trachéo-bronchique et du tractus génital.
La principale fonction de la protéine CFTR est le transport AMPc-régulé du chlore a
la membrane apicale des cellules épithéliales, mais elle est impliquée dans divers
processus intracellulaires : régulation d’autres types de canaux ioniques, trafic et

recyclage des membranes, régulation du pH intracellulaire.

La mucoviscidose survient chez des enfants ayant hérité de deux génes CFTR
mutés. L’altération la plus fréquente consiste en une délétion de trois paires de
bases (un codon) dans I'exon 10, qui respecte le cadre de lecture naturel de TARNm
CFTR mais induit la perte d’'une phénylalanine en position 508 de la protéine. Cette
perte d’un seul des 1480 acides aminés de CFTR induit une instabilité du précurseur
qui ne peut, de ce fait, &tre correctement inséré dans la membrane apicale des
cellules épithéliales. La délétion AF508 (A pour délétion ; F pour « phénylalanine »)
représente environ 66% des génes CF mutants; sa fréquence varie selon l'origine
géographique ou ethnique des individus ; ainsi, elle s’observe dans 70 a 75% des
cas de mucoviscidose aux USA et en Europe Occidentale, dans 80 a 90% des cas
dans les pays scandinaves, 40% des cas sur le pourtour méditerranéen et seulement
22 % des chromosomes mutés chez les juifs ashkénases.

Au sein de I'Europe, il existe gradient de fréquence de la mutation AF508, allant
de Nord-Ouest au Sud-Est, avec la fréquence la plus haute au Danemark (90 %) et
la plus faible, en Turquie (18,8 %).

En France, la fréquence de AF508 est de 67 % en moyenne, allant de plus de
80 % en Bretagne a 64 % dans le Sud-Ouest. Les études d’haplotypes suggerent
I'existence d'un effet fondateur intervenu au Moyen-Orient il y a de cela 65 000 a 200
000 ans, suivi d’'une distribution de cette mutation lors des vagues successives de

migration vers 'Europe occidentale.

L’identification d’autres mutations ne cesse de se poursuivre : on en connait
actuellement plus de 1400, dues essentiellement a des altérations d'un trés petit
nombre de nucléotides, le plus souvent un seul (mutations ponctuelles). Tous les
types de mutation sont représentés, et sont distribués sur 'ensemble des 27 exons.
En plus de la mutation AF508 qui représente 71,9% de toutes les mutations,

seulement 4 mutations ont, en France, une fréquence qui dépasse 1% : G542X,
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G551D, N1303K, W1282X. Chacune de ces mutations est retrouvée
préférentiellement dans certains groupes ethniques, telle W1282X présente surtout
dans les populations d’origine juive ashkénaze, ou G551D dans les populations
d'origine celte (Bretons, Irlandais). A la Réunion, les familles originaires du Cirque de
Salazie ont un nombre élevé d'enfants atteints de mucoviscidose. La mutation
réunionnaise la plus typique est la Y122X. Il y a également de fagon assez fréquente
la mutation dite « bantoue », la 3120+1G->A. En ltalie, aprés la mutation AF508, les
autres mutations communes sont : G542X qui est particulierement commune dans le
sud de ['ltalie, N1303K et R117H détectées seulement dans les centres du Nord du
pays (7).

En France, cing génotypes sont responsables de 57,30% des cas de
mucoviscidose : AF508/AF508 (47,75%), AF508/G542X (3,4%), AF508/N1303K
(2,7%), AF508/1717-IG>A (2,02%) et AF508/2789+5G>A (1,43%). Les 42,7%
restants comprennent des hétérozygotes composites pour la AF508 et une autre
mutation (32,89%), des homozygotes ou des hétérozygotes composites pour des

mutations rares (9,81%).

Les mutations du géne CFTR peuvent perturber la fonction de la protéine par
différents mécanismes selon la nature de la mutation et le domaine sur lequel ces
altérations surviennent. A partir de ces observations, les mutations du géne CFTR

ont été distinguées en 6 classes (8, 9) :

v Classe | : (5 a 10 %) défaut de production du a un codon stop prématuré (dit
« non sens »), entrainant une absence de synthése de la protéine. (exemple :
G542X)

v Classe Il : (70 a4 90 ) défaut de maturation et dégradation prématurée de la

protéine. (exemple : AF508)

v Classe lll : défaut de régulation du a une anomalie du domaine liant 'ATP,

au niveau de la membrane apicale des cellules. (exemple : G551D)

v' Classe IV : défaut de conduction du a une anomalie du canal ionique situé

dans la zone transmembranaire des cellules. (exemple : A455E)
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v' Classe V: défaut d’épissage des transcrits entrainant une diminution
significative de la production et de la quantité de protéine CFTR a son site

d’action.
v' Classe VI: production d’une protéine instable dues a des mutations
affectant les propriétés régulatrices de la protéine CFTR et accélérant son

« turnover » .

Pour Welsh (9), les mutations de classe V seraient une sous classe des

mutations de classe |.

Catégories des mutations CFTR (8) :
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Les mutations de classe I, Il et Il sont invariablement associées a une
insuffisance pancréatique externe (10) ; elles sont appelées « mutations sévéres » et
sont responsables de formes phénotypiques graves : la maladie est diagnostiquée
avant I'age de 1 an, le chlore sudoral est élevé (> 80 mmol/l), 20 % ont un iléus
méconial. A I'opposé, les mutations de classe IV et V sont toujours associées a une
fonction pancréatique suffisante (11) ; elles sont appelées « mutations modérées »
car elles n'empéchent pas une petite production de CFTR fonctionnelle, et sont
responsables de formes phénotypiques peu séveres : révélation tardive (aprés I'age
de 10 ans), chlore sudoral peu élevé, pas d’iléus méconial et atteinte pulmonaire
modérée (12) . Une étude rétrospective récente, menée sur une cohorte de plus de
10 000 patients appartenant a la fondation du registre national américains des
mucoviscidoses a montré un taux de mortalité significativement plus bas chez les
patients avec des mutations de classe IV et V, en comparaison avec ceux de classe
II (13). Les patients de mutation de classe IV et V montraient également un débit
expiratoire de pointe et une capacité vitale meilleurs, des poids et tailles plus
satisfaisants et une colonisation a Pseudomonas aeruginosa moins fréquente.
Cependant, bien que les patients portant les mutations de classe IV et V avaient un
phénotype moins sévere et un taux de mortalité significativement moins élevé, les
variations de séverite de la maladie semblaient n’étre que partiellement en rapport
avec la variation allélique du gene CFTR. En effet, il existe des variations
phénotypiques entre des patients ayant les mémes classes de mutation CFTR et
parfois méme, les mémes mutations. Ainsi, d’autres facteurs pouvant modifier le
phénotype ont été recherchés. Un certain nombre de facteurs environnementaux ont
été retrouveés, comme la colonisation a Pseudomonas aeruginosa ou a B. cepacia, le
support nutritionnel, les traitements antibiotiques précoces, le tabagisme et le milieu
socio-eéconomique. Mais ces facteurs ne sont pas seuls responsables des variabilités
observées chez les individus avec des génotypes identiques. En effet, chez des
fréres et sceurs ou des jumeaux dizygotes avec le méme génotype et le méme
environnement, nous pouvons retrouver des maladies de sévérité différente comme
le montre I'étude de Mekus (14). Cette étude montre aussi que les jumeaux
monozygotes ont une concordance significativement meilleure entre le statut
nutritionnel et la sévérité de la maladie pulmonaire par rapport aux jumeaux
dizygotes, ce qui suggere que la sévérite de la mucoviscidose est également due a
des facteurs génétiques secondaires outre le géne CFTR lui-méme ; ces facteurs

génétiques secondaires sont appelés génes modificateurs (15, 16, 17, 18). lIs ont été
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découverts récemment et seraient responsables des variations d’expression d’'une
maladie. Concernant la mucoviscidose, ils auraient une influence sur la sévérité des
phénotypes de la maladie a travers une multitude de mécanismes, sur la

susceptibilité aux infections et sur la réponse inflammatoire.

3. Diagnostic positif

Les criteres permettant de faire le diagnostic de la mucoviscidose ont été
clairement définis lors d’'une conférence de consensus américaine (19).
Il faut réunir : un des signes cliniques eévocateurs, ou un cas dans la fratrie, ou un
test de dépistage néonatal positif; et la démonstration d’'une anomalie liée au
dysfonctionnement de la protéine CFTR : test de la sueur positif au moins a deux
reprises, ou présence de deux mutations du géne CFTR, ou différence de potentiel
transépithéliale nasale positive (DDP).

En pratique, le diagnostic la mucoviscidose repose encore aujourd’hui sur le
test de la sueur, mais il faut garder a I'esprit que 1% des mucoviscidoses ont un
chlore sudoral normal. Dans 98% des cas, il montre un taux de chlore dans la sueur
supérieur a 60 mEqg/l. Les dosages normaux montrent des chiffres inférieurs a 40
mEqg/l. Dans tous les cas, le test de la sueur par la technique d’iontophorése ou
semi-quantitative (Exsudose™) doit &tre confirmé par une technique quantitative
titrimétrique, dite de Gibson et Cooke , exigeant un poids de sueur au moins égal a
100 mg. Les résultats positifs le restent toute la vie (linverse n’est pas vrai). |l
n’existe aucune relation entre le taux de chlore dans la sueur et le niveau de gravité
de la maladie. Chez les hétérozygotes, les tests de la sueur sont constamment
normaux. Chez I'enfant de moins de 3 mois, il ne faut pas hésiter a contrbler le test
de la sueur et a prendre en compte la clinique et les autres résultats biologiques ; en
effet, il arrive que les résultats du test de la sueur soient difficiles a interpréter car le
laboratoire ne dispose de valeur de référence, qu'au dela de 3 mois ; en dessous de
cet age, les recommandations demandent d’étre prudents pour les valeurs

supérieures a 30 mEqg/l et de les considérer comme positives.

Une fois le diagnostic posé, le conseil génetique doit &tre proposé aux parents.

Les couples ayant déja un enfant atteint doivent étre informés du risque encouru

pour leurs enfants a naitre, mais également de la possibilité d’'un diagnostic anténatal
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par étude des produits de la biopsie de trophoblaste en biologie moléculaire (10°™®

semaine).

4. Evolution

Dans sa forme classique, il s’agit d'une maladie pédiatrique qui associe une
insuffisance pancréatique et une grave atteinte pulmonaire.

Les problémes respiratoires, dont I'évolution conditionne aujourd’hui le
pronostic vital, mais aussi la qualité de vie, résultent de I'obstruction des bronches,
de linflammation et de l'infection. La colonisation des poumons par des bactéries
pathogénes aboutit & des Iésions irréversibles et a une insuffisance respiratoire
chronique. Linfection a bacille Pyocyanique marque un tournant évolutif dans la
maladie. Elle survient en moyenne vers 'dge de 10 ans, aprés les infections a
Haemophilus influenzae et Staphylococcus aureus, mais elle peut apparaitre tres tot
chez le nourrisson.

L’aspect nutritionnel joue un r6le important dans I'évolution générale de
affection comme I'a démontré létude comparative de Corey en 1988 (20) qui, en
étudiant les populations de deux centres (Boston : n = 499 et Toronto : n = 534), a
montré que le taux de survie des malades était meilleur lorsque I'état nutritionnel
était optimal, en particulier lorsque les jeunes n’étaient pas sous régime pauvre en
graisse. On a pu secondairement démontrer que I'apport énergétique nécessaire a
un sujet mucoviscidosique était de 20% supérieur a celui d’un sujet comparable de
méme age. En 2000, I'équipe canadienne de Toronto (21) montrait qu'une
alimentation riche en graisses (35 a 40 % de I'énergie totale) favorisait un meilleur
taux de survie et quen cas de balance énergétique négative, il était légitime

d’introduire une supplémentation nutritive nocturne par gastrostomie.

Il n’existe, actuellement, aucun traitement curatif de cette maladie.

5. Traitement

Il est important qu’il soit intégré dans une prise en charge pluridisciplinaire.
v La kinésithérapie respiratoire est un élément essentiel du traitement. Elle

vise a faciliter le drainage et I'évacuation des sécrétions bronchiques
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anormalement visqueuses et compactes. Elle doit étre réalisée
guotidiennement.

v' L’antibiothérapie est également un élément majeur du traitement au cours
de la mucoviscidose. Son objet est I'éradication des bactéries infectantes sur
ce terrain : Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa ; au début de la maladie, on parvient souvent a éradiquer les
deux premiers, puis, au cours de [I'évolution, les patients deviennent
inéluctablement des porteurs chroniques notamment de pyocyanique.

v' La prévention de la malnutrition par une alimentation hypercalorique;
utilisation des extraits pancréatiques, présentés en microsphéeres
gastroprotegees, hautement concentrées en lipase; la supplémentation
systématique en vitamines liposolubles (ADEK).

v La prise en charge thérapeutique de la mucoviscidose nécessite des
compétences diverses et met a contribution de nombreuses personnes :
parents, médecins, infirmiéres, diéteticiennes, kinésithérapeutes,
psychologues, assistantes sociales. La mise en place de structures de soins a
domicile est essentielle dans cette prise en charge. C’est par une prise en
charge précoce et grace a une continuité de soins que l'on peut espérer

améliorer le pronostic global de la maladie.

B.INTERET D’'UN DEPISTAGE NEONATAL
POUR LA MUCOVISCIDOSE

1. Définition d’un dépistage néonatal

Les criteres de dépistage néonatal ont été définis des 1968 par Wilson et
Jungner (22) et repris par une conférence de consensus nord-americaine en 1988.
Le dépistage néonatal est une action de santé publique visant a reconnaitre et a
traiter dés la naissance des affections congénitales graves. Les maladies qui en font
I'objet, doivent répondre a des critéres stricts et son organisation, du prélévement a
la confirmation du résultat, ne peut admettre 'approximation. Tous les nouveau-nés
de France et des départements et territoires d’outre-mer y sont soumis ce qui

représente environ 800 000 dépistages par an. Les laboratoires représentent un
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maillon essentiel de cette action. Les critéres a satisfaire pour qu’'une maladie puisse
bénéficier d’'un dépistage néonatal de masse sont les suivants:
v Elle doit étre diagnosticable a la période néonatale avant que la sémeéiologie
ne soit cliniguement apparente.
v/ Son pronostic doit étre grave lorsqu’elle n’est pas traitée précocemment.
v' Elle doit étre traitable avec d’autant plus d’efficacité que le traitement est
debuté tét.
v Sa fréquence ne doit pas étre trop faible dans la population générale (>
1/15000 naissances).
v" Elle doit étre identifiable par un marqueur suffisamment spécifique dont la
méthode de dosage soit simple, sensible et applicable aux grands nombres.
v La méthode de dépistage doit étre d’'un cofit global compatible avec les

ressources et la politique de santé publique du pays.

A coté de ces critéres « de base » de la stratégie de dépistage, il ne faut pas
perdre de vue gque, une fois le diagnostic confirmé, I'objectif essentiel est de traiter et
de suivre les enfants dépistés pour évaluer son opportunité. Pour que la stratégie de
dépistage soit efficace, il faut avoir un taux de couverture d’au moins 98%. En
France, le taux de couverture est vérifié€ en temps réel par le nombre

d’accouchement.

2. Particularités du dépistage de la mucoviscidose

Le dépistage néonatal de la mucoviscidose a éte suggére pour la premiére fois
en 1979 aux Etats-Unis, mais n’a pas été développé car les bénéfices d’un
diagnostic précoce n’étaient pas clairs. Il était basé initialement sur le dosage unique
de la TIR, couplé ou non au dosage de I'a-chymotrypsine fécale. Puis, I'étude en
biologie moléculaire du géne CFTR, en 1990, avec initialement la recherche unique
de la mutation AF508, a permis d’améliorer la sensibilité du dépistage et de diminuer
le nombre de faux positifs, comme I'a publié en 1993 I'équipe de Farrell dans le
Wisconsin (23) puis en en 1995 et en 2000 I'équipe de Glazner en Australie (24, 25).
A la fin de l'année 1997, 3 des 50 états d’Amérique proposaient un dépistage
néonatal de la mucoviscidose.

La mucoviscidose est une maladie particuliere pour un dépistage de masse car

elle ne répond pas totalement aux critéres requis pour un dépistage néonatal . En
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effet, si elle est bien fréquente, grave, dépistable, il lui manque le critere essentiel
d’'un traitement efficace qui génére pour le malade dépisté un bénéfice individuel
indiscutable.

La mucoviscidose est l'affection génétique sévere la plus fréquente de la
population blanche. Elle se transmet selon le mode autosomique récessif . En
France, un enfant sur 4591 est atteint, avec des variations régionales. Le taux
d’hétérozygotes peut donc étre estimé a 1/33. Cette fréquence élevée pour cette
affection rend donc important la discussion sur l'intérét de son dépistage par rapport
aux autres affections dépistées: 1/16000 pour la phénylcétonurie, 1/3000 pour
I'hypothyroidie congénitale, 1/15000 pour I'hyperplasie congénitale des surrénales.
D’autres éléments laissent penser que ce dépistage a tout son intérét, dans le but
d’améliorer la qualité de vie ainsi que la médiane de survie des malades. En effet,
avant la mise en place du dépistage, le diagnostic clinique de la mucoviscidose, si
'on excepte le cas caricatural de liléus méconial, restait tardif, et en France,
seulement 50% des malades étaient reconnus avant 'age de 6 mois, avec un délai
pouvant aller jusqu'a 5 ans (90% des diagnostics) et plus. D'aprés les données de
2003 de I'Observatoire National de la Mucoviscidose (26) portant sur plus de 4000
patients en France, 'dge moyen au diagnostic était de 37 mois (avec une médiane a
4 mois). De maniére plus détaillée, le diagnostic était posé dans 70% des cas avant
'age de 1 an, 86% avant 'dge de 5 ans et dans 7% des cas a 10 ans ou plus tard
encore (3% a I'age adulte). La mucoviscidose est une maladie incurable, mais il faut
souligner une augmentation de la durée médiane de survie pour ces patients. Elle
passe de 5 ans en 1950 a 18 ans en 1976, 30 ans en 1995 et pourrait &tre espérée a
45 ans pour les enfants nés en 2002. Dés avant la mise en route du dépistage, une
prise en charge protocolée et compétente avait permis d’améliorer trés fortement la
qualité de vie du malade, donc nous pouvons espeérer une amélioration encore plus
forte avec le dépistage.

Une bonne prise en charge autorise une durée meédiane de vie trés
améliorée ; les expériences des pays nordiques et du Canada sont a cet égard
exemplaires et fournissent des données bien differentes de celles de la France;
nous parlons chez eux de 30 a 40 ans de survie, alors que dans notre pays, nous
sommes a un age moyen de décés de 24 ans et a une vie médiane de 36,5 ans,
avec cependant une nette amélioration qui ne cesse d’augmenter d’années en

années depuis 1994 (Observatoire National de la Mucoviscidose 2003), (26).
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Par ailleurs, les jeunes nourrissons atteints de mucoviscidose ont des troubles
nutritionnels importants qu’il est facile de traiter, pouvant leur permettre ainsi une
meilleure résistance aux autres effets néfastes de morbidité. Mais pour é&tre tout a fait
objectif, il faut reconnaitre que ces élements positifs sont simplement des arguments
forts pour une bonne prise en charge, mais pas obligatoirement pour un dépistage
systématique, car ces bons résultats sur la durée de vie proviennent surtout de pays
qui n'ont pas de programme de dépistage, mais qui ont mis en place une prise en
charge précoce tres stricte du malade.

La durée de vie de la mucoviscidose a augmenté, en rapport avec une
amélioration des connaissances physiopathologiques et a une meilleure utilisation
des médicaments disponibles. Cependant, l'augmentation de durée de vie
s’accompagne d'une augmentation de [lagressivité des traitements et cest
actuellement une des affections qui nécessite le plus de traitements de haute
technicité dans des domaines variés, assurés en partie a domicile.

Un autre argument important pour le dépistage néonatal de la mucoviscidose
est gu'il est techniquement faisable et fiable. Enfin, le programme du dépistage
impose d’autres obligations particulieres impératives: [linformation et le
consentement des parents, puis la prise en charge organisée du malade.

Concernant linformation et le consentement des parents, ceux-ci sont
nécessaires car le dépistage comporte une méthodologie qui inclut un génotypage ;
pour cela, la loi de bioéthique de 1995 impose le recueil d’un consentement signé, ce
qui a été précisé de fagon trés claire dans le décret du 23 juin 2000 (27) : on ne peut
réaliser une étude de 'ADN d’un sujet mineur que si une information personnalisée a
été donnée et une autorisation a été recueillie. Les dispositions pour les mineurs
impliquent également qu'une étude génétique ne peut étre réalisée qu’'en cas de
bénéfice immédiat attendu pour la prise en charge. Dans le cas particulier de la
mucoviscidose, ce dépistage systématique qui touche 800 000 personnes par an, la
réalisation pratique de cette obligation est complexe et souléve le probleme des
moyens hécessaires pour ce qui consomme et du temps et de la compeéetence. On
aurait pu se contenter de ne demander 'étude génotypique que secondairement,
pour les seuls enfants dont la TIR est positive, mais alors, on aurait « gommeé »
totalement le bénéfice du dépistage en deux étapes sur un méme prélévement qui
vise justement a n’aborder les parents que quand la suspicion de mucoviscidose est
trés forte, afin d’éviter de multiples alertes inutiles. En définitive, aprés avis de la

Commission d’Ethique de FAFDPHE, il a été décidé de demander ce consentement
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« a priori » a tous les parents au moment de la réalisation du prélevement de sang
au bébé en maternite, avec la double justification que sa systématisation le
« banalisait » et que son recuell a priori permettait d’accélérer I'obtention du résultat
final.

L’expérience acquise par 'AFDPHE, lors de l'essai expérimental de dépistage
conduit en 1989-1990 sur 725 000 nouveau-nés, les données de la littérature et la
comparaison des résultats obtenus selon la taille des centres assurant la prise en
charge thérapeutique, améne a retenir les principes suivants (28):

v le test de dépistage doit étre effectué par un laboratoire habilité pour le
dépistage néonatal au moyen d'une des deux méthodes validées, en
respectant scrupuleusement la méthodologie éprouvée et le seuil de positivité
retenu.

v' I'étude complémentaire par biologie moléculaire doit étre réalisée par un
laboratoire spécialisé capable d’effectuer la recherche de toutes les mutations
retenues, a partir du prélévement de sang sur le carton de dépistage.

v les enfants dépistés doivent étre pris en charge par un centre régional de
reférence accrédité travaillant en réseau avec les pédiatres libéraux ou
hospitaliers ou les médecins généralistes de proximité, selon des dispositions
contractuelles fixées par 'autorité de tutelle.

v la prise en charge organisée du malade est considérée par TAFDPHE comme
une obligation liée a I'action de dépistage. Ce concept a été concrétisé sous la
forme des CRCM.

Enfin, il est certain qu'un dépistage précoce de la mucoviscidose va conduire a une
information génétique afin de permettre a des parents de connaitre I'anomalie
génétique dont ils sont atteints et de pouvoir bénéficier d’'une information génétique
pour les grossesses ultérieures. L’extension du conseil génétique a la famille proche

est également trés importante.

3. Arguments CONTRE le dépistage

3.1 Risque de colonisation prématurée

Le dépistage est susceptible de générer des effets déléteres qui grevent le
pronostic en I'absence d’organisation adaptée et de moyens suffisants pour la prise

en charge des patients. Un des risques est la colonisation prématurée par
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Pseudomonas aeruginosa qui, a fortiori si les souches sont multi-résistantes aux
antibiotiques, peut assombrir le pronostic et alourdir considérablement la charge de
soins. Une etude multicentrique, menée dans le Wisconsin, a retrouvé que les
enfants diagnostiqués par le dépistage néonatal étaient plus a risque d’une
contamination précoce a Pseudomonas aeruginosa (29). Cependant, cette étude a
été secondairement trés contestée car les résultats avaient été faussés par un des
centres qui avait un taux de contamination bactérienne beaucoup plus élevé que les
autres centres car ils mettaient en contact étroit les nourrissons dépistés et les

patients adultes.

3.2 Faux positifs et implications psychologiques

Le risque majeur du dépistage néonatal de la mucoviscidose est la présence
des faux-positifs. En effet, il faut prendre en compte que le dosage de la TIR est une
technique non spécifique, difficile, entrainant des risques de résultats faussement
positifs, et que ce dosage a une valeur prédictive positive trés mauvaise. Les faux
positifs devront étre contrblés par un test de la sueur, impliquant une convocation du
nouveau-né et de sa famille dans un CRCM pour la réalisation de ce test, démarche
génératrice d’angoisse et parfois vécue comme un choc psychologique important
pvour les parents. En ce qui concerne les porteurs sains, nous nous interrogeons sur
le vécu des familles et plus tard, de l'enfant qui aura été dépisté comme

hétérozygote. Une étude frangaise a ce sujet est en cours.

3.3 Révélation des formes frontieres

Une autre conséquence du dépistage néonatal est la révelation des enfants
positifs qui ont un test de la sueur limite ou de ceux qui ont 2 mutations et un test de
la sueur normal. Ce sont les formes trés modérées de mucoviscidose (formes dites
« frontieres »). Pour ceux-la, le diagnostic de mucoviscidose est incertain et
engendre une anxiété chez les parents de l'enfant pour qui les symptdémes
classiques de mucoviscidose pourront se développer ou non. Certaines de ces
formes frontieres resteront indefiniment asymptomatiques alors que le diagnostic

aura été porté tres précocement dans la vie de la personne concernée.
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3.4 Y-a t’il un bénéfice réel pour le patient ?

Certains ajoutent, comme Wald en 1998 (30), gu’une prise en charge plus
précoce n'influe pas sur le pronostic, puisque la maladie est de toutes fagons
incurable et que le bénéfice médical reel du dépistage n’a pas été démontré. Dans
son étude randomisée portant sur deux groupes de 325 000 nouveau-nés ayant tous
bénéficié du dépistage, Wald compare un groupe de nouveau-nés pris en charge dés
la naissance en cas de positivité du test (74 enfants malades), avec un autre groupe
(dit « contrble ») chez qui les résultats du dépistage n'ont été examinés que lorsque
les enfants étaient 4gés de 4 ans (67 enfants malades) et souvent déja
diagnostiqués par les symptémes cliniques. Il montre que 'age médian au diagnostic
est de 23 semaines dans le groupe non dépisté, c'est-a-dire, seulement 16 semaines
de plus que pour les enfants du groupe dépisté. Concernant le poids et la taille des
enfants, il met en évidence une petite différence non significative entre les deux
groupes au profit des enfants ayant été dépistés a la naissance et conclut de son
étude qu’elle ne met en évidence aucun bénéfice a réaliser le dépistage néonatal de
la mucoviscidose. Cependant cette étude porte sur un faible effectif d’enfants
malades, ce qui rend difficile la possibilité de mettre en évidence des différences

significatives entre les deux groupes.

Enfin, depuis la mise en place du dépistage, il est possible que les faux-négatifs
soient diagnostiqués avec un retard plus important que lorsque le dépistage n’existait
pas, un résultat négatif pouvant faire penser a tort que le diagnostic est forcément
exclu. En fait, il est admis que tout examen de dépistage peut étre faussement
négatif, d’autant plus dans le cadre de la mucoviscidose ol les patients a TIR
normale sont obligatoirement méconnus (10 a 15 % des malades).

En dernier lieu, les faux négatifs exposent au risque de confrontation médico-

legale.

4. Arguments POUR le dépistage

La question posée est de savoir si un traitement trés précoce peut améliorer le
pronostic ? (31). La réponse a cette question peut étre en partie abordée par les
résultats du dépistage déja mené dans les Etats du Colorado et du Wisconsin aux

Etats-Unis, en Angleterre, en Australie, en Nouvelle Zélande, en Hollande ainsi qu’au
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niveau de notre pays en Bretagne et en Normandie. L'intérét d’'un traitement est
avant-tout d’offrir l'opportunité au patient et sa famille, de débuter précocement un
programme de traitement dans le but de maintenir en bonne santé plutbt que de

traiter des symptémes.

4.1 Bénéfices généraux

Depuis plusieurs années maintenant, il est évident que le dépistage produit
des bénéfices précoces. Plusieurs équipes ont mis en évidence une nette diminution
de la durée d’hospitalisation au cours des deux premiéres années de vie, chez les
bébés dépistés, et ceci a été confirmé par deux études randomisées menées par
Wilcken en 1985 (32) et 1993 (33).

Le travail de I'équipe du West Midlands (34), menée de 1985 a 1990, compare

aussi deux populations d’enfants dépistés et non dépistés et étudie 'dage au
diagnostic ainsi que les paramétres cliniques, anthropomeétriques et biochimiques. lis
montrent que le délai diagnostique et la durée d’hospitalisation au cours de la
premiére année est significativement plus courte dans le groupe d’enfants dépistés
que pour l'autre groupe. Cependant, ils ne mettent pas en évidence de différence en
ce qui concerne les autres paramétres étudiés et leur étude ne porte que sur une
durée de 5 ans.
Iy a aussi un intérét évident a prévenir les complications précoces de
'hyponatrémie et de I'hypochlorémie lors d’'une déshydratation par canicule ou
gastro-entérite, de la malnutrition sévére et de latteinte pulmonaire précoce
retrouvées chez certains bébés au moment du diagnostic par le dépistage (35).

En 1998, l'australienne Wilcken B (36) recommandait fortement de suivre les
derniers conseils du Center for Disease Control and Prevention (CDC) qui incitait la
généralisation de ce dépistage aux états qui ne le pratiquaient pas encore, reprenant
comme arguments les bénéfices directs pour les malades, démontrés par les
différentes études menées par les équipes Américaines et Européennes, ainsi que
les bénéfices secondaires des parents (réduction de l‘anxiété par réduction du délai
diagnostic, information génétique). Dans la méme année, Dodge (37) affirmait que
les enfants qui étaient les plus bénéficiaires du dépistage étaient ceux pour qui le
traitement pouvait étre debuté avant que l'atteinte puimonaire ne soit symptomatique
mais aussi que la différence entre les enfants dépistés et les non-dépistés était faible

en terme de croissance pendant les dix premiéres années. Une étude de 'équipe
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d’Amsterdam montrait en 2000 que le risque d’avoir un poids et une taille inférieur au
5% percentile au cours de la premiére décennie, était plus faible lorsque le malade
avait été dépisté en période néonatale (38).

Le CDC des Etats-Unis a publié en octobre 2004 les recommandations pour le
dépistage néonatal de la mucoviscidose (39). Dans ce rapport, le CDC conclut que
ce dépistage est justifie, basé sur 'évidence de bénéfices modérés et peu de risques
d’effets néfastes. Actuellement, aux Etats-Unis, dix Etats réalisent le dépistage
néonatal de la mucoviscidose. Le groupe de travail pour le CDC a utilisé le
« Strength Recommendation Taxonomy » (SORT), approuvé par « The American
Family Physician » sur la base des recommandations sous-tendues par des preuves
(« evidence-based recommandations »). Selon les criteres SORT, le dépistage
néonatal de la mucoviscidose est considéré comme de recommandation modérée
(grade 2). Les recommandations du CDC pour le dépistage néonatal rapportent :
« Sur la base de I'évidence d’'un bénéfice modére et du faible risque d’étre néfaste, le
CDC pense que le dépistage néonatal de la mucoviscidose est justifié » (40). Les
études du dépistage néonatal pour la mucoviscidose se sont concentrées sur le
devenir des patients atteints, spécifiquement sur le statut pulmonaire et nutritionnel.
Les bénéfices nutritionnels sont évidents en cas de diagnostic précoce. En revanche,
les avis concernant les bénéfices pulmonaires sont partagés. Pour confirmer que le
dépistage néonatal de la mucoviscidose a plus de bénéfices que de désavantages,
le CDC recommande a ses Etats qui le réalisent, de suivre une procédure délibérée
et d’assurer un suivi strict de ses malades.

Si la premiére étude de Dankert-Roelse en 1989 (41) signale une amélioration
nutritionnelle et respiratoire pour un travail mené entre 1980 et 1988, les travaux
ultérieurs sont certainement plus représentatifs. En 1997, le méme auteur incitait
vivement a la généralisation du dépistage (42). En 1999, I'équipe australienne de
Wilcken (43) parlait de bénéfices certains a court terme du dépistage avec une
réduction de la morbidité au cours des 2 premieres années, des bénéfices
nutritionnels évidents apres I'age de 10 ans et des bénéfices respiratoires probables.
Elle restait cependant prudente en ce qui concerne 'amélioration de I'espérance de
vie. Les études de Konstan et al (44) et Zemel et al (45) retrouvent une association
significative entre le poids aux ages de 3 a 8 ans, et la fonction pulmonaire évaluée
dans les 2 a 4 années suivantes, ceci appuyant 'hypothése que [I'amélioration

nutritionnelle dans la petite enfance peut améliorer la fonction respiratoire.
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Dans un rapport récent paru en septembre 2005 dans « The Journal of
Pediatrics » (46), les auteurs rappellent les données récentes en faveur du
dépistage, comparant avec les enfants non dépistés. Ainsi, 'dge meédian de
diagnostic par le dépistage est de 0,5 mois alors qu’il est de 14,5 mois en cas de
diagnostic conventionnel, en excluant les cas d’iléus méconial ou de cas familial
rapporté. Un diagnostic fondé sur les symptémes est associé a un risque 2 fois plus
élevé de complications médicales avant le diagnostic par rapport a un diagnostic
fondé sur le dépistage néonatal. Au cours de la premiére année de vie, les enfants
dont la mucoviscidose est diagnostiquée de facon conventionnelle ont plus souvent
une taille et un poids inférieurs au 3°™ percentile, des oedémes par hypoprotidémie,
une colonisation des voies aériennes au Pseudomonas aeruginosa, et des
hospitalisations fréquentes pour complications. Plusieurs d’entre eux ont déja une
mainutrition ou une atteinte pulmonaire au moment du diagnostic. En plus de cela,
un délai diagnostique important et I'errance diagnostique contribuent toujours a
I'installation d’une anxiété parentale et de certaines rancceurs vis-a-vis du corps
médical. Lors d’'un diagnostic précoce, une meilleure observance familiale et une
plus grande confiance dans le milieu médical sont notées.

Enfin, une derniere étude anglaise ? celle de Sims (47), également publiée en 2005,
compare un groupe d’enfants dépistés avec un groupe d’enfants non dépistés. Elle
retrouve qu'a I'age de 6 ans, les patients qui avaient bénéficié du dépistage en
période néonatale, ont de meilleurs scores en terme de taille, de radiographie
pulmonaire, de score de Shwachman et sont moins souvent atteints d'infection
chronique a Pseudomonas aeruginosa. Les bénéfices nutritionnels sont également

prouves.

4.2 Bénéfices nutritionnels et prévention de la
morbidité carentielle

Le dépistage néonatal offre une opportunité pour intervenir précocement. Les
bénéfices nutritionnels du dépistage ont été rapportés par la majorité des auteurs
tant dans les études randomisées qu’observationnelles ou celles issues des
registres ; ils se maintiennent a long terme.

L’étude la plus évidente concernant les bénéfices nutritionnels du dépistage
néonatal de la mucoviscidose est celle conduite au Wisconsin aux USA, contrélée
randomisée, menée depuis Farrell en 1997 (48). Elle étudie deux populations de

nourrissons durant la méme période (nombre total de nourrissons : 650 341), un
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groupe diagnostiqué par le dépistage néonatal, avec une prise en charge précoce en
cas de maladie (74 enfants) ; un second groupe diagnostiqué uniquement sur les
symptémes cliniques (40 enfants), les résultats du dépistage néonatal n’étant reveles
que lorsque l'enfant est agé de 4 ans. Les enfants malades de chacun des deux
groupes ont été suivis de prés sur une période de 10 ans, avec des évaluations du
statu nutritionnel a partir des courbes de croissance et des méthodes
anthropométriques et biochimiques. Le résultat de 'étude montre un gain nutritionnel
d’autant plus marqué qu’une insuffisance pancréatique exocrine a été découverte et
que l'enfant est homozygote pour la mutation AF508. L'étude conclut que le
dépistage néonatal donne I'opportunité de prévenir la malnutrition chez les enfants
atteints de mucoviscidose, et d’améliorer ainsi les fonctions cognitives et la lutte
contre les infections.

Une autre étude randomisée du Wisconsin (49) montre que les carences
nutritionnelles présentes lors du diagnostic initial peuvent étre corrigées dans le
groupe dépisté ; que ces enfants grandissent significativement mieux durant les dix
années de suivi, 'avantage pondéral paraissant disparaitre a I'age de quatre ans
avec cependant, dans le groupe dépisté, entre quatre et cing fois moins d’enfants
dénutris durant les treize années de suivi. Cette étude démontre qu’'une amélioration
des fonctions cognitives est liée a un bon état nutritionnel, peut-&tre par la correction
rapide d'un déficit en vitamine E. Cette derniére notion a été recemment étudiée
spécifiquement dans un autre travail de la méme équipe de Farrell (50) et il a pu étre
prouvé qu’un déficit prolongé en vitamine E dans I'enfance etait associe a des
performances cognitives plus faibles. Ainsi, le diagnostic de mucoviscidose via le
dépistage néonatal devrait améliorer le développement cognitif de 'enfant malade, et
plus particulierement chez celui susceptible d’avoir un deficit en vitamine E dans
'enfance.

De plus, le retard de croissance est un des problémes majeur dans la
mucoviscidose ; des observations épidémiologiques ont suggérées qu'une
croissance normale dans I'enfance était associée a une meilleure espérance de vie
(15) et une meilleure préservation de la fonction respiratoire (51).

La derniéere étude publiée par Farrell en 2005 (52) confirme, aprés une évaluation
menée pendant 16 ans, le bénéfice nutritionnel certain, et persistant a long terme, en

terme de poids et de taille, chez I'enfant ayant bénéficié du dépistage.
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4.3 Bénéfices respiratoires

Les améliorations observées sur le poids et la taille de 'enfant sont connues
pour étre associées avec une amélioration du pronostic pulmonaire. Les bénéfices
respiratoires sont cependant plus difficiles a démontrer en raison du manque de
sensibilité des outils de mesure.

L’équipe australienne de Waters publie en 1999 (53) le resultat du suivi
pendant 10 ans de deux populations pédiatriques : une née avant le dépistage en
1981 et une aprés le dépistage de 1981 a 1984. Ce travail signale un gain
nutritionnel et un intérét respiratoire avec amélioration du Volume Expiré Maximal
Seconde (VEMS) et de la Capacité Respiratoire Fonctionnelle (CRF).

L’étude randomisée du Wisconsin (49) montre que les scores radiologiques
initiaux sont meilleurs chez les enfants dépistés tandis qu’a I'dge de deux ans, la
moitié des enfants du groupe témoin développe des anomalies quantifiables, soit
deux fois plus que le groupe dépisté. Or, I'existence de ces anomalies a I'age de
deux ans est irréversible. Cependant, aprés dix années de suivi, cette différence
s'inverse ; la derniére étude publiée par Farrell en 2005 (52) confirme aussi que les
patients dépistés ont de meilleurs scores radiologiques au diagnostic que ceux
diagnostiqués par les méthodes standards et que la déterioration pulmonaire,
accélérée en cas d’infection a Pseudomonas aeruginosa (54), s’observe surtout
aprés l'age de 10 ans, sans qu’aucune différence significative n’ai été mise en
évidence entre les deux groupes (dépistés/non dépistés); ces données ont
également été constatées par I'équipe francaise normande lors de I'étude de cohorte
publiée en 2001 (55). Bien que I'étude de Farrell dans le Wisconsin ne démontre pas
de bénéfice pulmonaire clinique a long terme, les études observationnelles ont
démontré des avantages respiratoires avec comme méthode d’évaluation, les scores
de radiographie pulmonaire et la fonction respiratoire.

Ainsi, au niveau européen, l'observatoire de la mucoviscidose permet de
mettre en évidence une amélioration d’'un paramétre fonctionnel respiratoire, le
VEMS et la diminution d’infections a pyocyanique dans le groupe dépisté. Le résultat
de l'enquéte bretonne fait état d’une amélioration des scores cliniques de
Shwachman et radiologique de Brasfield mais un taux identique de colonisation a
pyocyanique (56). De méme, le rapport de I'étude des enfants dépistes en Bretagne
et en Normandie par rapport a I'Observatoire National Frangais montre une moins
grande fréquence de colonisation a pyocyanique et une amélioration du VEMS.

Concernant les épreuves fonctionnelles respiratoires de ces patients, les études
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randomisées (49, 34) et observationnelles (57, 58) n'ont pas démontré de différence
spirométrique significative entre les enfants dépisté ou non, avec cependant toujours
des résultas en faveur du dépistage. La récente etude australienne publiee en 2005
(59) montre un avantage significatif dans le groupe dépisté aux échéances de 5, 10
et 15 ans par rapport a la cohorte d’enfants non dépistés, tant pour les scores
cliniques et radiologiques que pour la fonction respiratoire ; la différence du VEMS
est de 12,3% lors de la derniére évaluation et de 12,6% pour la capacité vitale. Des
résultats similaires de VEMS ont été publies a partir de données comparant les
enfants dépistés en France en 1989-1990 a ceux diagnostiqués sur des symptdmes

durant la méme période (VEMS a 92% des valeurs prédites versus 86%).

Selon le dernier rapport émis par le CDC en 2005, la colonisation précoce a
Pseudomonas aeruginosa n’est pas un risque inhérent au dépistage néonatal car les
analyses du registre de données des Etats-Unis montrent que les enfants ayant
bénéficié du dépistage néonatal de mucoviscidose ne sont pas plus a risque d'une
colonisation précoce par ce germe (39, 60), ce qui était encore controversé dans
I'étude de Farrell publiée en 2003 (61) mais cette étude avait &té faussée par des
mauvaises conditions de travail dans un des centres impliqué. Déja, en 2001,
I'équipe de Wang (62) avait montré que le risque d’'acquisition de ce germe n’était
pas plus important en cas de dépistage précoce.

En principe, le dépistage néonatal permet une prise en charge précoce lors du
premier isolement de Pseudomonas aeruginosa et ainsi de retarder la colonisation
chronique. Selon de récentes données issues du registre américain, l'isolement de
Pseudomonas aeruginosa est effectif durant 'année suivant le diagnostic chez 28%
des nourrissons diagnostiqués par la symptomatologie clinique et 12% chez ceux
ayant bénéficié du dépistage néonatal. Le Pseudomonas a huit fois plus de risque de
devenir mucoide chez les enfants non dépistés.

Des travaux récents, publiés en 2005 (63), ont étudié I'inflammation des voies
aériennes inférieures chez les enfants ayant bénéficié du dépistage: il a été
démontré que chez les enfants atteints de mucoviscidose, c’est l'infection (quel que
soit 'agent infectieux) qui initie et entretient et majore linflammation des voies
aériennes ; cependant, ces données sont discutables car il a été montré
antérieurement qu’au contraire, 'inflammation était précoce, sévére, chronique, et

gu’elle débutait avant l'infection (64) .
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Enfin, 'étude menée par Johnson (65) aux Etats-Unis a partir des données du
« Groupe Scientifique et de 'Etude Epidémiologique de la Mucoviscidose », montre
gu’une surveillance rapprochée de ces malades et une utilisation optimale des
traitements a visée pulmonaire sont associées a une amélioration du devenir de leur

fonction respiratoire de ces malades.

4.4 Bénéfices en terme de survie

Une réduction de la mortalité est méthodologiquement difficile a démontrer en
raison de la rareté de I'événement durant I'enfance, de facteurs de confusion et des
décés non liés a la mucoviscidose. L'étude randomisée britannique menée en 1991 a
montré l'absence de mort précoce dans le groupe dépiste (34) (hors iléus),
contrairement au groupe témoin. Une autre étude, menée au Pays de Galle (66), est
intéressante méme si elle porte sur un faible nombre de malades, car elle retrouve
gue 29% des déceés d’enfants porteurs de mucoviscidose et agés de moins de 5 ans
étaient survenus chez des enfants qui n'avaient pas bénéficié du dépistage néonatal
et chez qui le diagnostic avait été porté aprés le déces par 'autopsie. Aucun article
issu de l'étude randomisée du Wisconsin ne fournit de données de survie. Les
études observationnelles retrouvent, au sein des populations bénéficiant du
dépistage, constamment une mortalité plus faible (57, 58, 56, 67). En revanche,
aucune différence de courbes de survie, entre les enfants, dépistés ou non, nés
aprés 1986 et suivis 14 années , ne semble exister dans le registre américain. Ce
méme registre, par une analyse multivariée, montre que le statut nutritionnel est
prédictif de la survie : c'est une évaluation indirecte du bénéfice du dépistage. Pour
exemple, I'exploitation des résultats entre 1980 et 1993 fournit I'estimation qu'un
garcon porteur de la mucoviscidose age de sept ans, présentant une taille inférieure
au 5°™ percentile, a un risque relatif de 6,3 de décéder durant I'enfance et
'adolescence (68).

Récemment, une étude américaine (69) a mis en évidence les avantages en terme
de survie des patients diagnostiqués par le dépistage néonatal, en montrant qu'un
diagnostic précoce est associé a une meilleure espérance de vie, en comparaison a

celle des patients dont le diagnostic a été porté aprés I'age de 1 mois.

-49-



4.5 Qualité de vie et recours aux soins

Les études utilisant des éechelles d’évaluation de la qualité de vie chez les
sujets atteints de mucoviscidose, retrouvent une corrélation inverse avec des
indicateurs de morbidité récente mais pas avec le statut nutritionnel ou la fonction
respiratoire. Ces échelles manquent de sensibilité et des indicateurs spécifiques ont
été développés. L’évaluation du nombre d’hospitalisations et de la charge
thérapeutique permet d’estimer non seulement les colts mais aussi le bien-étre de la
famille. Les études randomisees ont montré chez les nourrissons dépistés, une
utilisation hospitaliére plus restreinte pour 'une et des durées d’hospitalisation plus
courtes pour la deuxieme, durant la premiere année de vie (70, 34) ; trois études
observationnelles le notent également (56, 71, 72). Les données du registre
américain entre 2000 et 2002, pour les nourrissons de moins de 12 mois, rapportent
que 22% des nourrissons dépistés ont été hospitalisés, versus 64% chez les
nourrissons diagnostiqués sur les symptomes cliniques. Le registre britannique
indique une diminution significative du recours a des traitements lourds de I'ordre de
20% chez les enfants dépistés ; cette différence se maintient jusqu’a I'age de six ans
puis diminue (73).Des études américaines de cohorte, comme celle de Wagener
dans le Colorado (74), ont montré la réduction de la fréquence des hospitalisations et
de l'utilisation de traitement lourds mais ceci n’a pas été confirme par I'étude réalisée
dans le Wisconsin.

L’étude la plus récemment publiée est celle menée par I'équipe de Sims en
Angleterre (75) qui montre également une réduction significative des traitements
lourds chez les enfants ayant bénéficié du dépistage : elle étudie les traitements de
deux populations d’enfants de 1 a 9 ans chez qui le diagnostic de mucoviscidose a
été porté soit par le dépistage néonatal (184 enfants) soit par les symptémes
cliniques (950 enfants). Les auteurs précisent que tous les enfants inclus dans
'étude sont porteurs de la méme double mutation AF508/AF508. L’étude retrouve
que les enfants ayant été dépistés et agés de moins de 6 ans, ont recu
significativement moins de traitements ; chez les enfants agés entre 7 et 9 ans, ceux
qui ont été dépistés ont regcu moins d’antibiotiques par voie intraveineuse ; et les
enfants deépistés et non contaminés par Pseudomonas aeruginosa ont également
regcu moins de traitements. Par contre, aucune différence n’a été mise en évidence
entre les deux groupes lorsqu’ils étaient infectés de fagon chronique a Pseudomonas
aeruginosa. Cette étude est cependant a interpréter prudemment car les deux

populations ne sont pas equivalentes en nhombre.
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Enfin, en ce qui concerne les aspects psychologiques du dépistage, plusieurs

études ont démontré les bénéfices de celui-ci pour les familles (76, 77).

4.6 Conseil génétique

Le dépistage néonatal permet, par le conseil génétique, une information sur les
risques des grossesses ultérieures y compris chez les apparentés. Les interruptions
de grossesse si le foetus est atteint, auraient un impact sur la fréquence globale de la
maladie. Ainsi, certaines équipes avancent une diminution de 30% de I'incidence des
enfants atteints sur une période de dix ans dans les régions ou existe le dépistage

néonatal systématique, comme celle de Cambridge en Angleterre (78).

5. Résultats des autres pays et autres régions de

France

Le dépistage néonatal a été instauré dans plusieurs pays a haute incidence de

mucoviscidose comme la Nouvelle Zélande, I'Australie, la France, I'lrlande du nord,
I'Ecosse, le Pays de Galles, quelques régions d’Angleterre et certains états des
Etats-Unis. Cependant, la France est le seul pays ou le dépistage est systématisé a
tout le pays; ailleurs, le dépistage n'est réalisé que dans certaines régions ou
états...méme en Australie, tous les états ne font pas le dépistage.
Aux Etats-Unis, ce dépistage systématique existe officiellement depuis 1997 au
Colorado, dans le Wisconsin et le Wyoming, tandis que le Massachusset, le
Mississipi et I'Etat de New York et du New Jersey ne le pratiquent que depuis avril
2004. Des protocoles de dépistage, mais qui ne constituent pas une regle féderale
sont également prévus au Montana, dans le Connecticut et en Pennsylvanie et deux
nouveaux états pourraient prochainement s’ajouter a cette liste : 'Oklahoma et la
Caroline du Sud.

Fort de ces expériences nationales et internationales multiples, le CDC a
évalué les risques et les bénéfices associés au dépistage généralisé de la
mucoviscidose au cours d’une réunion qui s’est tenue en novembre dernier et dont
les conclusions sont intéressantes : le plus évident bénéfice du dépistage néonatal

de la mucoviscidose concerne la nutrition. Partout la mise en place immédiate d’'un
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régime adapté a la maladie de I'enfant a permis de favoriser sa croissance, voire son
développement cognitif. Le programme de dépistage néonatal de la mucoviscidose
dans le Wisconsin révele que les enfants dont la maladie a été diagnostiquée dés la
naissance sont au méme age significativement plus grands (p<0,01) et plus gros
(p=0,06) que ceux qui n‘ont pas bénéficié du diagnostic néonatal. II apparait
également que les hospitalisations des patients ayant bénéficié du dépistage
néonatal sont moins nombreuses.

Une étude francgaise (70) prouvant la faisabilité du test a été réalisée de 1989
a 1998 en Bretagne et a permis de comparer une population d’enfants dépistés en
Bretagne avec une population d’enfants non dépistés de la région voisine, la Loire
Atlantique. Elle a également permis d’établir une cartographie des différentes
mutations du gene CFTR existant dans la région et s’est intéressée au diagnostic
prénatal. Ainsi, sur 10 ans, 118 enfants atteints de mucoviscidose ont été dépistés,
34 mutations différentes ont été mises en évidence et 39 familles dont un enfant était
malade, ont choisi le diagnostic prénatal. Cette étude et les autres rapports écrits par
les équipes bretonnes et normandes ont contribué a la décision de la généralisation
du dépistage a tous les départements de France débutée en 2002.

Dernierement, I'équipe du Wisconsin a publié son rapport de 9 ans de
dépistage néonatal de la mucoviscidose utilisant conjointement le dosage de la TIR
et la biologie moléculaire. Cet Etat a commencé le dépistage des juillet 1994, avec
initialement, la recherche de la mutation AF508 uniquement, jusqu’en février 2002,
puis I'extension a la recherche des 25 mutations CF les plus fréquentes. lls
retrouvent une incidence de la mucoviscidose de 1/3983. L'extension a la recherche
de 25 autres mutations CF leur a permis d’améliorer la sensibilité du test a 99% (79).

Dans un travail récent, I'équipe américaine du Massachusetts (80) a rapporté
les éléments qui lui paraissaient essentiels a la réussite du dépistage néonatal de la
mucoviscidose, incluant des centres référents pour la maladie, le choix d'un
organigramme décisionnel de dépistage cohérent et pratique, la prise en compte des
besoins médicaux a partir d’'un organigramme spécifique, la modification des
pratiqgues en fonction des critiques formulées et la prise en charge de I'éducation des

malades et leurs familles.
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6. Résultats globaux attendus en France

98% des mucoviscidoses avec atteinte pancréatique devraient étre repérées
avant I'age de 1 mois; les «faux positifs » n’excédant pas 0,5% et les « faux
négatifs » étant exceptionnels mais attendus, comme dans tout dépistage. D'un point
de vue pratique, si I'on retient une fréquence moyenne de la mucoviscidose a
1/4591, on peut compter sur environ 230 nouveaux cas par an en France ; si on
excepte les iléus méconiaux (10%) qui sont diagnostiqués a partir de la clinique, cela

fait environ 205 cas a repérer.

C.INTERET D’UN CENTRE DE
RESSOURCES ET DE COMPETENCES
POUR LA MUCOVISCIDOSE

Les besoins de santé de la population de patients atteints de mucoviscidose
ont considérablement évolué consécutivement a I'amélioration de la survie et a
augmentation du nombre de patients adultes ; I'évolution de la médiane de vie
suggére qu'un gain de santé notable pourrait étre obtenu grace a une politique
d'amélioration de la qualité de soins incluant une meilleure organisation des centres
de soins ; une généralisation du dépistage néonatal suggére une prise en charge
optimale aprés le diagnostic précoce... il était nécessaire, pour cela d'adapter I'offre
de soins aux besoins des patients.

La bonne utilisation des traitements symptomatiques a apporté et doit
continuer d’apporter une contribution déterminante a 'augmentation de la durée de
vie des patients et a 'amélioration de leur qualité de vie. Le développement en
paralléle de la recherche et de la qualité des soins est donc plus que jamais
nécessaire, tant il est vrai que plus les soins seront de qualité, plus les patients
seront nombreux & bénéficier de maniére optimale des thérapeutiques a venir.

Si les patients atteints de mucoviscidose ne peuvent encore accéder a un
traitement curatif, les traitements symptomatiques ont permis des progres
spectaculaires dans les derniéres décennies. Ainsi, la mediane de vie, qui était de
F'ordre de 2 ans dans les années 1950 et de 5 ans dans les années 1960, dépasse-t-

elle actuellement les 30 ans dans les pays d’Amérique du Nord, pour approcher voire
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dépasser les 40 ans en Suede et au Danemark. L’apparition de registres
internationaux, européens et nord-ameéricain, a permis d’objectiver 'augmentation
spectaculaire de la médiane de vie mais aussi de mettre en évidence des différences
notables d’'un pays a l'autre. Ainsi, le registre international de la mucoviscidose (81)
montrait, en 1998, que I'age moyen du déces était plus bas en France que dans la
plupart des autres pays d’Europe : de l'ordre de 20 ans en France et au Royaume-
Uni, de 23 ans en Allemagne et de 31 ans au Danemark. Dans le rapport de
I'Observatoire National de la Mucoviscidose de 2002-2003, 'age moyen du déces
était de 23,7 ans en France, 22,6 ans en Allemagne, 25 ans au Danemark et 26,2
aux Etats-Unis (26).

Cette situation dans un pays comme la France, qui bénéficie d’'un systéme de
santé souvent considéré comme I'un des meilleurs au monde, souleve la question
des causes.

Le Danemark et la Suéde font état de résultats tout a fait remarquables et de
niveau comparables en terme de médiane de survie. Ces deux pays ont en commun
une organisation des soins particuliérement rigoureuse : suivi fréquent et régulier
dans des centres de soins spécialisés ayant en charge un grand nombre de patients,
application rigoureuse de protocoles de soins soumis a évaluation. L'analyse des
données internationales met ainsi en évidence une médiane de vie plus élevée pour
les patients suivis dans des centres de soins spécialisés.

De telles constatations dans le domaine de la mucoviscidose suggérent un
role déterminant de I'organisation des soins et, par conséquent, de la politique de
santé.

C’est dans ce contexte que 'AFDPHE a proposé que la décision de généraliser
le dépistage néonatal de la mucoviscidose soit subordonnée a la nécessité d’un suivi
par des centres spécialisés offrant les meilleurs garanties d'efficacité. Ainsi, la
création des CRCM (82) était elle un préalable indispensable a la généralisation du
dépistage néonatal décidé par la caisse nationale d’assurance maladie en octobre
2000.
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1. Caractéristigues de la maladie a prendre en

compte pour répondre aux besoins des patients.

La mucoviscidose est une maladie de longue durée, contraignante et a lissue
incertaine dans laquelle la famille est, en général, plongée deés le plus jeune age de
'enfant.

Par ailleurs, c’est une maladie évolutive, mais pour laquelle les traitements
symptomatiques ont fait gagner des années de survie, si bien qu'aujourd’hui les
médecins sont en présence de patients ayant une grande connaissance de leur
maladie.

Enfin, dans cette pathologie, le réle du patient lui-méme (et/ou de sa famille)
dans les soins est primordial, ce qui souligne I'importance de la formation et de
I'éducation a une prise de responsabilité et a 'acquisition d’'une autonomie (prise de
médicaments réguliére et continue, séances de kinésithérapie respiratoire, séances

d’aérosols, attention particuliére vis-a-vis de 'alimentation).

2. Qu’est-ce qu’un centre de soins pour personnes

atteintes de mucoviscidose ?

Le CRCM est, pour les enfants dépistes, le lieu ou le diagnostic est confirmée et
annonceé a la famille ; c’est pour tous les patients, le lieu de surveillance réguliére (au
moins trimestrielle a partir de 'dage de un an, plus rapprochée au cours de la
premiére année).

Il peut étre défini comme un regroupement de compétences en matiére de
mucoviscidose, pour soigner au mieux, de maniére globale et continue, les
personnes atteintes de la maladie. Cest le lieu ol les examens sont faits
périodiguement et ou les options et décisions importantes sont prises. C’est le centre
de coordination de tous les intervenants et soignants, quels que soient les lieux de
réalisation des soins.

L’existence d’une équipe pluridisciplinaire est un €lément important. L'équipe
pluridisciplinaire doit, par la diversité des qualifications, le nombre et les
compétences de ses membres, répondre aux besoins spécifiques de soins des
patients atteints de mucoviscidose. Les membres de I'équipe pluridisciplinaire

doivent avoir la capacité de générer la confiance et d’apporter un soutien
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psychologique au patient et a sa famille en démontrant une bonne connaissance de
la maladie et des patients, une rigueur constante dans l'application des procédures
de soins et de prévention des infections nosocomiales, une aptitude a I'écoute et une
parfaite cohérence dans la transmission de l'information. L’équipe pluridisciplinaire
est constituée d’un noyau de base composé d’'un médecin assurant la responsabilité
médicale du centre de soins, dun médecin qui assiste le responsable médical,
d'un(e) infirmier(ére) puériculteur (trice), d’un kinésithérapeute, d’'un psychologue,
d’une diététicienne. Ce noyau de base comprend aussi un coordinateur parameédical,
le plus souvent un(e) infirmier(ére). Apporter aux autorités administratives les
connaissances essentielles pour adapter la politique sanitaire dans le domaine ; étre
l'interlocuteur des associations de malades pour travailler avec elles a 'amélioration
de la prise en charge et de la qualité de vie des patients.

D’autres engagements sont nécessaires au CRCM : participer a 'amélioration
des connaissances et des pratiques professionnelles ; développer les outils de la

coordination entre les différentes structures et acteurs prenant en charge la maladie.

3. Mode de fonctionnement des centres de soins et

plateau technique

Le CRCM doit étre ouvert toute I'année, avec la possibilit¢ de contacter un
meédecin du centre et d’'une prise en charge en urgence si nécessaire. Une visite
médicale trimestrielle systematique est habituellement admise comme la fréquence
minimale recommandée du suivi. Elle est organisée au mieux sous forme d'une
consultation pluridisciplinaire.

Le plateau technique permet la réalisation des examens indispensables : test
sudoral, explorations fonctionnelles respiratoires et digestives, radiographie et
tomodensitométrie thoraciques, échographie abdominale, bacteriologie des crachats,
biologie courante, scintigraphie pulmonaire, endoscopie bronchique et digestive. Les
locaux sont adaptés en conséquence, en particulier pour éviter la transmission de
germes entre patients.

L’objectif de coordonner les soins est de développer au maximum la confiance
entre le patient, sa famille et 'équipe soignante, de promouvoir Fautonomie du
patient et de sa famille, dans les limites de leurs possibilités, enfin, d’améliorer

'observance des traitements et par conséquent, les résultats a long terme.
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4. Role du clinicien

Le clinicien prend en charge les suspects et s’il a ainsi la possibilité de rassurer
les parents pour un faux-positif, il a aussi la lourde charge d’annoncer un diagnostic
non attendu et d’organiser une prise en charge thérapeutique souvent lourde,
détruisant de toute facon un peu, au moins dans les premiers mois, I'image de
« I'enfant idéal » que tout parent construit pour son nouveau-né avant méme sa
naissance ; mais le dialogue qu’il instaure patiemment avec la famille, permet
progressivement de reconstruire une image positive de I'enfant. Le clinicien prend en
charge I'enfant tant sur le plan médical que dans sa situation sociale (et celle de sa
famille) afin que les traitements soient suivis le mieux possible tout au long de la

maladie.

5. La fédération francaise des Centres de

Ressources et de Compétences pour la

Mucoviscidose

En mars 2004, a été créée la Fédération francaise des CRCM (Journal officiel
n® 28 du 10 juillet 2004). L’'objet est de contribuer a 'amélioration de la vie des
patients, en favorisant les échanges entre professionnels, en collaborant avec les
associations de parents et de patients, en établissant des référentiels pour les
pratiques et la démarche d’évaluation, en participant a la mise en place d’un registre,
en facilitant la recherche clinique au niveau national et international, en représentant
les CRCM aupres de tutelles pour 'obtention des moyens adaptés a leur missions.
La fédération est une structure de réflexion, de concertation et de proposition
concernant l'organisation des soins en matiére de mucoviscidose : elle s’est
rapidement imposée comme une interlocutrice incontournable du fait de 'adhésion
de la trées grande majorité des CRCM. Elle travaille a faire reconnaitre la place
particuliere de la mucoviscidose au sein des maladies rares (du fait de sa
prévalence, de ses particularités cliniques, de la complexité de sa prise en charge et
de la problématique du dépistage).

Elle est aussi une société savante (Société francaise de la mucoviscidose), ce
qui renforce sa légitimité dans sa vocation administrative et politique (ces deux volets

en font une entité unique en France et probablement en Europe). Sa commission
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scientifigue a dans ses attributions 'organisation d’une réunion scientifiqgue annuelle,
I'animation de groupes de travail, la mise en place et la gestion scientifique de la
base de données phénotypiques et génotypique nationale. L'objectif est de faire vivre
une base de données trés riche, sinon exhaustive, qui, alimentée de fagon réguliére
par les cliniciens, puisse servir, en fonction de regles validées par tous, aussi bien a
une utilisation locale qu’a des projets de recherche régionaux, interrégionaux,
nationaux ou internationaux, et bien sir a la tenue de I'Observatoire National
(aujourd’hui propriété de l'association « Vaincre la mucoviscidose »), que I'on
souhaite voir évoluer vers un registre national exhaustif ; cela en excluant les saisies
multiples actuelles.

Enfin, la fédération se doit de développer des relations internationales, européennes

notamment. (83)

6. La contribution des familles et des associations

Les étapes clés dans I'organisation des soins de la mucoviscidose sont le fruit
de la volonté synergique des familles au sein des associations et des professionnels
impliqués. L’association « Vaincre la mucoviscidose » est une association loi 1901,
créee en 1965, reconnue d'utilité publique. Pour atteindre son objectif, elle s’est fixé
quatre missions : guérir demain en finangant la recherche, soigner aujourd’hui en
améliorant la qualité des soins, améliorer la qualité de vie au quotidien, sensibiliser et
informer. Elle regroupe parents, patients, soignants, chercheurs et sympathisants.
Elle considere que I'amélioration de la qualité des soins passe notamment par la
valorisation de la parole des parents et des patients. Dans ce sens, « Vaincre la
mucoviscidose » encourage, depuis 2002 la mise en place, partout en France, de
collectifs de parents et patients animés par les parents et patients référents des
CRCM comme interlocuteurs représentant les usagers dans les réseaux.

La légitimité des parents et patients a participer aux décisions est évidente
pour la définition et le suivi de la qualité de vie, en accord avec la qualité des soins.
Cette Iégitimité s’appuie sur 'implication des patients et des parents dans les soins et
le suivi, notamment a domicile, dont la réalisation pratique reconnue par les
professionnels doit étre prise en compte, de méme que leur expérience dans la
coordination et le transfert des soins de I'hépital au domicile.

De fait les parents et patients référents des CRCM sont des partenaires reconnus

des réseaux de soins (84).
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Ainsi, les structures a trois niveaux (fédération, CRCM, réseaux de soins
régionaux) qui se sont mis en place en France devraient permettre une prise en
charge optimale de I'ensemble des patients atteints de mucoviscidose autour de
réferentiels de soins harmonisés, une évaluation reguliere et rapide des pratiques
cliniques, une meilleure connaissance épidémiologique de la maladie et la mise en

place de projets de recherche de grande envergure.
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DEPISTAGE NEONATAL : GENERALITES

ET PRATIQUE QUOTIDIENNE

Actuellement, le dépistage néonatal de la mucoviscidose est basé sur le
dosage de la TIR chez tous les nouveau-nés au 4éme jour de vie (3 jours pleins de
vie, appelé J3), couplé a une étude en biologie moléculaire (BM). Cette méthode est
techniquement faisable et fiable. AFDPHE, qui assure la responsabilité de la mise
en place des actions de dépistage néonatal du programme national, a , avec des
experts regroupés en commissions, défini un organigramme dont I'objectif est, entre
autres, d'offrir a tous les bébés, quelle que soit leur origine géographique, un
dépistage identique et efficace, avec une prise en charge et un suivi des malades

pertinents.

A. Généralités

1. L’information

Elle s’'adresse a la fois aux parents et aux professionnels de santé. Les
parents ont a disposition un fascicule « 3 jours, I'dge du dépistage », présentant les
grandes lignes du programme (voir en annexe n°1) et remis a tous les parents en
maternité ; ce dépliant précise aux familles :

v' « si les résultats sont normaux, ils ne seront pas rendus directement mais
seront a votre disposition dans la maternité ou le service de pédiatrie ou a été
effectué le prélévement » ;

v" « si un des tests montre un résultat anormal, vous serez rapidement informés.
Un contrble réalisé dans les meilleurs délais, permettra de savoir si votre
enfant a réellement besoin d’étre traité ».

Ce dépliant a été réalisé afin que les parents aient une approche générale des
différentes maladies recherchées par le dépistage et présente ces tests comme des

dosages de routine pour minimiser 'anxiété parentale.
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Le personnel soignant est aussi informé par un « guide professionnel » qui
envisage les différents aspects de l'action et leur permet d’engager au mieux le
dialogue avec les parents et de participer avec efficacité au dépistage. L'AFDPHE
reconnait que l'information n’est pas donnée au meilleur moment...elle devrait étre
donnée en prénatal dans le 3°™ trimestre de la grossesse, & un moment o la future
maman est trés réceptive et disponible ; donnée en post-natal, au moment de la
réalisation du prélévement, elle perd beaucoup de son efficacité, alors que tous les
professionnels reconnaissent que la clé de l'acceptabilitt du programme par la

famille repose sur une bonne compréhension de sa finalité. Des progrés sont a faire.

2. Le consentement des parents

L’introduction des techniques de BM dans l'organigramme du dépistage
demandait d’adapter les procédures afin d’étre conformes aux lois frangaises de
bioéthique. Différents décrets et lois ont régulé I'étude du génome humain et la
communication des résultats. La loi de 1996 (85) couvre plusieurs aspects en rapport
avec l'utilisation du DNA , essentiellement basé sur « les droits fondamentaux de
I'individu », et introduit I'obligation d’avoir le consentement de la personne concernée
avant toute étude de matériel génétique. En 2000, un décret (86) concernant les
éléments requis pour la réalisation d’études sur le DNA et la communication des
résultats, a été publié. Les points essentiels étaient les suivants : 'analyse du DNA
peut étre réalisée si les résultats entrainent une action médicale dans le but de
fournir un bénéfice direct au patient ; le consentement éclairé doit étre donné par le
patient, ses parents ou le tuteur [égal de la personne; seul un médecin peut prescrire
une étude de biologie moléculaire ; les laboratoires réalisant ces études du DNA
doivent avoir 'accord du Ministere de la Santé ; les résultats ne sont envoyés qu'au
médecin qui a prescrit 'étude. Ainsi, selon ces textes législatifs « la prescription du
test doit étre faite par un médecin aprés recueil d’un consentement écrit qui doit étre
transmis au laboratoire ».

C’est donc dans ce contexte qu'il a été décidé que le consentement écrit serait
recueilli pour 'ensemble des parents alors que I'étude de 'ADN ne serait faite que
chez une petite partie des enfants (moins de 1%) et que le Président de 'Association
Régionale, habituellement un médecin, serait responsable de la prescription de la

BM chez les enfants dont la TIR serait supérieure ou égale au seuil d’action.

61-



Le consentement des parents, spécifique au génotypage CFTR, est recueilli
en maternité au dos du carton de prélevement, avec la formule « Aprés avoir &té
informés, nous soussignés (nom, prénoms)......... , mere, péere de lenfant......... :
née) le......... , autorisons, n’autorisons pas , les meédecins responsables du
dépistage néonatal a réaliser, si besoin, un test génétique pour le dépistage de la
mucoviscidose » (voir annexe n°2).

Ce texte pour le recueil du consentement parental a été établi en accord
avec les recommandations du Comité d’Ethique de 'AFDPHE. Il est exigé pour tout
génotypage et doit étre archivé pendant 30 ans. Si aucune mutation n’est retrouvée
ou si I'étude en biologie moléculaire n'a pu étre réalisée faute de consentement
parental, un second prélévement sera réalisé a trois semaines de vie pour un

contréle du dosage de la TIR.

Le prélevement de sang, réalisé en maternité (éventuellement dans les
services de néonatologie ou par la PMI), se fait par le recueil, au talon de I'enfant, de
gouttes de sang sur un «carton buvard» (papier aux propriétés physiques
parfaitement calibrées et constantes, de type papier de chromatographie), couplé au
prélévement sanguin réalisé pour les autres dépistage néonataux au quatrieme jour
de vie (phénylcétonurie, hypothyroidie congénitale, hyperplasie congeénitale des
surrénales, drépanocytose) (voir annexe n°2). Aprés séchage a la température
ambiante, le carton est adressé, par voie postale (enveloppe pré-imprimée, envoi
gratuit), a 'Association Régionale puis transmis au laboratoire régional de dépistage
néonatal, qui réalise systématiquement un dosage de la TIR et, si nécessaire, le

génotypage selon un arbre décisionnel précis.
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B. Méthodologie du dépistage de la
mucoviscidose avec I'organigramme
(voir annexe n°3 : organigramme,

modifié depuis le 2°™ trimestre 2003)

1. Généralités

Le dépistage repose sur le dosage de la TIR sur un prélévement de sang au
4eme jour de vie . En cas d’élévation de celle-ci, une étude en biologie moléculaire est
effectuée, a la recherche des principales mutations : examen non exhaustif puisque
plus de 1400 mutations ont été découvertes.

v Si le résultat de la TIR est normal, le processus est stoppé et seule la
maternité est informée du test négatif sous forme d’un listing hebdomadaire ;

v' Silavaleur de la TIR dépasse le « seuil d’action », le dosage est complété par
la recherche de mutations du géne CFTR si le consentement des parents a
été préalablement recueilli & la maternité. Le génotypage est réalisé dans un
laboratoire accrédité interrégional a la demande du médecin prescripteur de
I'Association Régionale. L'étude du génotype CFTR est également réalisée a
partir du sang séché et comporte actuellement la recherche de 30 mutations
(kit 30), alors que seulement 20 mutations (kit 20) étaient recherchées au
début du dépistage et jusqu’en octobre 2004 (voir annexe n°4 et 5). Depuis
quelques mois, le Kit 30 est élargi dans certains laboratoire avec la recherche

de 3 voire 6 autres mutations.

Les résultats sont transmis au médecin prescripteur de l'association régionale qui
agira differemment selon les situations :

v' Si une anomalie du génotype est trouvée, le bébé est confié au CRCM qui
confirmera avec le test de la sueur son statut « malade » ou « hétérozygote »
et informera les parents du diagnostic et des traitement nécessaires pour le
malade.

v' Si aucune mutation n’est identifiée, on demandera un deuxiéme prélévement

de sang pour contréle de la TIR, théoriquement a J21, si la TIR a J3 était
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supérieure a 100 pg/l. De méme, si les parents n'ont pas donné leur
consentement au génotypage et sila TIR a J3 est positive, on les recontactera
pour savoir s’ils maintiennent leur refus et il sera également demandé un
prélevement de contrble a J21.

v Si, aprés une TIR a J3 positive, on ne décele pas de mutation et que la TIR a
J21 est normale, un compte-rendu détaillé des résultas est adressé au

médecin traitant qui est chargé de le transmettre et de I'expliquer aux parents.

Chaque région a un laboratoire de biologie référent qui exécute le dosage de
la TIR (11 laboratoires par la méthode « Cisbio » radio-immuno ; 12 laboratoires par
la méthode «delfia» immunofluorescence). Neuf laboratoires de biologie
moléculaire gérent I'étude des mutations dans le cadre du dépistage. L’association
régionale est responsable, au niveau de sa région, du bon fonctionnement des
différentes étapes.

Pour parfaire cette organisation, des experts ont, a la demande de 'AFDPHE,
fourni des protocoles qui précisent aussi bien les méthodologies techniques de
dosage (TIR et génotypage) que les principes généraux du traitement

« systématique » de tous les malades.

2. Modifications de I'organigramme

En raison d’un grand nombre de faux positifs, 'organigramme de dépistage a
été modifié afin de limiter le nombre de demandes de BM et de diminuer le nombre

d’enfants sains convoqués dans un CRCM.

La situation antérieure : Dans un premier temps, le « seuil d’action » a été fixé

a 60 ng/l. Ce « seuil d’action » est égal a la moyenne du résultat du dosage fait en
double sur le prélévement de J3 quand le premier résultat est au dessus du « seuil
d’alerte » (qui reste interne au laboratoire), qui avait été fixé a 45 pg/l.

De méme, si un contrble de la TIR était nécessaire a « J21 » (BM négative),
Penfant était convoqué au CRCM si les résultat biologique était supérieur ou égal a

30 pg/l.
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La situation actuelle : A la suite d’'une expérience de 2 ans, le protocole a été

modifié. Ainsi, a partir du deuxiéme trimestre 2003, aprés avis auprés de la
Commission Technique (AFDPHE), le « seuil d’action » est passé a 65 pg/l (tandis
que le seuil d’alerte est passé a 55 ug/l), en raison du nombre trop élevé d’enfants
considérés comme suspects sur la TIR et devant de ce fait avoir un test ADN,
notamment au premier trimestre 2003 (0,97% des enfants testés). Dans le méme
temps, le taux de TIR sur le prélévement de contréle conduisant a convoquer un
enfant sans mutation dans un CRCM est passé de 30 ug/l a 40 ug/l.

Comme ce contréle de la TIR est a la source d’'une inquiétude inutile pour les
familles, il a été decidé que le contrble de la TIR a J 21 serait réservé aux enfants
dont la TIR a J 3 était supérieure a 100 ug/l (et aux enfants sans BM quel que soit le
taux de la TIR a J 3); cette modification de I'organigramme a permis de diminuer
nettement le nombre d’enfants convoqués dans un CRCM. (Voir tableau annexe n°3:

organigramme du dépistage de la mucoviscidose).

C. Pratique quotidienne

1. Rappel : mécanisme physiologique de

augmentation de la TIR

La trypsine est I'un des principal produit de sécrétion du pancréas humain,
faisant de son taux sanguin un marqueur spécifique de la fonction pancréatique. Des
enzymes pancréatiques, la trypsine est la seule secrétée uniquement par cet organe.
Le pancréas humain produit plusieurs trypsinogenes dont les plus importants sont
Tg1 et Tg2; ils sont activés en trypsine aprés clivage d’'un hexapeptide. La trysine
alors active est transportée par al-antitrypsine, a2-macroglobuline et inter-a-trypsine
inhibiteur et leur répartition n’est pas la méme chez le nouveau-né atteint de
mucoviscidose et celui qui ne 'est pas. Cette répartition varie d’'un enfant a l'autre.
L’augmentation de la trypsine immunoréactive et des autres enzymes pancréatiques,
dans le sang des nouveau-nés atteints de mucoviscidose est probablement due a
I'obstruction des conduits de sécrétion dans le pancréas: le suc pancréatique
visqueux provoque une augmentation de la pression dans les canaux pancréatiques

et un passage accru des protéines pancréatiques dans le sang. Les cellules des
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acini pancréatiques produisent une quantité normale de zymogeéne. Le taux de TIR
diminuent aprés la période néonatale, en rapport avec une atrophie progressive des
acinis et leur remplacement par un tissus fibreux, du a la dysfonction pancréatique.
Cest en 1979 que J. Crossley publie dans « The Lancet » que les nouveau-nés
atteints de mucoviscidose ont une trypsine plus élevée dans le sang (2). D'autres
travaux montrent plus tard que I'élévation de la trypsine dans le sang des nouveau-
nés mucoviscidosiques persiste plusieurs semaines apres la naissance. Il est
constaté que 15% des nouveau-nés (tous confondus) ont une trypsine élevée mais
chez le nouveau-né sain, elle se normalise au cours des deux premiéres semaines
de vie (87).

Ce dosage n’a de valeur qu’au tout début de la vie ou la destruction pancréatique

n'est pas encore totale.

Le dosage de la TIR repose sur la mise en evidence radio-immuologique de
trypsine et de trypsinogene dans le sérum des nouveau-nés, dont le taux maximal au
deuxiéme trimestre de la vie foetale décroit rapidement aprés la naissance. Il est plus
élevé chez l'enfant porteur d’'une mucoviscidose. La destruction progressive du
pancréas exocrine au cours des premiers mois de vie fait que ce test perd toute sa
valeur au dela de 6 mois. Ce test ne peut étre utilisé seul comme moyen de
dépistage systématique en raison des faux positifs (hypertrypsinémie transitoire)
touchant 1 a 2% des nouveau-nés (notamment en cas de stress néonatal), et des
résultats normaux chez les enfants malades suffisants pancréatiques (5 a 10%). Sa
sensibilité est de 95 a 98% (hors iléus méconial) et sa spécificité est trés médiocre a
3 jours de vie, d’'ou la nécessité de réaliser d’autres examens pour le dépistage.

En 2005, Ogino et son équipe (88) évaluent les caractéristiques de la TIR en
utilisant les données déja publiées : la probabilité d’avoir une TIR augmentée si le
nouveau-né est affecté est approximativement de 1 ; de 0,041 si le nouveau-né est
porteur sain; et de 0,011 si le nouveau-né n'est pas porteur du géne de la
mucoviscidose.

Les travaux de Hammond KB (89) ont montré que 95,2% des nouveau-nés
atteints de mucoviscidose (a I'exclusion des iléus méconiaux) pouvait étre identifiés
par le dosage de la TIR.

Lecoq et al.(90) ont suggéré que les concentrations néonatales de TIR étaient

en partie génétiquement déterminées.
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Chez un enfant né prématurément, la valeur de la TIR garde la méme valeur
pour le dépistage.
Seule la TIR dosée dans un centre de dépistage est validée. Il ne faut pas
confondre avec les valeurs de plusieurs autres techniques.
En cas d’iléus méconial a la naissance, la TIR n’a aucune valeur prédictive

négative.

2. Trypsine immunoréactive

2.1 Technique

Le dosage de la trypsine immunoréactive se réalise soit par radioréaction, soit
par imunofluorescence et peut étre effectué par les méthodes CIS Bio, Autodelfia ou
Delfia. Les résultats sont exprimés par rapport a une valeur seuil. La commission de
contréle de 'AFDPHE organise le contrble de qualité aupres de I'ensemble des
laboratoires.

Dans notre centre de dépistage, la méthode de dosage utilisée est la méthode
Delfia® par immunofluorescence. Les principes de cette méthode de dosage sont
basés sur la fluorométrie, utilisant des anticorps monoclonaux (voir annexe n°6). La
fluorescence de chaque échantillon est proportionnelle a sa concentration en TIR. En
cas de valeur supérieure ou égale a 45 pg/l, le dosage est réalisé une seconde fois.
S'il reste supérieur au seuil autorisé (60 pg/l initialement, aujourd’hui 65 ug/l), le
prélevement est envoyé dans un laboratoire de biologie moléculaire pour que soit

réalisée une analyse génétique, si'accord a été signé par le ou les parents.

2.2 Risque de faux négatifs ou d’enfants non
dépistés
Il faut savoir qu'avec ce dépistage, les formes de mucoviscidose initialement
sans atteinte pancréatique ou avec atteinte de gravité modérée ou faible, ne sont pas
dépistées car leur TIR peut étre normale. Ces formes concernent 10 % des enfants

atteints par la maladie. Dans ce cas, on ne peut pas réellement parler de faux-

négatifs.
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Par ailleurs, il faudra penser a faire un test de la sueur en cas d'’iléus méconial,
chez les enfants maghrébins ou turques avec retard de croissance intra-utérin car
ces enfants sont moins souvent insuffisants pancréatiques et leur TIR peut étre
normale ; de méme en cas d’iléus méconial, car la TIR n’a aucune valeur prédictive

négative.

3. Test de la sueur

3.1 Historique

Dans un article publié en 1951, Kessler et Anderson (91) rapportent que 5 des
10 enfants admis au “Babies Hospital in New York”, au cours d’'une période de fortes
chaleurs en aolt 1948, étaient des enfants atteints de mucoviscidose. Ces enfants
souffraient de forte déshydratation, de fiévre, de signes de collapsus circulatoire et
deux d’entre eux sont décédés (les 2 avaient la mucoviscidose). Leur hypothése
étaient de dire que, soit les glandes sudoripares de ces enfants ne fonctionnaient
pas bien, soit qu’une petite infection associée a un hypermétabolisme rendaient les
enfants atteints de mucoviscidose plus susceptibles aux fortes chaleurs. La premiére
hypothése fut abandonnée aprés avoir observé un enfant qui avait une sudation
profuse.

Cette observation a conduit a '’hypothése qu’il devait y avoir une anomalie de
la composition en électrolytes de la sueur des patients atteints de mucoviscidose, et
les mémes auteurs publiaieﬁt deux articles a ce sujet en 1953.

* Le premier était une communication préliminaire (92), dans lequel les
auteurs montraient que les patients atteints de mucoviscidose excrétaient quatre a
cing fois plus de sodium et de chlore dans la sueur que les sujets sains.

* Dans le second article, Di Sant’Agnese et al (93) publient la technique de
mesure du chlore et du sodium dans la sueur et démontrent que la concentration en
electrolytes dans celle-ci est augmentée en cas de mucoviscidose, ce qui est

confirmé par les travaux de Finch en 1957 (94).

Suite a cette découverte, le test de la sueur était realisé en plagant le patient
dans un sac en plastic jusqu’aux épaules, avec ou sans bouteilles d’eau chaude,

pour stimuler la sudation. Puis les patients étaient placés dans une piece chaude et
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humide (32°C, 50% d’humidité). Mais ces méthodes n’étaient pas satisfaisantes en
raison de la survenue de complications telles que I'hyperthermie et les coups de
chaleur. L'injection directe d’'un agent cholinergique par voie intradermique était trop

douloureuse et non réalisable.

En 1959, Gibson et Cooke (95) améliorent le test en utilisant la iontophorése a
la pilocarpine pour stimuler la production de sueur. Un rhéostat avait été adapté pour
permettre une iontophorése de la pilocarpine dans la peau, utilisant une électrode
positive et une électrode négative. L’électrode positive était placée sur la face
antérieure du bras, sur un papier filtre imbibé de 0,2 mL de pilocarpine a 0,2%. Un
courant a 0,2 mA était appliqué pendant 5 minutes, puis la sueur était recueillie sur
un papier filtre prépesé, pendant 30 minutes. Le chlore sudoral était mesuré par la
méthode de polarographie. Les tests de la sueur réalisés par cette méthode avaient
été performants chez 25 patients atteints de mucoviscidose et 27 patients contrbles.
Les patients atteints de mucoviscidose avaient tous un chlore sudoral >80 mEq/L ;
les sujets contrbles avaient des valeurs moyennes de 21,1 mEqg/L (le plus élevé a 60
mEq/L). Les auteurs, affirment par cette étude, que la iontophorése par la pilocarpine
est une technique rapide, indolore, slre et fiable pour stimuler la sudation et faciliter
le dosage de la concentration du chlore sudoral, ce qui est confirmé en 1967 par
Shwachman (96) qui publie les résultats de 7 années d’expeérience d’utilisation du
test de la sueur aprés sﬁmulation a la pilocarpine.

Cette méthode de stimulation de la sudation reste la base pour la méthode standard
de recueil de sueur qui est aujourd’hui toujours utilisée, plus de 40 ans aprés sa

découverte pour le diagnostic de la mucoviscidose.

Le chlore est I'électrolyte de la sueur le plus sensible pour le diagnostic, bien
que la concentration de I'ion sodium soit aussi une valeur fiable ; les deux valeurs
sont en général similaires (97). L'utilité du rapport entre chlore et sodium n’est pas
claire. En ce sens, I'équipe australienne de Massie et al a retrouvé dans une étude
sur le test de la sueur, réalisée entre 1993 et 1996, une valeur prédictive positive du
rapport Cl/Na de 37%, rendant ce rapport peu fiable pour affirmer un diagnostic de

mucoviscidose.

Farrell (98), en 1996, a étudié les concentrations du chlore sudoral chez les

enfants de moins de 6 semaines, hétérozygotes et homozygotes pour la mutation
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AF508, incluant les porteurs sains du géne de la mucoviscidose. Il a ainsi pu mettre
en évidence que le test de la sueur par iontophorése a la pilocarpine pouvait étre
utilisée avec succés chez les enfants de moins de 6 semaines (99,3% de tests
réalisés avec succés chez les nourrissons testés). |l propose de fixer la limite
supérieure de la normale, pour le chlore sudoral chez les enfants, a 40 mEg/L. Par
ailleurs, il met en évidence que les porteurs sains de l'alléele muté AF508 ont une
elévation modérée, mais significative, de la valeur du chlore sudoral (14,9 + 8,4
mEg/L) par rapport a la population d’enfants sains et non porteurs du géne (10,6 +
6,2 mEg/L). Il est démontré qu’il faut au moins recueillir 75 mg de sueur pour que la
valeur du chlore sudoral soit interprétable.

Récemment, Parad et son équipe (99) a publié en 2005 une étude visant a
déterminer les limites du test de la sueur réalisé trés précocement chez le nouveau-
né aprés un dépistage néonatal positif pour la mucoviscidose. Il montre que la raison
la plus fréquente d’un résultat ininterprétable, quand il est réalisé trop précocement,
est une quantité insuffisante de sueur et qu'un test trop précoce augmente la
probabilité d’obtenir un résultat borderline. Cette étude montre que le test de la sueur

peut étre performant a partir de 2 semaines de vie.

Le test de la sueur reste aujourd’hui 'examen de premiére intention pour le
diagnostic de mucoviscidose. La technique est délicate et nécessite une
méthodologie stricte. Trois étapes sont bien individualisées : stimulation de la
sudation par iontophorése a la pilocarpine, recueil de la sueur et analyse qualitative

ou quantitative de la sueur.

3.2 Description de la technique

3.2.1 Technique de Gibson et Cooke

La technique de Gibson et Cooke reste la méthode de référence.

v’ stimulation de la sudation: la sueur est obtenue apres iontophorése a la
pilocarpine, drogue cholinergique qui stimule les glandes sudoripares. Comme
celle-ci ne traverse pas la barriére cutanée, l'iontophorése va permettre sa
pénétration de la peau vers les glandes sudoripares. Cette iontophorése est
réalisée a l'aide d’'un ampéremeétre a ionisation muni de deux électrodes (voir

photo en annexe n°7). Le bras droit ou gauche est généralement utilisé. La
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peau devra étre indemne de toute altération (eczéma, écorchure) et
débarrassée, par un lavage soigneux, des chlorures physiologiques résiduels.
La jonction électrique est réalisée par des compresses imprégnées d’une
solution d’acide sulfurique pour la cathode et d’'une solution de sulfate de
pilocarpine a l'anode. Les électrodes sont fixées a l'aide de bandes de
caoutchouc sur la face antérieure de 'avant-bras, préalablement nettoyée. Un
courant de 1,5 a 4 mA est appliqué pendant 6 minutes. La peau est ensuite
lavée a l'eau distillée et séchée.

Recueil de la sueur : on utilise un papier filtre préalablement pesé a 0,1 mg

pres. Celui-ci sera appliqué sur la surface stimulée, recouvert d'un film
plastique collé hermétiquement a la peau pour éviter tout risque d’évaporation.
Aprés 30 a 60 minutes de sudation, le papier filtre est retiré a l'aide d’'une
pince, et pesé immédiatement. Le poids de sueur minimal pour que le test soit
fiable doit &tre de 100 mg.

Dosage des ions chlorures dans la sueur : il s’agit de la méthode de Schales ;

elle est quantitative puisqu’elle tient compte du volume de sueur. Aprés
extraction des chlorures du papier filtre avec 5 ml d’eau distillée, le dosage se
fait par titrimétrie avec une solution de nitrate mercurique (voir photo en
annexe n°8). Les précautions doivent étre nombreuses pour éviter toute
erreur : la pesée doit étre extrémement précise, le risque de contamination
chlorée par la verrerie doit étre évitée, de méme que la contamination de
I'échantillon par les mains de l'opérateur. Il est donc nécessaire que le test
soit réalisé de fagon courante au niveau d’un laboratoire et par une personne
expérimentée. C'est alors un test fiable mais qui ne peut étre réalisé au lit du

malade.

3.2.2 Meéthodes semi-quantitatives :

Ce test de la sueur utilise une electrode spécifique (technique utilisée a

Nancy) : le dosage des ions chlorures dans la sueur est fait directement sur la peau,

apres iontophorése a la pilocarpine, a 'aide d’électrode spécifique commercialisées

sous le nom d’Exsudose™ (voir photos en annexes n°9 et 10). Pour cette derniére la

collection de la sueur est améliorée par l'utilisation d’une cupule, Exsupatch™, qui

permet la diffusion de la sueur a 'endroit ou est appliquée I'électrode. L’estimation de

la quantité de sueur émise est impossible et il y a un risque d’évaporation. C’est la
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méthode dite « par iontophorése » . L’autre méthode est le test de la sueur par
mesure de la conductivité électrique (Wescor™). Enfin, il existe une méthode de

mesure qualitative, par CF Indicator™.

3.3 Résultats

La technique de Gibson et Cooke reste la méthode de référence, les autres
techniques sont intéressantes comme test de dépistage. La technique de Gibson et
Cooke et la technique utilisant une électrode spécifique donnent des résultats
concordants : lorsque la valeur de la concentration en chlore est inférieure a 40
mmol/L, le test est normal ; entre 40 et 60 mmol/L, il est douteux ; supérieur a 60
mmol/L, le test est positif (valeurs valables pour les enfants au dela de 3 mois). La
sensibilité du test de Gibson et Cooke est de 98% , la spécificité est de 83%, et la

valeur predictive de 99,5%.

3.3.1 En fonction de I'age :

Dans les 48 premieres heures de vie, il existe chez environ 25% des nouveau-
nés une augmentation transitoire de la concentration de chlore. Le test de la sueur
peut étre réalisé méme chez des enfants jeunes. En effet, Farrell et Koscik (98) ont
réalisé, dans le cadre du dépistage néonatal, des tests de la sueur a des enfants
agés de 6 semaines (par la technique de Gibson et Cooke) : le pourcentage d’échec
était identique , que I'enfant soit 4gé de plus ou moins 6 semaines. Le taux de chlore
est déja retrouvé élevé pour ces enfants, a 100 mmol/L. Farrell évoque une positivité

pour des valeurs =2 40 mmol/l et FAFDPHE pour un taux = 30 mmol/l.

3.3.2 En fonction du génotype :

Chez les enfants atteints de mucoviscidose, le résultat du test de la sueur est
indépendant du génotype : que I'enfant soit AF508 homozygote ou AF508
hétérozygote, ou non porteur de la mutation AF508. Le test de la sueur ne permet
pas d’identifier les hétérozygotes, bien que les concentrations de chlore soient un

peu supérieures a la moyenne.

3.3.3 Causes d’erreur

v' faux positifs : en dehors des erreurs techniques, les situations pathologiques
suivantes peuvent donner un test de la sueur faussement positif : malnutrition,

étiologies  endocriniennes  (pseudo-hypoaldostéronisme, hypothyroidie,
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hypoparathyroidie, panhypopituitarisme, insuffisance  surrénalienne),
étiologies métaboliques (fucosidose, glycogénose type l,
muccopolysaccharidose type 1), hypogammaglobulinémie, syndrome
néphrotique, diabéte insipide néphrogénique, cholestase familiale, syndrome
de Klinefelter, anorexie mentale, nanisme psychosocial, dermatite atopique,
dysplasie ectodermique, maladie caeliaque, déficit en G6PD.

v' cas douteux : en cas de test douteux, il est nécessaire de refaire un test avec
la méthode de référence.

v' faux négatifs : les causes sont les erreurs techniques, la présence d'un

cedeme, un traitement minéralocorticoide en cours. Dans ces cas, il faudra
rechercher des arguments cliniques et paracliniques (Différence De Potentiel

transépithélial ou DDP, biologie moléculaire) en faveur du diagnostic.

4. Biologie moléculaire

Actuellement, nous connaissons plus de 1400 mutations possibles du géne
CFTR, codant pour un canal chlore défectueux. Il est, techniquement et
économiquement parlant, impossible de les rechercher toutes pour un diagnostic
rapide, mais nous retrouvons dans une région donnée, une fréquence particuliere
pour quelques unes d’entre elles. En France I'étude des mutations du géne CFTR,
toutes régions confondues, permet de mettre en évidence les mutations les plus
fréquentes et montre ainsi que la mutation AF508 est retrouvée dans 75% des cas, la
G452X dans 3,3% des cas, la N1303K dans 2,4% des cas et la 1717-1G>A dans
1,31% des cas (100). Les génotypes sont trés variables et peuvent associer deux
mutations séveres ou une mutation sévere et une mutation moins sévere, pouvant
ainsi modifier le phénotype. Les kits de laboratoire utilisés en premiére intention
recherchent un panel de 20 a 30 mutations (voir annexes n°4 et 5) les plus
fréquentes sous nos latitudes. Le kit 30, spécialement congu pour le dépistage
effectué en France, couvre plus de 80% des mutations responsables de
mucoviscidose. Lorsque le kit ne permet pas d’identifier les deux mutations, un
criblage systématique de tout le géene permet d’identifier des mutations rares. De
plus, depuis 2004, plusieurs laboratoires ont mis en place la recherche de grandes
delétions. L’ensemble de ces recherches permet d’identifier plus de 97% des

mutations responsables de mucoviscidose.
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5.Le cout du dépistage

Le programme national de dépistage néonatal de la mucoviscidose présente
un cot direct de 1,54€ par dosage de trypsine et 122€ par examen en BM;
globalement, le colt est estimé a 2,4€ par nouveau-né testé; 7500 a 10000€ sont
investis pour repérer un enfant porteur de l'affection. Le co(t lié au diagnostic d’'un
cas de mucoviscidose, réparti sur 'ensemble des naissances, serait de 3,82€ en
F'absence de programme de dépistage, tandis qu’il est de 3,52€ par nouveau-né en
cas de dépistage (31).

Des résultats similaires ont eté retrouvés par I'étude menée par I'équipe du
Wisconsin (101). Elle montre que le colt annuel estimé pour le dépistage et le
diagnostic d’'un enfant porteur de la mucoviscidose est de 4,58% par nouveau-né
alors que, lorsqu’il n'existe pas de dépistage néonatal, les différentes hospitalisations
et traitement instaurés pendant la période qui a précédé le diagnostic coltent 4,97$

par nouveau-né.
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lll. METHODOLOGIE DU DEPISTAGE

1. Pratique quotidienne

En région Lorraine, le dépistage est réalisé selon l'organigramme de
dépistage national établi d’aprés les modifications débutées au 2°™ trimestre 2003

(voir annexe n°3). Ce dépistage est en place depuis juin 2002 dans notre région.

Nous avons réalisé une étude rétrospective des enfants dépistés et nés durant
le période de début juin 2002 a fin novembre 2005 par I'étude des dossiers des
nouveau-nés. Tous les enfants de la région Lorraine qui ont nécessité un test de la
sueur, ont été vus dans le CRCM de Nancy.

Le prélévement sanguin initial est réalisé au 4°™ jour de vie dans la maternité
de naissance, et est appelé par convention « J3 ». Le carton de dépistage est
envoyé par courrier postal au laboratoire de dépistage de I'hépital d’enfants de
Nancy ou est dosée la TIR par la méthode Delfia™.

Quand le taux de TIR est supérieur au seuil d’action, le dosage est complété
par la recherche de mutations dans le géne CFTR si le consentement écrit des
parents a eté préalablement recueilli. En cas d’absence de signature sur le carton de
dépistage, les parents du nouveau-né sont contactés dans la maternité ou a eu lieu
l'accouchement, pour la demande d'une signature. En cas de refus de

consentement, seul un prélévement a J21 est réalisé.

L’étude en BM a été réalisée par le laboratoire de génétique du CHU de Reims.

Le Kit 20 (Kit Orchid-Tepnel a 20 mutations) a éte utilisé jusqu’en octobre 2004, puis
a été remplacé par le Kit 30. Actuellement depuis 1 an, le Kit 30 est complété par la
recherche de 9 autres mutations, dans les exons 7, 10, 11 et 20 et dans les introns
12 et 19.

Si le nouveau-né est porteur d’'une ou deux mutation(s), il est convoqué dans
le CRCM. Si aucune mutation n'est découverte, un nouveau prélévement de sang
sur papier est demandé pour contréle de la TIR (J21): si une hypertrypsinémie

persiste, I'enfant est vu dans le CRCM.
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Dans un premier temps, et jusqu’a la fin du premier trimestre 2003, le seuil
d’action etait fixé a 60 pg/l. En cas de dépassement du seuil, une BM était réalisée :
si celle-ci revenait négative, le nouveau-né était convoqué pour la réalisation d’un
contréle de la TIR a J21.

En raison d'un grand nombre d’enfants considérés comme suspects sur la
TIR, & partir du 2°™ trimestre 2003, il a été décidé de passer le seuil d’action a 65
ug/l et de ne réaliser un dosage de la TIR a J21 lorsque la BM était négative, que si
la TIR a J3 était supérieure a 100 pg/l. Dans le méme temps, le taux de TIR sur le
prélevement de contrdle conduisant a convoquer un enfant sans mutation dans le
CRCM est passé de 30 a 40 pg/l.

Ces modifications de I'organigramme de dépistage auront permis de diminuer

les demandes de biologie moléculaire et les faux positifs.

Il est important de signaler quen réalité, le 2°™ prélévement, réalisé
théoriquement a J21, est plus souvent effectué plus tard : aprés avoir recu les
résultats de BM et avoir convoqué le nouveau-né dans le CRCM ou la maternité
selon les cas. La date du prélévement de ce 2°™ dosage varie entre 3 semaines et 2
mois de vie de I'enfant selon que les résultats de BM ont été plus long a revenir ou
que la famille a été difficile a contacter. Cependant, nous appelons ce deuxiéme
prélevement « J21 » pour des questions de facilité.

Lorsque qu’'une seule mutation a été retrouvée par le Kit de dépistage, et
quand l'enfant est trés suspect de mucoviscidose, la recherche d'une deuxiéme
mutation est réalisée par le laboratoire de génétique du CHU de Nancy ou le

laboratoire de génétique moléculaire de I'h6pital Henri Mondor a Créteil.

2. Terminologie

v" Nous parlons de nouveau-né « suspect » lorsque le dosage de la TIR & J3 est
supérieur au seuil d’action défini par TAFDPHE (60 ug/l jusqu’en mars 2003,
puis 65 pg/l).

v Nous appelons «hétérozygotes » les enfants chez qui n'a été découverte

gu’une seule mutation par le Kit 20 ou 30 et chez qui le test de la sueur était

négatif.
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v" Nous appelons « formes frontiéres » les formes de mucoviscidose avec des
mutations modérées de la protéine CFTR et chez qui le test de la sueur était
initialement douteux, voire normal, et qui, aprés quelques mois, est devenu
anormal. Pour ces enfants, il N’y a en général pas d’insuffisance pancréatique
et le suivi médical est moins fréquent que pour les formes classiques de la

maladie. Il s’agit de maladies du géne CFTR ou « CFTR-opathies ».

v' Nous parlons de «faux-négatifs » lorsqu'un enfant porteur de Ia
mucoviscidose n’a pas été dépisté a la naissance mais révélé secondairement
par un diagnostic clinique. Ces cas concernent surtout les enfants ayant une
forme sans insuffisance pancréatique qui sont le plus souvent des formes
modeérées de la maladie. Le terme de « faux-négatif » est en fait incorrect
dans ces cas puisque nous savons que ces formes ne seront pas mises en
évidence par le dépistage. Cependant, de réels faux-négatifs peuvent
s’observer chez des enfants porteurs de formes sévéres de la maladie lorsque

I'atteinte pancréatique est tellement importante que la TIR est quasi-absente.

v" Nous parlons de « faux-positifs » lorsque la TIR est augmentée a J3,
gu'aucune mutation n’a été retrouvée a la BM et que le taux de TIR se

normalise au dosage de contréle a J21.

v" Nous appelons « mutations modérées » des mutations du géne de la protéine

CFTR qui entrainent une forme modérée de mucoviscidose.

v Nous parlons de biologie moléculaire positive au dépistage (BM +) lorsqu’une
ou deux mutations a (ont) été retrouvée(s) a I'étude initiale du géne (Kit 20 ou
30).

v Pour I'évaluation du dépistage en ce qui concerne les délais diagnostics et les
délais de consultation, nous avons exclu les diagnostics fondés sur une
démarche clinique directe (iléus méconial) afin de donner une meilleure idée
de la prise en charge des patients qui n’avaient pas de signes d’appels

cliniques.
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RESULTATS EN REGION LORRAINE

B. Particularités de la région Lorraine

En région Lorraine, les dosages biochimiques de tous les nouveau-nés sont
réalisés au laboratoire de dépistage de I'hopital d’enfants de Nancy, ou sont
également recherchées les autres maladies du dépistage néonatal (& 'exception de
la drépanocytose pour laguelle 'étude de 'hémoglobine est faite par le laboratoire de
Lille). S’il est nécessaire que soit réalisée une étude génétique, le prélevement est
envoyé au laboratoire de biologie moléculaire du CHU de Reims.

Cependant, certains nouveau-nés nés en Lorraine sont dépistés par d'autres centres
de dépistage que Nancy : la région Nord-Est de la Moselle (Saint Avold, Forbach et
Sarrebourg) est rattachée au centre de dépistage de Strasbourg; de méme, en
raison d'un nombre insuffisant d’obstétriciens en Meuse, les femmes de ce
département accouchent plus souvent a St Dizier : ces nouveau-nés bénéficient

alors du dépistage réalisé par le CHU de Reims.

C. Résultats globaux

Un enfant « suspect » sur cinq (105/508) est convoque dans un CRCM : 78 %
d’emblée sur une ou deux mutations détectées, 22 % devant la persistance d’une
hypertrypsinémie au prélévement dit de J21.

Les résultats généraux du dépistage sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1: Résultats globaux du dépistage.

Nnés Test BM + Mucoviscidose Hétéro-zygotes
testés suspects Nbr Fréq Nbr fréq
2002 13453* 79 14 7 1/1921 7 111
2003 22869 116 17 7 113267 10 111
2004 23191 157 24 9 1/2576 15 110
2005 21229 156 28 8 1/2653 20 1/8
Totaux 80742 508 83*** 31 1/2604 52 1/10**
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* Le'nombre de test effectués en 2002 est plus faible car le dépistage a été débuté en juin ;
** la fréquence des hétérozygotes est calculée sur les nouveau-nés ayant eu une BM
(52/508) ; *** 83 enfants ont eu une BM + : 1 ou 2 mutation(s).

La fréquence des enfants malades est calculée par rapport a la population d’enfants
nés durant 'année. La fréquence des hétérozygotes identifiés est calculée par

rapport aux enfants hypertrypsinémiques pendant 'année.

1. Nombre d’enfants testés

Entre 2002 et 2005, 80742 enfants ont bénéficié du dépistage de Ia
mucoviscidose, dont 13453 en 2002, 22869 en 2003, 23191 en 2004 et 21229 de

janvier a fin novembre 2005 (voir tableau 1).

2. Nombre d’enfants suspects

Les enfants dits « suspects » sont ceux dont le dosage de la trypsine a J3 était
supérieur au « seuil d'action ». Ces enfants ont tous bénéficié d'une étude en
biologie moléculaire. Au total, 508 nouveau-nés ont été suspects de mucoviscidose,
soit 0,62 % des naissances, proche de l'objectif fixé a priori au niveau national (0,5
%). Entre 2002 et 2005, 508 enfants ont eu une test de dépistage positif ayant
nécessité une étude en biologie moléculaire : 79 en 2002, 116 en 2003, 157 en 2004
et 156 en 2005.

Cette population d’enfants est répartie selon un sex ratio égal a 1.

La distribution selon le département de naissance est représentée dans le tableau 2.

Tableau 2 : Répartition des départements de naissance des enfants ayant une

TIR positive.
Lieu de naissance | Nbr d’enfants | Pourcentage
52 1 0,20 %
54 186 36,76 %
55 22 4,35 %
57 225 44,47 %
88 72 14,23 %
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Les valeurs de la TIR supérieur au seuil d’action a J3 vont d’'un minima de 60

Mg/l @ un maxima de 320 ug/l.

En raison du changement du « seuil d’action » de 60 a 65 ug/l, une baisse du

nombre de demandes de BM était attendue a partir du début du 2°™ trimestre 2003.
En ce qui concerne la population Lorraine, cette modification du seuil d’action semble
avoir fait diminuer le nombre de demandes de 0,58 a 0,50 % de 2002 a 2003, mais a
partir de 2004, proportion de demande d’examens génétiques était a 0,67 % comme
le montre le tableau 3.
Avant la modification du seuil d’action (début avril 2003), 7 enfants avaient été dits
« suspects » en raison d'une TIR a J3 élevée entre 60 et 64 ug/l : tous ont normalisé
la valeur de la TIR a J21 et 'un d’eux était hétérozygote porteur sain de la mutation
AF508.

Tableau 3 : Répartition des enfants suspects selon les années et évolution des

chiffres aprées le changement du seuil d’action de la TIR a J3.

. Total des Enfants % demandes Enfants vus au
Années
haissances suspects BM CRCM
2002 13453 79 0,58 % 21
2003 22869 116 0,50 % 22
2004 23191 157 0,67 % 34
2005 21229 156 0,73 % 28
TOTAUX 80742 508 0,62 % 105
** 06/02 au
31/03/2003 19225 104 0,54 % 27
*A partir du
01/04/2003 61517 404 0,65 % 78

** De juin 2002 au 31/03/2003, la valeur seuil de la TIR a J3 était a 60 ug/l ;
*A partir du 01/04/2003, la valeur seuil de la TIR a J3 est a 65 pg/I.
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3. Enfants ayant eu une étude en biologie

moléculaire

Le nombre d’enfants ayant bénéficié d’'une étude en biologie moléculaire est
égal au nombre d’enfants suspects car aucun refus de consentement parental n'a
été observé. En effet, lorsque la signature parentale était absente du carton de
dépistage, il s’agissait d’'un oubli ; un deuxiéme carton de dépistage (sans nouveau
prélevement) était alors demandé avec la signature afin de pouvoir réaliser 'étude
génétique nécessaire a la poursuite du dépistage. Par contre, deux enfants n'ont eu
aucun dépistage néonatal car les parents ont refusé tout prélévement sanguin a leur
bébé, (toutes maladies confondues).
En ce qui concerne les résultats de la BM, sur les 508 enfants ayant eu une étude
génétique, 83,8% (n = 426) n’avaient pas de mutation, 16,14% (n = 82) avaient 1 ou
2 mutations trouvées par les kit20 ou 30, dont 12 % (n = 61) avaient 1 mutation et 4,1
% (n = 21) avaient d’emblée 2 mutations. (voir tableau 4)

Un enfant a bénéficié de I'étude moléculaire en période anténatale car il existait

une suspicion de mucoviscidose sur des anomalies intestinales a I'échographie.

4. Enfants convoqués d’emblée dans un CRCM

Ainsi, 82 enfants (soit 16,1 % des enfants « suspects ») ont été convoqués
d’emblée dans un CRCM en raison de la présence d’'une ou deux mutations du kit 20
ou 30 : 21 dentre eux (soit 3,94%) avaient deux mutations d’emblée, et trés
vraisemblablement une mucoviscidose ; 61 (soit 12,2%) n’avaient qu’'une mutation et
peut-étre une mucoviscidose ; le diagnostic de mucoviscidose a été confirmé chez 9
d’entre eux (16%). Chez 1 enfant sans aucune mutation trouvée (analyse par le
Kit20), la mucoviscidose a été diagnostiquée secondairement a la suite d’'une « TIR a
J21 » élevée ('une des deux mutations aurait pu étre dépistée par le Kit 30 si celui-ci
avait déja été mis en place). Le statut de 6 enfants n’est pas connu : 3 perdus de vue
(dont 1 qui a eu le prélévement de la TIR a J21 et nécessitait un test de la sueur, et 2
qui n‘ont pas eu de deuxieme prélévement) et 3 enfants décédés (tous de grande
prématurité ; deux ont pu étre prélevés a J21) ; ils n’avaient pas de mutation
retrouvée.

Le kit 20 a permis de retrouver une ou deux mutations chez 15,4% des enfants

suspects pendant la période durant laquelle il a été utilisé ; puis, le kit 30, qui a
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remplacé le kit 20 a partir d’octobre 2004, a permis de retrouver une biologie
moléculaire positive chez 17,89% des enfants suspects.

Le statut des enfants suspects est précisé dans le tableau 4 ci-dessous.

Tableau 4 : Statut des enfants suspects

Biologie | Perdude TS Contréle
. Total |Décédé*
moléculaire vue** Normal TIR J21>40 | J21<40
2 mutations
] 20
d’emblée

1 mutation 62

Total 508 3 3 31 74 283 23 260

* 3 décés par grande prématurité

** 1 seul perdu de vue a eu un prélévement a J21, il était anormal

5. Nombre de faux négatifs

Actuellement, avec le faible recul dont nous disposons, nous n’avons observé
aucun faux-négatif parmi les enfants nés en Lorraine. Cependant, nous pouvons
nous attendre, compte tenu du fait que l'atteinte pancréatique n’existerait a la
naissance que dans 90 % des cas, qu’un certains nombre de formes modérées se

révelent plus tard.

6. Enfants sans aucune des 30 mutations

recherchées

Une TIR de contrble a J21 a été nécessaire pour 288 enfants « suspects ». Ces
enfants sont ceux chez qui aucune mutation n’a été retrouvée a la BM et, a partir du

deuxiéme trimestre 2003, ceux qui n'avaient aucune mutation avec cependant une
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TIR a J3 supérieure a 100 pg/l. Parmi ces enfants, 3 n'ont pu avoir leur controle de
TIR a J21 (1 décédé, 2 perdus de vue) ; 283 ont pu étre préleves pour le dosage
sanguin donc 96,3 % des enfants sans mutation ont eu leur contréle de TIR.

La TIR était normalisée chez 260 enfants (91 %) mais pour 23 (8 %), la TIR
restait au dessus du seuil (fixé dans un premier temps a 30 pg/l puis a 40 ug/l ). Ces
enfants ont été convoqués au CRCM pour un test de la sueur. Le diagnostic de
mucoviscidose a été posé pour un seul d’entre eux, soit 0,34 % des enfants sans
mutation, et 4,34 % des 23 enfants dont la TIR a J21 restait élevée. Chez un enfant,
le test de la sueur n’a pu étre réalisé car le petit est décedé, le décés étant survenu
entre le prélévement de J21 et le test de la sueur ; les 21 autres enfants avaient un

test de la sueur normal et ont donc été déclarés indemnes de mucoviscidose.

En réalité, le dossier de 396 enfants a été conclu « TIR normalisée »,
comprenant 260 enfants ayant réellement eu un contréle de la TIR et celui-ci était
normal, et 137 enfants qui nont pas eu de contréle car la TIR a J3 était inférieure a

100 ug/l et ils n’avaient pas de mutation.

7. Les mutations trouvées : 1° mutation trouvée

par le Kit

Chez 82 enfants, il a été trouvé initialement une ou deux mutation(s) : 21 enfants
avaient d’'emblée deux mutations, et 61 n’avaient qu'une mutation. Chez 48 enfants,
'étude a été réalisée par le Kit 20 et chez 34 enfants, par le Kit 30. Il s’agissait de la
mutation AF508 pour 50 enfants (61 % des mutations) et de R117H pour 11 enfants
(13,4 %). Les autres mutations mises en évidence sont rapportées dans le tableau

ci-dessous.
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Tableau 5 : Mutations trouvées chez les enfants suspects a la premiére étude
en BM

MUTATION |Nombre d’enfants porteurs|Proportion

R117H 11 2,16 %

171711G>A 1 0,2 %
2183/AAG 1 0,2 %
3272-26 1 0,2 %
349TT 1 0,2 %
3659delC 1 0,2 %
3849+10kbC>T 1 0,2 %
621+1G/T 1 0,2 %
N1303K 1 0,2 %
R117P 1 0,2 %
R334W 1 0,2 %
R347P 1 0,2 %
R1251N 1 0,2 %
w1282X 1 0,2 %
TOTAL 82 16,14 %
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8. Conclusions du dépistage pour les enfants

suspects

Pour tous les enfants « suspects », le dépistage néonatal a permis de dépister 31
enfants atteints de mucoviscidose (6,10 %) dont 4 formes frontieres ; 75 enfants
(14,76 %) ont eu un diagnostic de mucoviscidose exclu aprés un test de la sueur
négatif et un examen clinigue normal au CRCM ; 396 enfants ont eu une TIR
normalisée a J21 (77,95 %) ; 3 enfants sont décédés (0,59 %) et 3 enfants ont été
perdus de vue (0,59 %).

Diagramme 1 : Conclusions du dépistage chez les enfants suspects

Conclusions du dépistage chez les enfants
suspects

1% # mucoviscidose
|

confirmée

mucoviscidose
exclue

TIR normalisée sur
prélevement J21

[ décédés

@ perdus de vue

9. Délai d’établissement du diagnostic

La durée moyenne pour établir la conclusion finale du dépistage apres la
naissance, en dehors des iléus méconiaux, est évaluée a 56 jours, avec un délai
maximal de 270 jours (9 mois) et un délai minimal de 6 jours. 50 % des enfants ont

eu leur diagnostic posé en 1 mois environ et 75 % a 'age de 1 mois et demi.
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D. Les enfants examinés au CRCM

Au total, 105 enfants ont été examinés au CRCM de Nancy depuis le début du
dépistage, dont 82 pour une ou deux mutations retrouvées a I'étude génétique et 23

pour une TIR au prélévement de J21 supérieure au seuil (30 pg/l puis 40 pg/l).

1. Délai entre le premier appel et le jour de la

consultation

L’'appel téléphonique de la famille était réalisé par le meédecin référent du
CRCM ou un médecin pédiatre de la maternité dans laquelle était né l'enfant. Le
délai entre le premier appel et le jour de la consultation était en moyenne de 12 jours
(0-33), mais cette valeur est faussée par de rares cas qui ont eté difficiles a contacter
(jusqu’'a 2 mois). La durée médiane de 5 jours et 25 % des enfants sont venus au

CRCM dans le jour suivant la convocation téléphonique.

2. Age de I'enfant

L’age de I'enfant au moment de la convocation téléphonique était en moyenne
de 35 jours, I'enfant convoqué le plus tardivement avait déja 2 mois de vie.
L’age de V'enfant au moment de la consultation au CRCM était en moyenne de

41 jours, 'enfant le plus agé avait 3 mois.

3. Localisation de ’enfant lors de ’appel

Au moment de I'appel, 18 enfants étaient hospitalisés, les 87 autres étaient au

domicile de leurs parents.

4. Motifs des hospitatisations

Les enfants hospitalisés étaient pris en charge pour une prématurité, une
diarrhée, des problemes de prise de poids depuis la naissance, un iléus méconial,
des douleurs abdominales ou d’autres raisons (laparoschisis, retard de croissance
intra-utérin, myopathie). Un enfant était encore a la maternité auprés de sa maman,
a 3 jours de vie...le diagnostic de mucoviscidose avait été suspecté en période
néonatale motivant la recherche des différentes mutations ; les résultats de la
biologie moléculaire, alors positifs, étaient revenus du laboratoire 3 jours aprés la

naissance de I'enfant. Celui-ci était asymptomatique.
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La répartition des causes d’hospitalisation en période néonatale est représentée

dans le diagramme ci-dessous.

Diagramme 2 : Causes des hospitalisations en période néonatale chez les

enfants suspects

Causes des hospitalisations en période néonatale
chez les enfants suspects

17%

[ prise pondérale
insuffisante
miléus méconial
6%
B pleurs

@ matemité

BEautres causes |

5. Nouvelle convocation au CRCM

Parmi les 105 enfants examinés au CRCM, 9 (8,5 %) ont du étre vus une
seconde fois pour contréler le test de la sueur car celui-ci était douteux ; le
diagnostic de mucoviscidose a alors été exclu pour 4 enfants, il été confirmé pour 1
enfant (qui en fait, avait été convoqué en raison d’un taux de vitamine E basse), et le
doute a persisté pour 4 enfants chez qui il a été nécessaire de réaliser un nouveau
test de la sueur 2 mois plus tard : 3 d’entre eux avaient une forme frontiére de
mucoviscidose, le quatrieme enfant était sain. L’dge moyen au moment de la
nouvelle convocation au CRCM était de 3 mois.

La conclusion du test de la sueur réalisé lors de la nouvelle consultation dans le

CRCM est résumée dans le diagramme ci-aprés.
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Diagramme 3 : Nouvelle convocation au CRCM pour un test de la sueur :

conclusiondu TS

Conclusion du controle du TS

B mucovscidose affirmée
1 mucovscidose exclue

Odoute persistant

E. Les malades dépistés

1. Données qglobales

1.1 Nombre d’enfants malades

Parmi les 106 nouveau-nés vus au CRCM, 31 ont été diagnostiqués positifs
pour la mucoviscidose (29,2%). Ce diagnostic a été porté en raison :

v' soit de la présence de deux mutations d’emblée retrouvées apres l'analyse
initiale du prélevement de J3 (20 enfants) et le dosage du chlore sudoral a
toujours confirmé le diagnostic.

v' soit d’'un taux de chlore sudoral élevé chez des enfants ayant une seule
mutation trouvée par le Kit 20 ou 30 (10 enfants) ou aucune mutation trouvée
mais une hypertrypsinémie persistante sur le prélévement de contrdle dit de
« J21 » (1 enfant).

Chez aucun de ces enfants le diagnostic de mucoviscidose n’avait été realisé

en période prénatale, mais chez I'un d’eux, il était fortement suspecté en raison d’un
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aspect de « torsion du colon » a 'échographie foetale du deuxiéme trimestre. Pour
cela, une amniocentése avait été réalisée pour rechercher les mutations du géne
CFTR en période anténatale. Les résultats de P'analyse génétique sont revenus
positifs (AF508/K710X) quelques jours apres la naissance de I'enfant ; a noter que la

mutation K710X ne fait pas partie de la liste des mutations communes du Kit 30.

Chez 5 d’entre eux, le diagnostic était suspecté avant le résultat du dépistage
en raison d’'un iléus méconial. La présence d’'un iléus méconial parmi les malades
avec une hypertrypsinémie a J3 représente 16 % des patients. Les valeurs de la TIR
a J3 pour ces enfants ayant présenté un ileus se reépartissent entre 56 et 147 ugl/l
(56; 90; 95; 110 et 147 ug/l). Quatre de ces valeurs sont supérieures au seulil
d’action du dépistage. Nous ne sommes pas étonnés de trouver une valeur inférieure
au seuil d’action car les enfants présentant un iléus méconial ont souvent une TIR

normale a J3.

La répartition des enfants diagnostiqués selon les années est représentée

dans le tableau ci-apres :

Tableau 6 : Répartition annuelle des enfants malades

Années| Enfant diagnostiqués * | Fréquence de la maladie **
2002 7 171921
2003 7 113267
2004 9 1/2576
2005 8 1/2653
TOTAL 31 1/2604

* Nombre d’'enfants malades par rapport aux enfants nés vivants durant la méme période
** Fréquence de la maladie par rapport a la population d’enfants nés vivants durant la méme

période ; pour le calcul de cette fréquence, nous avons inclus les formes frontiéres (4/31)
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1.2 Fréquence de la maladie en Lorraine

Nous avons calculé cette fréquence par rapport a la population d’enfants nés
vivants, relevée a partir du nombre de prélevements parvenus au laboratoire de
dépistage. Si nous excluons les 4 formes frontiéres retrouvées, la fréquence de la
mucoviscidose est en moyenne de 1/2990 sur 'ensemble de la région Lorraine
étudiée (27/80742), ce qui est moins important que la fréquence qui avait été
calculée initialement du début du dépiétage a la fin de 'année 2003 (1/2815). Si nous
incluons les formes frontieres, la fréquence devient égale a 1/2604 naissances

depuis le début du dépistage.

1.3 Répartition géographique au sein de la région

Lorraine

1.3.1 Selon les départements de naissance

Les départements de naissance sont en majorité la Meurthe et Moselle et la
Moselle en raison de la forte densité de population de ces deux départements ; la
Meuse est tres faiblement représentée car la population y est beaucoup plus faible
mais également parce que beaucoup de méres vont accoucher dans des maternités
de la région voisine (en particulier St Dizier) qui dépendent du centre de dépistage

de Reims. La répartition des départements de naissance est décrite ci-dessous.

Diagramme 4 : Répartition géographique départementale des enfants malades

Répartition géograhique des enfants CF

Meuse
27%

Moselle g Vosges
27% £ ' ‘ = 7%

Meurthe et
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39%
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1.3.2 Selon les maternités de naissance

Les maternités de naissance des nouveau-nés ayant la mucoviscidose se
repartissent selon le tableau ci-dessous.

38 % des enfants sont nés a la Maternité Régionale de Nancy.

Tableau 7 : Répartition des naissances des enfants malades en fonction des

maternités

Lieu de naissance Nombre d’enfants

MRAP 12

Clinique de Majorelle | 1

Mont Saint Martin 1

Lunéville 1

Toul 1

Metz Claude Bernard |3

Metz Bon Secours 1

Metz Sainte Croix 2
Thionville 4
Forbach 1
Epinal 1
Neufchéateau 2
Verdun 1
TOTAL 31

1.4 Répartition selon origine géographique
familiale

Indépendamment de la nationalité et selon le pays, 82 % des enfants malades
ont des origines familiales frangaises ; le deuxieme pays le plus représenté est

'Algérie (2 malades). Un enfant est d’origine albanaise.
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La répartition des familles selon le pays d’origine est ainsi représentée :

Diagramme 5 : Origines familiales par pays des enfants malades

Origines familiales par pays des enfants CF

82%

30, | BAlgérie
) . | OBelgique
3% o

1 Espagne

France

@ ltalie

La répartition selon les régions d’origine est représentée dans le tableau ci-dessous.
Nous précisons cependant que pour 23 enfants atteints de la maladie, l'origine

familiale précise n’était pas rapportée .

Tableau 8 : Origines familiales par région ou département des enfants malades

d’origine frangaise

Régions Nombre d’enfants
La Réunion 1
Bretagne 1

Meurthe et Moselle | 1

Moselle 1
Vosges 3
Massif central 1
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2. Description de la population des nouveau-nés

malades

2.1 Selon le sexe :

La répartition selon le sexe est inégale, elle est de une fille pour deux gargons
dans notre groupe d'enfants dépistés (11 filles / 20 gargons). Mais dans cet
échantillon de 31 enfants atteints, le sex ratio n'est pas différent de 1 (p= 0,1060).
D’apres I'échantillon d’enfants suspects (n=508), il n’existe pas d’association entre le

sexe et la maladie (p= 0,13).

2.2 Selon le poids de naissance :

Le poids de naissance des nouveau-nés était rapporté pour 29 d’entre eux. Le
poids de naissance moyen est de 3144 grammes et la médiane, de 3170 g. En
cbmparaison avec les enfants sains examinés dans le CRCM, la moyenne de ces
poids de naissance n’est pas significativement plus basse que celle des enfants de la
population générale.

Le poids de naissance le plus faible est de 2160 g, le plus élevé est de 4150 g.

50 % des enfants ont un poids de naissance inférieur ou égal @ 3170 g. Un poids de
naissance < a 2500 g est retrouvé pour 9,67 % des enfants malades dépistés
(versus 7,2 % dans la population générale).

La répartition des poids de naissance est représentée dans le diagramme ci-
dessous :

Diagramme 6 : Répartition des poids de naissance chez les enfants malades
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2.3 Selon la taille de naissance :

La taille de naissance des nouveau-nés est rapportée pour 27 d’entre eux. La
moyenne est de 48,7 cm et la médiane de 49 cm.
Par rapport a la population générale, la taille de naissance des enfants atteints de
mucoviscidose n’est pas significativement plus faible.

La taille de naissance la plus faible est de 45 cm, la plus grande est de 53 cm.

2.4 Selon les antécédents :

v' 29 enfants avaient des échographies anténatales dites « normales », mais le
meédecin pédiatre n’a pu vérifier celles-ci que dans un seul cas. Un seul enfant
avait des échographies anormales pendant la grossesse (échographie du
deuxiéme trimestre) avec des hyperéchogénicités digestives et un aspect de
« torsion colique ». Il a été réalisé une amniocentése pour la recherche des
mutations du géne CFTR qui s ‘est avérée positive pour AF508 / K710X.

v" Une autre meére a subi une amniocentése pendant sa grossesse pour la
réalisation d’un caryotype en raison d’un risque élevé de trisomie 21 a la prise
de sang (dosage des marqueurs sériques : HCG, aFoeto-Protéine et Oestriol).
Celui-ci était normal.

v 4 enfants ont des antécédents familiaux de mucoviscidose. L’'un d’eux aurait
pu étre dépisté en période anténatale car sa sceur ainée était connue comme
atteinte de la maladie, mais le dépistage anténatal n’a pas été réalisé ; il a été
induit en erreur car la mére ne savait plus qui était le pére ; un autre enfant a
un antécédent familial éloigné mais les mutations ne sont pas les mémes que
celles de cet enfant.

v 3 enfants ont des antécédents familiaux autres que la mucoviscidose ;
I'étiologie précise n’est précisée que pour I'un d’eux (neuroblastome chez le

frere).

2.5 Valeurdela TIR a J3

Parmi les 31 enfants malades, 21 ont un taux de TIR a J3 supérieur ou égal a
100 pg/l (67,74 %) ; 8 ont un taux de TIR entre 80 et 99 ug/l (25,81 %) et 2 ont une
TIR entre 65 et 79 pg/l (6,45 %). La valeur de TIR de ces deux derniers enfants est
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égale a 78 g/l ; ce sont des formes frontiéres de la maladie ; aucun enfant malade
n’a de valeur de TIR a J3 comprise entre 65 et 70 ug/I.
Parmi ceux ayant deux mutations d’'emblée (21), 16 ont une TIR supérieur ou égale a
100 pg/l (76 %) et les 4 restant ont une TIR entre 88 et 98 ug/l.

La proportion d’enfants ayant une seule mutation a I'analyse initiale du géne
(9) et un taux de TIR supérieur ou égal a 100 ug/l est de 44 % (4). Les 5 autres
enfants ont une TIR entre 78 et 88 ug/l et 3 d’entre eux ont une forme frontiére de
mucoviscidose.

L’enfant qui n’avait aucune mutation retrouvée initialement (au Kit 20), avait
une TIR a 163 pg/l. Les mutations de cet enfant sont Y1092X / Q1100P.
Tous les enfants atteints de mucoviscidose confondus, la valeur de TIR a J3 la plus
basse est de 78 ug/l (2 enfants), et la valeur la plus élevée est de 293 pg/l (1 enfant).
Les deux enfants ayant une valeur de TIR égale a 78 ug/l sont tous deux porteurs
d'une forme frontiére de mucoviscidose ; pour ces enfants, la premiére mutation
retrouvée est AF508 et la deuxiéme mutation ne fait pas partie du Kit 30
(respectivement IVS8-T et TG(13)-T5).

Dans notre population d’enfants malades, nous pouvons dire que les enfants

ayant forme « classique » de la maladie ont une TIR a J3 supérieure a 80 pg/l.

Tableau 9 : Statut biologique des enfants atteints de mucoviscidose

Enfants
TIRa J3 2 mut d’emblée | 1 mutation 0 mutation
malades *
> 99 ug/l 21 16 4 1+
80-99 ng/l 8 5 3 0
65-79 ug/l 2 0 2 0
Totaux 31 21 9 1

* formes frontiéres comprises
**au Kit 20
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3. Caractéristiques des enfants malades au premier
contact dans le CRCM

3.1 Délai entre la naissance et la date du premier
appel aux parents

Ce délai n'est rapporté que pour 9 des 26 enfants diagnostiqués par le
dépistage (nous excluons ici les 4 enfants chez qui la maladie s'est révélée par un
iltus méconial). Ces délais sonten moyenne de 30 jours (19-41). La durée la plus

courte est alors de 7 jours, la plus longue, de 46 jours.

3.2 Délai entre la naissance et la date de la
premiere consultation

L’age médian a la premiere consultation au CRCM (sans considérer les cas
d'iléus méconial) est de 33 jours (21-45). Deux enfants ont été vus tardivement, a
I'age de 2 mois en raison de difficultés pour prendre contact avec la famille (absence

de coordonnées ou coordonnées fausses).

3.3 Poids de I’enfant

Le poids a la consultation était rapporté pour 27 enfants sur 31. |l est en
moyenne de 3860 g et la médiane est a 3660 g. Le plus petit poids est de 2460 g, le
poids le plus élevé est de 5860 g.

50 % des enfants ont un poids inférieur ou égal a 3660 g.

3.4 Taille de I’enfant

Celle-ci était rapportée pour 23 d’entre eux. Elle est en moyenne de 52 cm

avec des valeurs extrémes entre 45 et 59 cm.

3.5 BMI de Penfant

Celui-ci a été calculé pour 23 enfants malades. Sa valeur moyenne est de 13,84
kg/m? et la médiane est de 14 kg/m?. Les valeurs extrémes sont comprises entre 11
et 17,75 kg/m?; 4 enfants ont un BMI compris entre 11 et 12,3. 25 % des enfants

malades ont un BMI inférieur a 12,6 kg/m? .
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Le BMI des enfants malades lors de la premiére consultation au CRCM est
significativement plus faible que celui des enfants convoqués et déclarés sains (p <
0,01).

3.6 Prise de poids depuis la naissance

La prise de poids entre la naissance (en grammes par semaine) et la date de
la premiére consultation au CRCM a pu étre calculée pour 26 enfants. Elle est en
moyenne de + 145 grammes par semaine, avec une valeur minimale de - 100
grammes par semaine a une valeur maximale de + 325 gr/semaine. 25 % des
enfants n'avaient pris que 85 grammes par semaine depuis la naissance.

Cette prise de poids est également significativement plus faible que celle des enfants
sains vus au CRCM (p < 0,01).

3.7 Examen clinique des enfants malades

Parmi les 31 enfants malades, 68 % (n = 21) étaient symptomatiques au
moment du diagnostic, dont 61,3 % (n = 19) avaient une symptomatologie digestive,
38,7 % (n = 12) une symptomatologie respiratoire, et 25 % étaient hypotrophes. Tous
les enfants hypotrophes étaient symptomatiques sur le plan digestif. Par ailleurs, 9
enfants (23 %) étaient asymptomatiques dont 4 se sont révélés étre une forme
frontiére ; pour 1 enfant, le statut n’est pas connu car le diagnostic a été réalisé par

un autre centre pédiatrique hors de France. (Voir diagramme 7)

Diagramme 7 : Enfants malades symptomatiques au diagnostic
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Parmi ces mémes enfants malades, 10 présentaient une symptomatologie a la

fois digestive et respiratoire, 9 une symptomatologie uniquement digestive et 2
uniquement respiratoire. (voir diagramme 8)

Diagramme 8 : Symptomatologie au diagnostic des enfants malades

isymptomatologie au diagnostici
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digestive et |
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Lorsque la symptomatologie était digestive, 4 avaient un iléus méconial (21
%), 10 avaient un syndrome diarrhéique (52,6 %), 1 enfant présentait des pleurs
inexpliqués (5,2 %) et 4 avaient des selles trés abondantes (21 %) ; (voir diagramme

9). Parmi ces enfants symptomatiques, 10 enfants avaient un ballonnement
abdominal.

Diagramme 9 : Symptomatologie digestive des enfants malades
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Pour les 12 enfants qui manifestaient une symptomatologie respiratoire, 11
d’entre eux avaient une toux et 1 seul présentait une pneumopathie.
L'auscultation était anormale chez 4 des enfants malades ; 1 enfant avait déja un

hippocratisme digital ; 3 avaient une distension thoracique.

3.8 Résultats du test de la sueur par méthode
semi-quantitative

Tous les enfants malades ont bénéficié d'un test de la sueur par méthode
semi-quantitative. Les valeurs extrémes retrouvées étaient comprises entre 6,41
mmol/l et 307 mmol/l. L’enfant avec le test de la sueur a 6,41 avait en réalité un
résultat discordant avec le test de la sueur réalisé par la méthode de référence de
Gibson et Cooke qui était a 44 mmol/l ; ¢’était une forme classique de mucoviscidose
avec 2 mutations retrouvées d’emblée par le Kit 30 (G542X / R117H). En revanche,
les 4 formes frontiéres de mucoviscidose avaient des résultats compris entre 10 et
40 mmol/l.

Les valeurs du test de la sueur par méthode semi-quantitative des enfants malades

(formes frontiéres exclues) se répartissent selon le diagramme ci-dessous :

Diagramme 10 : Répartition des valeurs du test de la sueur par méthode semi-

quantitative chez les enfants malades, formes frontiéres exclues *

TS iontophorése enfants muco, formes frontiéres‘f
exclues - ‘

180
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60
40
20

TS en mmol/t

* la valeur a 307 mmol/l a été exclue du diagramme pour une raison d’échelle
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3.9 Réalisation du test de la sueur par titrimétrie

Tous les enfants ont bénéficié du test de la sueur par titrimétrie. Les valeurs
extrémes retrouvées étaient comprises entre 20 et 120 mmol/l ; les formes frontiéres
avaient des valeurs comprises entre 20 et 43 mmol/l ; deux enfants atteints d'une
forme classique de mucoviscidose avaient des valeurs limites basses a 39 mmol/l
pour 'un et 44 mmol/l pour l'autre (les mutations de ces enfants sont AF508 / R117H
pour 'un et G542X / R117H pour l'autre).

Les valeurs du test de la sueur par titrimétrie des enfants malades (hors formes

frontiéres) se répartissent selon le diagramme ci-dessous :

Diagramme 11 : Répartition des valeurs du test de la sueur par titrimétrie chez

les enfants malades, formes frontiéres exclues

TS titrimétrie enfants muco, formes frontiéres
exclues

140
120
100
80
60
40
20

TS en mmol/l

Les valeurs des test de la sueur (par méthode semi-quantitative et par
titrimétrie) chez les enfants présentant une forme classique de mucoviscidose, et

chez les enfants présentant une forme frontiére, se répartissent selon les
diagrammes ci-dessous.
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Diagramme 12 : Répartition des valeurs du chlore sudoral chez les enfants

présentant une forme classique de mucoviscidose
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Diagramme 13 : Répartition des valeurs des tests de la sueur chez les enfants

présentant une forme frontiére de mucoviscidose
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3.10 Examens complémentaires réalisés:

Nous parlons ici des examens complémentaires réalisés dans les 15 jours suivant

le diagnostic de la maladie. Ceux-ci comprenaient :
v Une radiographie pulmonaire, réalisée chez 25 enfants ; elle était anormale

pour 10 d’entre eux (32 % de tous les enfants malades).
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v" Une échographie abdominale, réalisée chez 23 enfants ; elle était anormale
pour 3 d’entre eux (9,6 % des enfants malades). Les anomalies retrouvées
étaient un calcul biliaire pour 'un d’eux et des parois vésiculaires epaissies
pour les 2 autres enfants.

v/ Tous ont bénéficié d’'une prise de sang a la recherche de signes biologiques
d’atteinte hépatique ou pancréatique. 7 enfants avaient des signes biologiques
d’atteinte hépatique avec des transaminases élevées, (soit 22,6 % des
enfants malades); 26 enfants avaient des signes témoignant d'une
insuffisance pancréatique exocrine, (soit 83,8 % des enfants malades).

v Un examen cytobactériologique des crachats (recueillis par expectoration
provoquée par la toux et par manceuvre de kinésithérapie) a été réalise
précocement peu de temps aprés le diagnostic et révélait le statut
bactériologique de chaque enfant. Pour 5 enfants, cet examen n’a pas été
réalisé (4 formes frontiéres, un enfant suivi dans un autre centre). Les

résultats sont représentés dans le diagramme ci-dessous.

Diagramme 14 : Distribution de la colonisation bactérienne des enfants

malades au diagnostic
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3.11 valeurdelaTIR a J21

Parmi les 31 enfants malades, seulement 2 ont une valeur de TIR a J21
inférieure a 40 ug/l et ces enfants ont une forme frontiere de mucoviscidose. Les
valeurs de TIR se répartissent entre 10 et 721 pg/l ; 95 % des enfants ont une valeur

supérieure a 40 ug/l.
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4. Deuxiéme consultation au CRCM

Tous les enfants ont été reconvoqués dans le CRCM : 4 pour la réalisation d’'un

nouveau test de la sueur et tous pour une consultation de génétique.

4.1 Age de I’enfant

La moyenne d’age est de 66,5 jours, mais avec des extrémes allant de 6 jours

a 150 jours. La médiane est située a 60 jours.

4.2 Enfants convoqués pour la réalisation d’un
test de la sueur

4 enfants ont été convoqués pour réaliser un controle du test de la sueur (TS
n°2) car celui qui avait eté réalisé au cours de la premiére consultation au CRCM (TS
n°1) avait des valeurs limites. Les caractéristiques de ces 4 enfants sont résumées

dans le tableau ci-dessous.

Tableau 10 : Caractéristiques des 4 enfants convoqués au CRCM pour la

réalisation d’'un deuxieme test de la sueur **

Conclusion Conclusion
Enfants Age (TS n°1|TS n°2 Mutations***
TS n°2 finale
3 mois Valeurs AF508/variant Forme
Cas n°1 40/43 | 25/39 o _
Yz limites d’épissage TG(13)-T5 | frontiére
‘ Valeurs
Cas n°2* | 3 mois | 26/36 | 36/42 o AF508/R117C Malade
limites
Valeurs Forme
Cas n°3 | 2mois | 23/21 | 40/21 o L997F/3849+10kbC>T
limites frontiére
Valeurs AF508/variant Forme
Cas n°4 | 4 mois | 27/37 | 24/51 .
limites d’épissage TG(13)-T5 | frontiére

* Chez cet enfant, une seule mutation avait été initialement trouvée par le Kit 20 ; cependant,

en raison de deux séries de test de la sueur avec des valeurs limites, un dosage de la
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vitamine E avait été réalisé et retrouvait alors une valeur effondrée, témoignant d’'une
insuffisance pancréatique et motivant la recherche d’une 2°™ mutation par séquencage du
gene. Celui-ci a permis de trouver la mutation R117C. L'enfant a donc été déclarée atteinte
de la mucoviscidose...il aura fallu 9 mois pour poser le diagnostic.

** Dans ce dernier tableau, seulement 3 des 4 formes frontieres sont représentées car, pour
le 4°™ enfant atteint d’une forme frontiére, il n’a pas été nécessaire de réaliser un test de la
sueur de contrble, ceux qui avaient été réalisés a la premiere consuitation au CRCM étant
strictement normaux ; la deuxiéme mutation avait été trouvée secondairement (S1251N /
variation de séquence S1235R).

*** Pour les formes frontiéres, les données de la littérature concernant les mutations

modérées sont abordées page 108.

5. Résultats de I’étude génétique

Les mutations sont recherchées par le Kit 20 (de juin 2002 a octobre 2004) puis
par le Kit 30 (a partir de novembre 2004) de la Société Orchid-Tepnel sur le
prélevement de J3 des enfants ayant une hypertrypsinémie. En cas de test de la
sueur positif, chez les enfants n‘ayant qu’une mutation ou l'absence de mutation
associée a une hypertrypsinémie persistante au prélevement de « J21», la
recherche d’autres mutations, éventuellement par un séquencage exhaustif du géne,
est entrepris au niveau du laboratoire de génétique qui prend en charge l'enfant
malade.

v' Parmi les 31 enfants malades (formes classiques et formes frontiéres), 13
sont homozygotes (41,9 %), essentiellement AF508 / AF508, les mutations de
9 d’entre eux ont été mises en évidence par le Kit 20, de 4 d’entre eux par le
Kit 30 ; et 18 enfants malades sont hétérozygotes composites (58,1 %), 12 par
le Kit 20, 6 par le Kit 30 .

v' 21 ont deux mutations d’emblee a la premiére étude génétique, dont 14 par le
Kit 20 (4,4 % de tous les enfants testés) et 7 par le Kit30 (3,6 %) soit 4,13
% des enfants ayant bénéficie d’'une etude génétique et 67,7 % des enfants
ayant la mucoviscidose. Parmi ces 21 enfants, 13 étaient homozygotes et 8
sont hétérozygotes composites (voir détails mutations ci-aprés).

v' 9 enfants nont qu’une seule mutation aprés I'étude initiale du gene.

v" 1 seule enfant n'a aucune mutation aprés I'étude initiale du gene ; elle a été

réalisée a l'aide du Kit 20 ; cette mutation est présente dans le Kit 30.
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Donc le pourcentage de mutations trouvées avec le Kit 20 est proche de 95 % des
mucoviscidoses repérées a J3, avec un enfant n’ayant aucune mutation; ce
pourcentage passe a 100 % avec le Kit 30.

Le tableau ci-aprés représente la proportion d’enfants chez qui a été trouve 2

mutations d’emblée ou 1 mutation en fonction du Kit.

Tableau 11 : Mutations retrouvées selon les Kit

Kit 20 Kit 30

2 mutations d’emblée | 14 (66,6 %) |7 (70 %)

1 mutation 6 (28,6 %) |3 (30 %)
0 mutation 1(4,8 %) 0
5.1 Les mutations observées

5.1.1  Mutation AF508

La mutation AF508 est trouvée chez 23 des 31 enfants déclarés malades,
formes frontieres inclues, (donc 74 % des enfants malades Font au moins en un
exemplaire) et chez 17 des 21 enfants ayant 2 mutations d’emblée a J3 (81 %). Elle
est a I'état homozygote pour 13 enfants (62 % des enfants ayant 2 mutations
d'emblée et 42 % des enfants malades), associee a R117H pour 1 enfant. On

retrouve AF508 pour 6 des 9 enfants malades n’ayant qu’'une mutation a J3 (66 %).

5.1.2 Mutation R117H

Le diagnostic de mucoviscidose a été retenu chez 2 enfants ayant une
mutation R117H a I'état hétérozygote composite (6,45 % des enfants malades).
Aucun enfant n’avait cette mutation a I'état homozygote ; chez les 2 enfants, les 2
mutations ont été trouvées d’emblée sur le prélévement de J3. L’étude du variant de
poly T dans lintron 8 a permis de montrer, chez les deux enfants, la présence des
alleles 7T et 9T. Les deux enfants sont symptomatiques. Les caractéristiques

cliniques et biologiques de ces enfants sont résumées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 12 : Caractéristiques clinico-biologiques des enfants porteurs de la
mutation R117H

TIR 157 2°me Valeur |TIR a o ) Délai
. _ Clinique |sexe] )

a J3 | mutation | mutation TS J21 diagnostic
Cas
o1 147 | AF508 R117H | 76/39 | 49 |Diarrhéeftoux| F 38 jours
n
Cas _ _
o 144 | G542X R117H | 6,4/44 | 65 Diarrhée F 60 jours
n

5.1.3 Mutations trouvées chez les enfants avec 2

mutations d’emblée

Les mutations retrouvées chez les enfants avec 2 mutations d’emblée se répartissent

selon le tableau ci-dessous.

Tableau 13 : Mutations retrouvées chez les 21 enfants avec 2 mutations

d’emblée
1°" mutation | Nombre d’enfants | 2°™ mutation | Nombre d’enfants

AF508 17 AF508 13
G542X 2 R117H 2
R334W 1 K710X 2
621+1G/T 1 R347F 1
R347H 1

R347P 1

R553X 1

5.1.4 Mutations découvertes a posteriori par I'étude

exhaustive du géne CFTR

Chez les 9 enfants porteurs d’'une seule mutation découverte d’emblée, Ia
seconde mutation a été trouvée chez 8 d’entre eux (le neuvieme enfant ayant quitté

le pays avant qu'il soit examiné au CRCM), soit chez 88,8 % d’entre eux.
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Chez I'enfant sans mutation trouvée au préléevement de J3, les deux mutations ont
été retrouvée secondairement : il s’agit de Y1092X / Q1100P. Ces mutations
n'avaient pas été mises en évidence lors de la premiere évaluation car le Kit utilisé
était encore le Kit 20 ; 'une de ces mutations (Y1092X) aurait été retrouvée si le Kit

30 avait pu étre utilise.

5.1.5 Mutations trouvées, tout enfant malade
confondu

Tableau 14 : Mutations trouvées chez les enfants malades

1%"® mutation  |nombre | % 2°™ mutation | nombre | %
AF508 23 74,2% {AF508 13 41,94%
G542X 2 6,45 % |R117H 2 6,45 %
R334W 1 3,23 % |K710X 2 6,45 %
S1251N 1 3,23 % {R347F 1 3,23 %
Y1092X 1 3,23 % |R347H 1 3,23 %
621+1G/T 1 3,23 % |R347P 1 3,23 %
1717/1G>A 1 3,23 % |R553X 1 3,23 %
3849+10kbC>T | 1 3,23 % | L997F 1 3,23 %
1 3,23 %
1 3,23 %
1 3,23 %
1 3,23 %
1 3,23 %
2 6,45 %
1 3,23 %

L'association de mutations la plus fréquente est AF508/ AF508 (13 enfants
porteurs). Toutes les autres associations ne sont retrouvées qu’une seule fois dans

notre groupe de malades.
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6. Problemes rencontrés avec les formes frontieres

Dans notre groupe d’enfants malades, 4 formes frontieres ont été
individualisées et ont posé des difficultés pour la confirmation du diagnostic. Nous
reprendrons chaque cas individuellement en décrivant les problémes rencontrés.

Les mutations retrouvées chez les enfants atteints d’une forme frontiére sont décrites
dans le tableau ci-dessous. Pour chaque enfant, 'analyse génétique parentale a
retrouvé que les deux mutations n’étaient pas situées sur le méme haplotype, mais

héritées I'une du pére et l'autre de la mere.

Tableau 15 : Mutations des formes frontiéres

1°" mutation | 2°™ mutation
Casn°1|  AF508 TG(13)-T5
Cas n°2 S1251N S1235R

Cas n°3| 3849+10kbC>T LO997F

Cas n°4 AF508 TG(13)-T5

v Cas n°1:

Il s’agit d’'un enfant de sexe masculin, né a terme, sans antécédent particulier. Le
dosage de la TIR a J3 est a 78 pg/l; il est donc réalisé une étude génétique qui
retrouve une seule mutation (Kit 20) : AF508. L'enfant est alors convoqué au CRCM,
il est alors agé de 1 mois. L'examen clinique retrouve un enfant en trés bon état
général et asymptomatique. Le test de la sueur retrouve des valeurs limites, a 40
mmol/l par la méthode semi-quantitative, et 43 mmol/l par la méthode de Gibson et
Cooke. Le diagnostic de mucoviscidose ne peut étre écarté, ni affirmé. La valeur de
la TIR de contrble est a 21 pg/l. Une étude exhaustive du géne CFTR est demandé
au laboratoire de génétique.

L'enfant est revu en consultation a I'age de 3 mois ; il est toujours asymptomatique et
le contréle du test de la sueur retrouve a nouveau une valeur normale et une valeur
limite, respectivement a 25 mmol/l par la méthode semi-quantitative et 39 mmol/l par
la méthode de référence. Aucun nouveau résultat génétique n’a encore été rendu.

L’enfant est a nouveau revu en consultation a 9 mois de vie ; 'examen clinique est
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normal et le test de la sueur est a 49 mmol/l. La deuxiéme mutation mise en
évidence aprés 6 mois de recherche est un variant d’épissage 5T de l'intron 8 dans
le contexte haplotypique TG(13)-T5, présent chez 5 a 10 % de la population
générale a I'état hétérozygote. Pour cet enfant, aucun traitement n’est débuté et un
suivi annuel est proposé.

Un tel génotype (AF508/ TG(13)-T5) est classiquement identifié chez les patients
infertiles par absence des canaux déférents ou chez des patients présentant une
forme monosymptomatique a I'age adulte.

Pour la mutation TG(13)-TS de lintron 8, une association avec un codon stop
S1206X(C>A) est rapportée comme associée, chez un adulte, a un tableau

pulmonaire de type bronchectasies avec greffe de pseudomonas et sinusite (102).

v Casn°2:

Ce cas concerne un gargon, né a terme sans antécédents anténataux et
néonataux particuliers pour lequel la TIR a J3 était a 80 ug/l et chez qui une premiére
mutation du géne CFTR a été retrouvée par le Kit 30 (mutation S1251N). L’enfant est
convoqué au CRCM a 1 mois de vie : il est asymptomatique et en trés bon état
général. Le test de la sueur trouve des valeurs normales, a 10 mmol/l par la méthode
semi-quantitative, et 20 mmol/l par la méthode de Gibson et Cooke. A 4 mois de vie,
un résultat de biologie moléculaire informe que l'analyse de I'ensemble des régions
codantes pour le géne CFTR ainsi que la recherche de remaniements étendus du
géne a permis d’identifier la variation de séquence S1235R, située dans I'exon 19 a
I'état hétérozygote chez 'enfant.

La mutation S1251N est une mutation associée a des formes classiques de
mucoviscidose, mais la variation S1235R n’est pas considérée comme une mutation
pathogéne ; cette association génétique S1235R / S1251N n’est pas habituellement
associee avec la mucoviscidose. Cependant, elle a été rapportée chez des sujets
normaux a I'dge adulte mais aussi chez des sujets qui présentaient une pancréatite
chronique idiopathique (103, 104), une cholangite sclérosante (105) ainsi qu’'une
dilatation des bronches (106).

Le suivi clinique proposé pour cet enfant est une visite médicale annuelle ; il ne

prend aucun traitement.
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v Casn°3:

Il s’agit également d’'un enfant de sexe masculin, sans antécédents particuliers en
période anténatale ou néonatale, convoqué au CRCM a 'age de 1 mois ¥z en raison
de la découverte de la mutation 3849+10kbC>T sur le prélévement sanguin de J3
(TIR a 115 pg/l). L’enfant est asymptomatique et le test de la sueur réalisé est
normal, avec des valeurs a 23 mmol/l par la méthode classique et 21 mmol/l par la
méthode de référence Gibson et Cooke. Compte tenu que cette mutation peut
s'accompagner des tests de la sueur négatifs, une recherche d’autres mutations est
réalisée.

’enfant a été revu a 3 mois de vie ; il est toujours asymptomatique et le test de la
sueur est a 40 mmol/l. Classiquement, ce résultat est négatif, mais compte tenu de
'age du patient, il est considéré comme douteux ; le diagnostic de mucoviscidose ne
peut &tre totalement écarté.

A 9 mois de vie, une seconde mutation est retrouvée : L997F. Les mutations ont été
retrouvées chez les parents (le pére est porteur de la mutation L997F, la mére est
porteuse de la mutation 3849+10kbC>T) ; le diagnostic de maladie de la protéine

CFTR a été retenu ; un suivi médical annuel est proposé pour I'enfant.

La mutation L997F n’est théoriguement pas identifiée pour la mucoviscidose mais
elle a été retrouvée chez des patients adultes atteints de dilatation des bronches, de
pancréatite chronique (107, 104) et de cholangite sclérosante (105). Chez I'enfant, la
mutation L997F a été rapportée dans une observation pédiatrique avec signes
cliniques de mucoviscidose ( maladie pulmonaire sévére, test de la sueur a 94
mmol/l), mais la deuxiéme mutation n’est malheureusement pas précisée ; I'enfant
était hétérozygote composite pour la maladie (102). Par ailleurs, la mutation L997F a
I'état homozygote a été récemment décrite, sans aucune anomalie clinique (108).
Concernant la mutation 3849+10kbC>T, sa valeur pathogéne est discutable car,
lorsqu’elle est présente a I'état homozygote, elle est associée a un tableau
pulmonaire modéré, sans atteinte pancréatique et avec un test de la sueur normal
(109).

v Casn®4:
Un gargon de 2 mois est convoqué au CRCM en raison de la découverte d’une
mutation AF508 sur le prélévement de J3 (la TIR était a 78 pg/l). L'examen clinique

retrouve un enfant asymptomatique, en bon état général et le test de la sueur réalisé
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par les deux méthodes retrouve des valeurs douteuses pour la méthode de Gibson
et Cooke (37 mmol/l). Le contréle de la TIR est a 55 ug/l. Une étude compléte du
gene est demandée. L’enfant est revu en consultation a 'age de 3 mois, il est
toujours asymptomatique et le test de la sueur est a nouveau douteux (51 mmol/l par
la méthode de référence). L'enfant est a nouveau revu a 6 mois et demi et le test de
la sueur est cette fois-ci normal (40mmol/l par méthode semi-quantitative). Mais a 8
mois, une deuxieme mutation est retrouvée : présence a I'état hétérozygote du
variant d’épissage 5T de lintron 8 dans le contexte haplotypique TG(13)-T5. le
génotype de cet enfant est le méme que celui de I'enfant appellé cas n°1. L'enfant
reste asymptomatique et le test de la sueur est toujours normal. Le diagnostic de

« maladie de la CFTR » est retenu avec la proposition d’un suivi annuel.

7. Durée écoulée pour le diagnostic de la maladie

7.1 Tous malades confondus (iléus méconiaux
exclus)

Le délai médian écoulé pour affirmer le diagnostic final aux familles est
de 34 jours, mais le délai moyen est de 70 jours en raison des cas difficiles qui ont

pu durer jusqu’a 9 mois (formes frontieres). Le délai le plus bref est de 7 jours.

7.2 lléus méconiaux et formes frontieres exclus

Il concerne 22 enfants malades : le délai médian est de 32 jours, avec un délai
moyen de 30 jours. Le délai le plus important est de 60 jours, le plus bref, de 7 jours
(enfant ayant eu une recherche des mutations du géne CFTR avant la naissance, les

résultats ont été connus au septieme jour de vie).
7.3 Délai diagnostique pour les formes frontiéeres

de mucoviscidose

Il concerne 4 enfants du groupe d’enfants malades : le délai médian est de
255 jours et le délai moyen est de 232 jours. le plus bref délai aura été de 150 jours

(5 mois) et le plus long, de 270 jours (9 mois).
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8. Evaluation génétigue familiale

L’évaluation génétique est faite pour la premiére fois, par le médecin pédiatre
qui voit I'enfant, puis dans un deuxiéme temps dans le cadre d’une consultation avec
le clinicien généticien. Elle est réalisée dans le service de pediatrie.

A Nancy, aucun parent n’a refusé 'analyse génétique pour lui-méme.
Le conseil génétique se déroule le plus souvent dans un bureau de consultation, et
dans certains cas, dans une chambre de patients hospitalisés.

Le résultat du test génétique de dépistage néonatal est communiqué aux

parents, en cas de positivité (une ou deux mutations détectées) par le pédiatre au
moment de la consultation dans le CRCM pour la réalisation du test de la sueur. Le
délai entre 'annonce du diagnostic de la mucoviscidose et le conseil génétique est le
plus souvent compris entre 1 et 4 semaines (de méme pour I'hétérozygotie).
Rarement, pour ce deuxiéme avis spécialisé, le délai peut atteindre 3 mois.
Pour la remise des résultats génétiques, que ce soit ceux des parents ou ceux du
bébé, les parents sont systématiquement revus en cas de mutation détectée
secondairement. Les résultats génétigues ne sont jamais communiqués par
téléphone si ceux-ci sont positifs. Parfois des difficultés sont rencontrées lorsqu'il
s’agit de mutation rare ou que la 2%™ mutation n'est pas retrouvée chez le pére. En
cas de discordance, la plus grande prudence s'impose, d’autant qu'une disomie
maternelle a déja été décrite pour un enfant homozygote AF508 ol les génes
anormaux étaient d’origine maternelle.

Parmi les 83 enfants chez qui avait été retrouvée une ou deux mutations, tous
ont été convoqués une seconde fois au CRCM pour la réalisation d’'une évaluation
geénétique familiale auprés d’un médecin généticien.

En ce qui concerne les 52 enfants hétérozygotes, les parents de 22 enfants
seulement se sont présentés a la consultation ; en ce qui concerne les 31 enfants

malades, 20 se sont rendus au rendez-vous qui leur avait été conseillé de prendre.

Le tableau suivant le nombre d’enfants ayant bénéficié d’une évaluation génétique

aupres d’un médecin généticien :
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Tableau 16 : Enfants ayant bénéficié d’une évaluation génétique avec leurs

parents auprés d’un médecin généticien

Consultation génétique

Enfants malades

Enfants hétérozygotes

Ooul 20 64,5 % 30 57,7 %
NON 11 35,5 % 22 42,3 %
TOTAL 31

Les résultats de I'étude génétique familiale sont rapportés dans le tableau ci-

dessous, aucune disomie maternelle n’a été retrouvée dans notre groupe d’enfants

malades.

Tableau 17 : Statut génétique des parents d’enfants malades ou hétérozygotes

arents

enfan

Pére et
mére

porteurs

Mucoviscidose

hétérozygote

31

Pére porteur /
mere non

porteuse de la

mutation

Pére non porteur
/ mére porteuse

de la mutation

Aucun |
inconnu
parent

9. Fratrie diagnostiquée apres le dépistage d’un

nouveau-né

Aprés avoir fait le diagnostic de la maladie chez les 27 nouveau-nés atteints, nous

avons realisé un test de la sueur aux membres de la fratrie et avons ainsi

diagnostiqué la mucoviscidose chez la sceur de I'enfant porteur des mutations AF508

/ R117C (alors agée de 16 mois), et chez la sceur de 'enfant porteur des mutations
621+1G/T / R347P (alors agée de 28 mois).
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10. Aspect psychologique a ’'annonce du

diagnostic : exemple d’un cas

A titre d’exemple, nous rapportons le cas d'une annonce diagnostique de
mucoviscidose chez une petite fille de 1 mois pour laquelle la TIR a J3 était a 211
pg/l et la BM mettait en évidence les 2 mutations AF508 / AF508.

Les parents ont été convoqués la veille de la consultation par un appel téléphonique
leur demandant de venir ensemble avec leur enfant, a 'hpital pédiatrique en raison
d’un résultat anormal du dépistage néonatal, pour effectuer un contréle nécessaire ;
le mot « mucoviscidose » n'a pas &té prononcé au téléphone, la personne contactée
(la mére) n’a pas posé de question sur les raisons exactes de la convocation.

La petite est donc amenée au CRCM par ses 2 parents. Ceux-ci ne sont pas
consanguins. ils sont trés jeunes: le papa a 17 ans, est en apprentissage
professionnel; la maman a 20 ans. lls sont accompagnés par la grand-mére
paternelle du bebé.

Dés 'entrée dans la salle de consultation, nous pouvons ressentir une tension,
avec une anxiété surtout exprimée par le regard de la grand-mere de 'enfant et un
comportement fuyant du papa ; la maman semble peu inquiéte.

L’examen cliniqgue du nourrisson montre une hypotrophie pondérale (prise de
poids depuis la naissance de seulement 60 grammes par semaine) et un syndrome
diarrhéique (plus de 5 selles liquides par jour, vertes glaireuses ; elle n'est pas
nourrie au sein); elle est asymptomatique sur le plan respiratoire.

Le test de la sueur est réalisé et le résultat est d’'emblée anormal a 110 mmol/l.

Le diagnostic de mucoviscidose est annoncé aux parents et a la grand-
mére...le pére de I'enfant présente alors un comportement de déni trés violent avec
une agressivité verbale et physique difficile a calmer...il veut prendre son enfant et
partir avec, sa compagne I'en empéche ; il fini par sortir de la pieéce en claquant la
porte.

Le dialogue est repris plus calmement avec la maman et la grand-mére,
choquées de I'annonce diagnostique, et honteuses du comportement du papa. La
grand-mére dit avoir compris avant méme I'annonce diagnostique qu’il s'agissait de
la mucoviscidose et avoir été recueillir des informations sur internet la veille de la
consultation. Elle nous parle aussi de son fils a qui a souvent des comportements
imprévisibles, en raison d’une enfance difficile.

Les deux femmes sont toutes deux effondrées.
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Le pére revient, plus calme et le dialogue peut reprendre...un climat de confiance
semble s’installer avec I'annonce des aides fournies tout au long de la maladie, des
traitements, d’un suivi médical et pluridisciplinaire strict et d’'un accompagnement

personnalisé de chaque malade.

F. Les hétérozygotes dépistés

Si nous excluons des nouveau-nés porteurs d’'une mutation a J3 (n = 82)
ceux reconnus atteints de mucoviscidose (30, et non 31 car 'un d’eux n’avait pas de
mutation retrouvée a la premiére analyse génétique), le nombre d’hétérozygotes
simples dépistés a la naissance est de 52. Ces hétérozygotes ne représentent
gu'une partie des enfants hétérozygotes de la population générale. Parmi les
enfants ayant eu une étude génétique (n = 508), la fréquence d’hétérozygotie est de
1/10 pour les enfants hypertrypsinémiques.

Dans la population générale, la fréquence des hétérozygotes, calculée a partir de la
fréquence de la mucoviscidose dans la région Lorraine (1/2990) selon la loi de Hardy
et Weinberg (*), est de 1/27.

1. Caractéristiques des enfants hétérozyqgotes

1.1 Répartition annuelle

52 enfants hétérozygotes ont été diagnostiqués par le dépistage ; leur test de la

sueur était normal et les enfants asymptomatiques.

La répartition selon les années est représentée dans le tableau ci-dessous :

* Loi de Hardy et Weinberg : 1 = g2 + 2 qp + p? sachant que 1 = AA + Aa + aa (avec A= sain ; a= malade ; AA=
homozygote sain ; aa= homozygote malade ; q= probabilité d’étre A ; p= probabilité d’étre a ; p=fréquence de la
maladie)
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Tableau 18 : Distribution des hétérozygotes selon les années

Nombre

Fréquence par rapports aux hypertrypsinémies

Annce d’hétérozygotes aJ3
2002 7 1/11
2003 10 1711
2004 15 1/10
2005 20 1/8

1.2

Origines familiales par pays

Parmi les enfants hétérozygotes, 92 % des enfants sont originaires de France ; les

autres pays représentés sont 'Algérie (4 %), la Belgique (2 %) et la Turquie (2 %).

Le tableau ci-dessous représente les mutations génétiques retrouvées en rapport

avec l'origine géographique précise de chaque famille.

Tableau 19 : Répartition des origines familiales précises et mutations

retrouvées
Région d’origine | Nombre d’enfants Mutations
Alger 1 AF508
Est de I'Algérie 1 AF508
Espagne 1 AF508
Italie sans précision 2 N1303K ; AF508
ftalie du Nord 2 R117H ; G542X
Martinique 1 R117P
Meurthe et Moselle 2 G542X ; AF508
Meuse 1 R1162X
Moselle 2 R117H ; AF508
Vosges 3 AF508 ;349 TT
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1.3 Départements de naissance

La majorité des enfants est née en Meéurthe et en Moselle comme le montre le

diagramme ci-joint.

Diagramme 15 : Répartition des hétérozygotes selon leur département de

naissance

Départements de naissance des hétérozygotes

Marne Vosges
2% \\ 17%
\

Moselle
38%

Meuse
6%

Meurthe et
Moselle
37%

1.4 Caractéristiques néonatales des
hétérozygotes

Parmi les enfants hétérozygotes, un enfant avait un antécédent familial de
mucoviscidose (cousine du pére de I'enfant).
Le poids de naissance moyen est de 3190 g; tous sont asymptomatiques a la
consultation du CRCM avec un poids moyen a 3197 g, une taille moyenne a 49,8 cm

et un BMI moyen a 14,9 kg/m?.

2.Valeurs TIR J3 et « J21 »

2.1 TIRa J3

Les valeurs de trypsine immunoréactive sur le prélevement du quatriéme jour
de vie vont de 64 a 215 ug/l et la valeur médiane est de 77 pg/l (avec seuil d’action

initial a 60 pg/l puis 65 pg/l).
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Le diagramme ci-dessous représente la repartition des TIR a J3 selon des

fourchettes de valeur entre 60 ug/l a 100 g/t et plus.

Diagramme 16 : répartition des TIR a J3 chez les hétérozygotes

Répartition TIR a J3

35
30
25
20
15
10

nombre d'enfants

50-64 ug/l 65-79 pg/l 80-99 uglt 100 pg/l et plus
TIR a J3 en pgll

2.2 TIR au contréle dit de J21

Seulement 29 enfants hétérozygotes ont eu un contréle de la TIR lors de la
consultation au CRCM. Les valeurs de trypsine immunoréactive varient de 12 a 53
ug/l et la valeur médiane est de 19 pg/l. Seulement 3 enfants ont une valeur
supérieure a 40 ug/l (valeur du seuil de la TIR a J21 dans l'organigramme). Les

valeurs les plus élevées concernent des enfants porteurs de la mutation AF508.

3. Test de la sueur a la consultation

Les valeurs du test de la sueur par méthode semi-quantitative sont comprises
entre 2,3 et 54 mmol/l. Deux enfants ont des valeurs douteuses par cette méthode
de dosage, respectivement a 44 mmol/l et 54 mmol/l. Ces enfants ont été revus pour
un contréle du test de la sueur.

Les valeurs du test de la sueur par la méthode de référence (litrimétrie), sont
comprises entre 6 et 41 mmol/l. Deux autres enfants ont également des valeurs a la
limite supérieur de la normale avec cette méthode de référence, a 40 et 41 mmol/l et

ont été convoqués pour un contréle du test de la sueur a distance.

-118-



Les quatre enfants ayant nécessité une nouvelle convocation pour un contréle du

test de la sueur sont décrits dans le tableau ci-dessous.

Tableau 20 : Caractéristiques des enfants hétérozygotes ayant des résultats du

TS douteux
TIR a _ Cl par semi- Clpar | TIRa Age Valeurs
Mutation o
J3 quantitative titrim J21 | reconvocation TS
Cas
1 79 | R117H 44 34 13 5 mois 12
nO
Cas Non
110 | AF508 54 33 _ 4 mois 1et13
n°2 faite
Cas
3 94 | AF508 17 40 18 1 mois 1/2 13 et 35
no
Cas Non
78 | AF508 7 41 . 3 mois 20 et 25
n°4 faite

Le cas n°3 avait encore une valeur douteuse du test de la sueur au confréle a

1 mois et demi; il a du étre convoqué une nouvelle fois au CRCM, a I'dge de 5 mois ;

le test de la sueur était cette fois-ci normal a 19 mmol/l.

Tous ont finalement normalisé leur test de la sueur et ont été déclarés porteurs

sains.

4. Temps pour ’affirmation du diagnostic

La durée diagnostique moyenne est de 49 jours et la durée meédiane, de 41

jours. La durée la plus breve est de 17 jours. Pour deux enfants, 5 mois ont été

nécessaires pour infirmer une mucoviscidose et rassurer complétement les parents

sur le statut simplement hétérozygote et porteur sain de leur enfant.
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5. Les mutations observées

Le Kit 20 aura permis de mettre en évidence 28 enfants hétérozygotes, soit

8,8 % des 318 enfants qui ont eu une étude génétique par ce Kit sur le prélevement

de J3,

Le Kit 30 aura permis de mettre en évidence 24 enfants hétérozygotes, soit 12,6 %

des 190 enfants ayant bénéficié d’'une étude génétique par ce Kit sur le prélévement

de J3.

Parmi les enfants porteurs sains, 51 % ont la mutation AF508 ; 20 % ont la

mutation R117H. 13 mutations différentes ont été retrouvées dans la population

d’enfants hétérozygotes.

Ces mutations sont rapportées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 21 : Mutations des enfants hétérozygotes

Mutations retrouvées  Nombre d’enfants porteurs | Proportion
AF508 27 51 %
R117H 11 20,75 %
G542X 2 3,7%
R1162X 2 3,7 %
R553X 2 3,7 %
R117P 1 1,89 %
R347P 1 1,89 %
W1282X 1 1,89 %
N1303K 1 1,89 %
3659delC 1 1,89 %
349TT 1 1,89 %
3272-26 1 1,89 %
2183/AAG 1 1,89 %
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G.Récapitulatif des résultats du dépistage

Le récapitulatif résumant les différentes situations du dépistage avec les effectifs

retrouvés est représenté a I'annexe n°11.
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IV. DISCUSSION

A. Comparaison avec les résultats

nationaux

En 1980, début de I'expérience normande du dépistage de la mucoviscidose,
les précis pédiatriques de référence rapportaient une prévalence de la
mucoviscidose a 1/2500 naissances ; la mise en place du dépistage progressivement
étendu a l'ouest de la France a abaissé ce chiffre a 1/4591 naissances. Cette
diminution notable a initialement pu étre percue comme une insuffisance de Ia
performance analytique de 'organigramme propose. Depuis, le dépistage néonatal
systématique de la mucoviscidose a permis de mieux connaitre la fréquence des
différentes mutations en cause et les variations de la prévalence néonatale de la
maladie selon les origines ethniques. Le programme national du dépistage est

complétement effectif depuis janvier 2003.

Les résultats qui suivent proviennent du dernier rapport de TAFDPHE (octobre 2005).

Les résultats initiaux du bilan national des années 2002, 2003 et 2004
rapportent une prévalence nationale de la mucoviscidose de 1/4590 et soulignent les
différences régionales dues a 'hétérogénéité des populations. En effet, la fréquence
de la maladie varie beaucoup selon les régions : de 1/16477 en Aquitaine et 1/15941

en lle-de-France a 1/2150 en Champagne-Ardenne et 1/2849 a la Réunion.

Le tableau ci-joint montre les différentes fréquences de la maladie selon les régions

de France.
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Tableau 22 : Fréquence de la mucoviscidose en France, région par région au

bilan du dépistage en 2004

Région Fréquence de la maladie

Nord Pas de Calais 1/4425
Picardie 1/3351
Alsacé\\k 1/411 0
Franche comté 1/4900
Rhone-Alpes (Lyon) 1/4267
Rhone-Alpes (Grenoble) 1/3403
PACA 1/7501
Languedoc-Roussillon 1/6975
Midi-Pyrénées 1/4825
Aquitaine 1/16477

Pays de Loire (Angers) 1/4441
Pays de Loire (Nantes) 1/6621
Bretagne | 1/3084
Normandie 1/3086

lle de France (Necker) 1/6473
lle de France (R.Debré) 1/15941
Centre 1/6503
Limousin 1/3906
Auvergne 1/3582
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1. Résultats globaux

1.1 Enfants suspects

La proportion d’enfants ayant une TIR supérieure au « seuil d’action » est en

moyenne de 0,72 % (0,62 % en région Lorraine).

1.2 Enfants ayant eu une étude en biologie
moléculaire

En raison du changement du seuil d'action, une baisse du nombre de
demandes de biologie moléculaire a été enregistrée : 0,55 % contre 0,82 % avant le
changement de seuil. Cependant, au cours de I'année 2004, a été observée une

nouvelle élévation du nombre de biologie moléculaire a 0,77 %.

1.3 Enfants convoqués « d’emblée » dans un
CRCM

Parmi les enfants suspects, 11 % ont été convoqués dans un CRCM (16 %
dans notre population Lorraine); 20 % des enfants convoqués avaient 2 mutations
d’emblée au prélevement de J3 (25 % en Lorraine) ; 30 % des enfants convoqués
pour une ou deux mutations avaient une mucoviscidose (36 % dans notre population

Lorraine).

1.4 Enfants devant avoir un contréle de la TIR

Parmi les enfants suspects, 89 % ont nécessité un contrdle de la TIR a J21
dont 87 % en raison d’une biologie moléculaire négative (83 % en Lorraine) et 2 %
car la bioclogie moléculaire n'avait pu étre réalisée faute de consentement parental
(aucun cas en Lorraine).

v' Parmi les 87 % d’'enfants sans mutation, 5,4 % n'ont pas eu leur TIR de

contrble en raison de déces (1,4 %), perdus de vue (3,5 %) ou dossier encore

« en attente » (0,5 %). Dans notre population régionale, 1,17 % n’ont pas eu
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de contréle de la TIR (0,47 % de déceés, 0,7 % de perdus de vue, aucun
dossier en attente). Ainsi, pour les enfants ayant eu un contréle de la TIR, la
valeur de la trypsine a J21 s’est normalisée chez 88 % (94 % en Lorraine),
mais elle est restée au dessus du seuil fixé chez 11,4 % des enfants qui ont
alors été convoqués dans un CRCM pour la réalisation d’un test de la sueur
(5,7 % en Lorraine). Parmi ces enfants attendus au CRCM, le diagnostic de
mucoviscidose a été retenu chez 1 % , (1 enfant en Lorraine, représentant 4

% des enfants vus au CRCM en raison d’'une TIR a J21 élevée).

v' Parmi les enfants sans biologie moléculaire, 15 % sont décédés et 22 % ont

été perdus de vue avant que soit réalisé le controle de la trypsine. Sur les 62
% restant, ayant eu un contréle de la TIR, 20 % avaient des valeurs au dessus
du seuil et ont été convoqués dans un CRCM. Le diagnostic de
mucoviscidose a été retenu chez 20 % de ces enfants vus au CRCM pour
TIR a J21 élevée.

2.Les malades dépistés

2.1 Enfants ayant une mucoviscidose

Parmi les enfants vus dans un CRCM, 15 % ont une mucoviscidose (29 % en
Lorraine). Chez 14 % considérés comme malades, le diagnostic était connu avant le
depistage (3 % par le diagnostic prénatal, 11 % en raison d’un iléus méconial). La
présence d’un iléus méconial parmi les enfants malades avec une hypertrypsinémie

a J3 représente 11,4 % des patients (16 % en Lorraine).

2.2 Les mutations observées

Parmi les enfants qui avaient 2 mutations d’emblée au prélévement de J3, 92
% avaient une mutation AF508 (81 % en Lorraine), dont 58 % a I'état homozygote
(62 %). Parmi les enfants malades ayant une seule mutation identifiée a J3, 79 %
avaient AF508. Parmi les enfants malades, 84 % sont homozygotes ou
hétérozygotes composites pour cette mutation (74 % en Lorraine).
Le diagnostic de mucoviscidose a été retenu chez 8,5 % des enfants ayant la
mutation R117H (6,45 % en Lorraine).
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2.3 Caractéristiques cliniques des malades
dépistés

L’dge médian a la premiere consultation, sans considérer les cas d’iléus
meéconial, est de 34 jours et déja 54 % des enfants sont symptomatiques (68 % en
Lorraine), dont 32 % sur le plan digestif, 20 % sur le plan trophique et 30 % sur le
plan respiratoire. La fréquence de la prématurité est de 8,6 % ; un poids de
naissance < 2500 g est retrouve pour 9,6 % des depistes.
Ceci est aussi retrouvé dans la littérature : en effet, une étude menée en ltalie (110),
comparant un groupe d’enfants porteurs de mucoviscidose (n = 70) et une groupe
d’enfants sains de la population générale (n = 290 059), montre que les nouveau-nés
porteurs de mucoviscidose ont un plus grand risque de naitre avant terme et avec un

faible poids de naissance.

3. Autres points importants

v Le dossier des enfants ayant nécessité un contréle de la TIR a J21 a pu étre
conclu normalisé pour 83 % d’entre eux sans passer dans un CRCM (79 % en
Lorraine).

v La fréquence des hétérozygotes « porteurs sains» parmi les
hypertrypsinémiques a J3 est de 1/13 soit deux fois plus élevée
qu’habituellement admis dans la population générale. En Lorraine, la
fréequence des hétérozygotes parmi les enfants hypertrypsinémiques est
encore plus élevée : elle est de 1/10 (52/508).

v" Fin 2004, 13 faux négatifs avaient été recensés en France (AFDPHE).

B. Interprétation de nos résultats

Nos résultats sont globalement superposables aux résultats nationaux, avec
cependant une fréquence plus élevée de la maladie, calculée a 1/2604. Nous
dépistons en moyenne un peu moins d’un enfant porteur de la mucoviscidose par
mois.

Nous n’avons observé, depuis le début du dépistage, aucun faux négatif, en appelant
faux-négatifs les enfants porteurs d’'une forme classique de mucoviscidose et qui
n‘auraient pas éte dépistés en période néonatale. Cependant, nous précisons que le

recul par rapport au début du dépistage est encore court.
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Dans notre groupe d’enfants malades, un seul a eu un dépistage anténatal de
la maladie ; les résultats génétiques sont parvenus apres la naissance.

Nous sommes surpris par la forte proportion d’enfants avec une TIR trés
élevée a J3 et qui se normalise a « J21 » et avons par ailleurs remarqué gque ces
enfants étaient souvent d’origine maghrébine ou des pays de I'Est. Il serait par
ailleurs intéressant d’étudier le score d’Apgar de ces enfants car une souffrance
foetale aiglle peut étre la cause d’'une élévation transitoire de la TIR chez un enfant
sain. De méme, le poids de naissance pourrait intervenir dans I'élévation transitoire
de la TIR.

C. Interprétation des résultats et

information au patient

Pour les enfants ayant une TIR < 100 ug/l a J 3 et une étude de BM négative,
et en conséquence pas de contréle a J 21, la question se pose de savoir s'il faut
considérer ces enfants comme ceux ayant une TIR a J 3 inférieure au seuil d’action
(65 ug/l) (et donc pas d’analyse en biologie moléculaire) et donc comme ayant un
test de dépistage négatif.

Dans cette seconde situation, la BM n’étant pas faite, la question de rendre un
résultat individuel aux parents et aux professionnels ne se pose pas. Mais s'il est fait
une étude d’ADN, doit-on rendre un résultat individuel aux parents par l'intermédiaire
d’'un médecin quand il n’est pas trouvé de mutation ?

A qui appartient le résultat ? doit-on donner ce résultat aux parents qui risquent
d’oublier de transmettre cette information a leur enfant 15 ans plus tard ?

Dans les textes, le résultat du test « doit étre adressé par le laboratoire
exclusivement au praticien prescripteur », en [l'occurrence le président de
I'Association Régionale. Celui-ci « ne doit communiquer les résultats de I'examen
des caractéristiques génétiques qu’a la personne concernée ou a celle titulaire de
I'autorité parentale... ». En outre, « la communication des résultats doit se faire dans
le cadre d’une consultation médicale individuelle, sous forme claire et appropriée ».

En toute rigueur réglementaire et éthique, le résultat n'appartient pas aux
parents et ne doit pas leur étre donné. Mais en pratique, cette information leur est
malgré tout fournie en espérant qu'ils en informeront leur enfant lorsqu’il aura atteint

la majorité.
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D. Problemes posés par les hétérozygotes

La gestion et I'impact du diagnostic des heétérozygotes est un probléme délicat

dont il faut apprécier le retentissement sur le vécu au sein des familles et sur
Finformation auprés de I'hétérozygote au début de I'age adulte.
En effet, le prélévement de sang a J3 est destiné a dépister la maladie et non a
rechercher une caractéristique génétique chez une personne afin de lui dire si elle
est porteuse d'une mutation, ce qui pourrait orienter différemment son existence. i
faut rappeler que la situation d’hétérozygotie n’est pas une situation anormale et que
tout individu est certainement porteur hétérozygote de mutations qui, en cas
d’homozygotie ou d’hétérozygotie composite, donneraient une pathologie. Les
informations données aux parents concernent I'objectif du dépistage et non les
conséquences de I'absence d’'une des trente mutations éventuellement recherchées
chez un enfant qui sera considéré comme n’ayant pas une mucoviscidose aprés le
test de dépistage.

Le dépistage néonatal de la mucoviscidose est un dépistage qui, du fait des
techniques de biologie moléculaires employées, conduit a révéler des statuts
génétiques qui ne sont pas ceux denfants malades mais ceux denfants
hétérozygotes, c'est-a-dire seulement porteurs de caractéristiques génétiques
particulieres (c’'est également le cas du dépistage néonatal de la drépanocytose).
Aussi est-il légitime de poser, entre autres, la question de I'intérét pour ces enfants
d’'une telle démarche.

Classiquement, le dépistage des hétérozygotes s’effectue dans le cadre du
conseil génétique par un dépistage familial en cascade. On cherche a caractériser,
dans les familles ayant un enfant atteint de mucoviscidose, les personnes porteuses
d’'une mutation a I'état hétérozygote et ce, dans l'objectif d’effectuer un diagnostic
prénatal chez les couples qui ont un risque élevé de donner naissance a un enfant
atteint de mucoviscidose.

Dans le cadre du dépistage néonatal de la mucoviscidose, la découverte des
hétérozygotes pose la question de fournir les résultats a la famille, d’autant que les
parents ne donnent leur accord écrit que pour obtenir le dépistage d’'une maladie
chez leur enfant.

En faveur de cette démarche du dépistage, il faut noter qu’en Grande-Bretagne,

depuis 10 ans que le dépistage néonatal a été mis en place, on a assisté a une
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diminution de 30% de la prévalence de la maladie (78). Par ailleurs, si les résultats
ne sont pas rendus, il existe un risque de perte de I'information.

A linverse, ceux qui s'opposent a cette démarche indiquent que les critéres
d'un dépistage ne sont pas ici respectés: on ne dépiste pas une maladie, le
dépistage ne permet pas de proposer un traitement et il n'y a pas de bénéfice direct
pour l'enfant de savoir qu’il est porteur d'une mutation génétique a I'état
hérétozygote. De plus, on peut considérer que le fait de révéler le statut hétérozygote
chez un mineur n’est pas conforme a la législation frangaise (111, ).

Sur ce point, TAFDPHE considére d’une part que la question peut se poser de
savoir si le résultat doit étre communiqué aux parents, mais que, si I'information est
donnée, elle doit étre claire. D’autre part, méme si 'objectif du dépistage n’est pas de
dépister des hétérozygotes, les parents doivent avoir connaissance de cette
information.

La question est délicate pour les états d’hétérozygotie qui ne sont pas
pathologiques comme le dit bien la dénomination de « porteur sain », mais la
déontologie médicale (et la Loi) n‘autorisent pas la rétention d'un résultat
« anormal »et l'attestation du rendu de résultat est réglementaire depuis octobre
2004. 1l faut donc informer les parents, ce qui engage un discours difficile a
comprendre pour ces derniers et dont I'utilité immédiate est discutable, sans compter
la grande consommation de temps de professionnels qu'elle requiert. Nous ne
devons pas oublier que I'un des criteres fondamentaux du dépistage est le bénéfice
immédiat rendu a l'individu malade ; est-ce le cas de 'hétérozygote ?

Enfin, chez un couple dont I'un des conjoints est connu comme étant
hétérozygote, si la recherche des mutations communes est négative chez l'autre
conjoint, se pose la question de modifier I'organigramme pour le dépistage du
nouveau-né a naitre. En effet, si la TIR a J3 est augmentée et que la BM retrouve la

mutation du parent hétérozygote, en cas de TS anormal et de TIR a J21 augmentée,

" Code de la Santé Publique (extraits de 'Art. R1131-5)

- Lorsque 'examen des caractéristiques génétiques d'une personne est effectué sur un
mineur, il ne peut étre prescrit que si celui-ci peut personnellement en bénéficier dans
sa prise en charge ou si des mesures préventives ou curatives peuvent étre prises
pour sa famille.

- Les examens ne peuvent étre réalisés chez un mineur que si ce dernier ou sa famille
peuvent personnellement bénéficier de mesures préventives ou curatives
immédiates.
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il faudra rechercher les mutations rares qui ne font pas partie du Kit de dépistage.
Une autre stratégie possible serait, pour éviter deux études en BM, de noter sur le
carton de dépistage envoyé au laboratoire, la notion d’hétérozygotie d’un des
conjoints, afin que soit réalisée directement la recherche des mutations rares si la

TIR a J3 est élevée.

En conclusion, le dépistage des hétérozygotes pose de multiples questions,
avant tout d’ordre réglementaire et éthique. Cependant, le probleme est relativement
circonscrit dans la mesure ou I'on ne dépiste qu’un faible taux d’hétérozygotes et que

peu de familles se trouve concernées.

E. Difficultés dues aux faux positifs et

impact psychologique

L’association TIR/biologie moléculaire a une sensibilité autour de 95% et une
bonne spécificité, et dans son ensemble, une valeur prédictive positive entre 15 et
37%. Le probléme majeur de ce dépistage est du aux faux-positifs. Méme s'ils sont
peu fréquents (0,1%), les familles, souvent inquiétes, vont nécessiter une information
génétique lorsqu’il y a une hétérozygotie, incluant une recherche génétique chez les
parents et la fratrie. Les faux-positifs déclenchent souvent chez les mamans un vécu
psychologique difficile qui peut durer plusieurs années et le mode de communication
d’'un résultat anormal (téléphone ou conversation personnalisée) est une facteur
important pour les parents (112), dont I'impact psychologique est difficile a évaluer.
Chez certaines familles, on assiste a un véritable « syndrome de [enfant
vulnérable » avec un enfant sain, ayant eu un résuitat faussement positif au
dépistage et dont les parents gardent une anxiété résiduelle (113). Bien que de tels
problemes n'arrivent que dans une faible proportion de familles, ils sont cependant
préoccupants et doivent étre pris en compte dans les réflexions des groupes
d’experts.

La trypsine immunoréactive cible une population a risque de mucoviscidose mais il y
a un nombre élevé de faux positifs. Quelle est la signification de cette
hypertrypsinémie ?

Dans différentes études utilisant la TIR comme test de dépistage, l'incidence

de faux-positifs varie de 0,18 a 0,97%. Rock et son équipe du Wisconsin (114), en
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1989, ont essayé de déterminer les caractéristiques des nouveau-nés présentant
une TIR faussement positive. Dans leur étude, sur les 92 enfants avec une TIR
élevée, seulement 14,1% avaient un diagnostic de mucoviscidose confirmé par un
test de la sueur positif, et 85,9% avaient un test de la sueur négatif. lils ont pu mettre
en évidence que la survenue d’une asphyxie périnatale était un facteur associé a une
TIR faussement positive au quatrieme jour de vie. Par contre, la prématurité ne
semblait pas étre associée avec une élévation de la TIR. Dans d’'autres travaux,
Kuzemko (115) montrait que l'asphyxie néonatale, I'hypoglycémie ou I'anomalie
congénitale pouvaient étre des facteurs responsables d’une TIR anormalement

élevée.

Beaucoup ont tenté de comprendre le vécu des parents lors du dépistage
néonatal, par des tests psychologiques pour étudier I'anxiété et la relation parents-
enfant. L’étude de I'équipe de Comeau au Massachusetts (116) retrouve que sur les
83 parents dont I'enfant avait un test faussement-positif pour la mucoviscidose et qui,
plus tard, ont donné naissance a un autre enfant, 'anxiété ou les réactions négatives
qu’ils avaient pu rapporter au moment du dépistage du premier nouveau-né n’étaient
pas suffisantes pour les empécher d'accepter un dépistage néonatal de Ila
mucoviscidose pour leur plus jeune enfant.

Actuellement en France, «limpact psychologique des faux positifs du
dépistage néonatal » est en cours d’étude. En toute premiere analyse, il semble qu ‘il
n'y ait quasiment pas d’anxiété parentale manifeste 3 mois aprés la consultation,
mais l'originalité de I'étude est de vérifier si cet acquis se maintient au bout de 1 et 2
ans lorsque l'enfant aura véritablement quelques petites maladies qui pourraient

réactiver une anxiété.

F. Probléemes rencontrés avec les formes

frontieres

Le dépistage néonatal de la mucoviscidose entre dans le cadre d'une
médecine qui vise a prendre en charge précocement la maladie et a éviter ou a
retarder une évolution grave. Cependant, la biologie moléculaire permet d’identifier
d’une part des formes appelées « frontiéres », d’autre part des formes modérées de

la maladie, mais aussi des « génotypes a probléme » ou GAP, c'est a dire des
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mutations nouvelles dont on ne connait pas la pathogénicité. On entre ici dans le
cadre d’'une médecine prédictive sans que pour autant 'on connaisse I'évolution de
ces formes, la meilleure fagon de les prendre en charge, s'il est bien licite de faire le
diagnostic chez le nouveau-né et le type de conseil génétique que fon peut
proposer.
Plusieurs situations de complexités différentes peuvent se présenter :
v 2 mutations mais avec un test de la sueur négatif (< 40 mmol/l pour les
nourrissons de plus de 3 mois ; < 30 mmol/l pour les nourrissons de moins de
3 mois), ou intermédiaire (entre 40 et 59 mmol/l) ;
v 2 mutations avec au moins une mutation modérée et un test de la sueur positif
(= 60mmol/l pour les nourrissons de plus de 3 mois ; ou 230 mmol/l chez les
moins de 3 mois), (forme classique de la maladie), ou intermédiaire ou
négatif (forme frontiere);
v' 0 ou 1 mutation avec un test de la sueur intermédiaire ou entre 30 et 40
mmol/l pour les nourrissons de plus de 3 mois;
v" mise en évidence d’'une mutation nouvelle associé a une mutation classique :

GAP ou polymorphisme ?

1. Dans la littérature

Le devenir des formes modérées a été étudié en France dans le Grand Ouest,
sur une période moyenne de 4 ans et 7 mois. Elle a porté sur 14 filles et 12 gargons,
agés de 3 mois a 20 ans, recrutés par les 6 CRCM de Bretagne, Pays de Loire et
Basse-Normandie. Le profil génétique de ces patients est le suivant :

v un patient ayant 2 mutations modérées avec un test de la sueur a 37 mmolll,
puis a 60 mmol/l a 7 mois ;
v' 25 patients hétérozygotes composites avec une mutation sévéere et une
mutation modérée.
Ces enfants ont eu en moyenne 3,5 tests de la sueur. A I'age d’un mois, ces tests
étaient négatifs dans un quart des cas, intermédiaires dans un quart des cas et
positifs une fois sur deux. En revanche, aprés 6 ans de recul au moins, le test de la
sueur est devenu positif dans 42% des cas.
Ces enfants sont tous suffisants pancréatiques et en bon état nutritionnel. Sur le plan
du statut respiratoire, 8 enfants ont des signes respiratoires, mais le VEMS est de
101% en moyenne. Un seul enfant de 13 ans (AF508/S945L) a un VEMS a 48%, un
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score de Shwachman a 65 (moyenne a 96,7) et un score de Brasfield a 15 (moyenne
a 22,8). Sur 13 enfants qui ont fait 'objet d’'une étude bactériologique, 2 ont été
infectés par Pseudomonas aeruginosa et 9 par Staphylococcus aureus (dont 4
colonisations chroniques).

La prise en charge de ces patients a été effectuée 25 fois sur 26 par un CRCM avec
une consultation 3 fois par an dans 22 cas, et 1 fois par an dans 3 cas. Quinze
enfants ont bénéficié de kinésithérapie respiratoire deux fois par semaine, sept ont
un traitement anti-asthmatique et un seul a une antibiothérapie au long cours.

Parmi les cas avec phénotype modéré, le diagnostic d’anomalie du géne de la CFTR
a été porté chez I'un d’entre eux grace a la découverte d’'une agénésie bilatérale des
canaux déférents lors d’une cure de hernie inguinale ; il était asymptomatique sur le
plan respiratoire. Par ailleurs, dans 4 cas, le diagnostic a été effectué sur la base
d’infections respiratoires récidivantes. Six « GAP » ont été suivis pendant 3 ans et 3
mois en moyenne. Leur croissance staturo-pondérale et leurs fonctions pancréatique
et hépatique sont normale. Un enfant présente une toux chronique. Sur le plan
infectieux, 'un d’entre eux a été colonisé par Pseudomonas aeruginosa. Au total,
I'atteinte de ces enfants non dépistés et dépistés apparait nettement moins sévére

que dans les formes classiques, mais avec un phénotype assez hétérogéne.

Le test de la sueur reste le test diagnostique de référence mais, lorsquil
donne un résultat équivoque, il compliqgue la démarche diagnostique provoquant
anxiété, incompréhension et stress qui doivent étre correctement pris en compte. |l
doit étre effectué avec la technique de référence de Gibson et Cooke mais on sait
depuis longtemps qu’il y a d’authentiques CF qui gardent des TS normaux et d’autres
qui verront leur concentration sudorale de Cl augmenter avec I'dge avec un tableau
clinigue pathologique associé; cependant, nous savons que le chlore sudoral
augmente physiologiquement avec I'age.

Avec la découverte de la 1°™ mutation AF508 publiée en méme temps que
celle du gene CFTR, il est apparu rapidement que le taux de TIR était
significativement plus élevé chez les patients hétérozygotes, tout en restant dans les
valeurs limites de la normale. Or, parmi ceux-ci, on a pu découvrir par la suite une
deuxiéme mutation lorsqu’on fait une étude exhaustive du géne, mais ce sont alors
des mutations modérées (R117H, A455E, 3849 + 10 kbC>T, D1152H ou ISV8,5T)

voire de simples polymorphismes.
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L’étude de la cohorte de la Cystic Fibrosis Foundation (117) sur 17853 CF
génotypées montre que le taux de mortalité est significativement plus bas chez les
hétérozygotes composites AF508/3849 + 10 kbC>T ou R117H ou 2789 + 5G>A que
chez les homozygotes AF508 ou hétérozygotes composites a mutations séveres
(comme les mutations non-sens). Cependant, comme pour les mutations classiques,
la corrélation génotype-phénotype est compliquée par I'existence de génes CFTR
polyvariants et de génes modificateurs et, dans la littérature, sont décrites des
évolutions classiques chez des sujets porteurs d’une mutation modérée avec

persistance d'un test de la sueur normal.

En Australie, Massie et al (118) identifient 1,6 fois plus d ‘hétérozygotes
AF508 a partir de la TIR du dépistage néonatal que dans la population générale (ce
dépistage ne recherche que la mutation AF508). Parmi eux, les auteurs ont repris
F'analyse du géne CFTR chez 57 enfants :

v" Quatre enfants avaient un test de la sueur compris entre 40 et 60 mmol/l.
v' Cing enfants (8,8%) avaient une deuxieme mutation, R117H toujours associée

a VS8, 7 ou 9T, soit une fréquence significativement plus élevée que dans la

population générale australienne (1%).

v Onze enfants (20%) avaient par ailleurs Tl'allele 5T de Tintron 8 sur leur

deuxiéme chromosome.

Aucun de ces 5 + 11 enfants n’a développé de signe clinique de CF a 12 mois. Les
quatre enfants ayant des tests de la sueur initiaux intermédiaires n’avaient pas de
deuxiéme mutation ou ne possédaient pas l'allele 5T(mais possédent lallele 7T ou
9T). Pourtant, deux d’entre eux ont développé des signes cliniques authentiques de
CF a l'age de 12 mois avec des tests de la sueur devenus positifs. Il en est de méme
pour un troisieme enfant qui avait un chlore sudoral initial a 32 mmol/l puis 54 mmol/
a 12 mois; tous ces enfants étaient suffisants pancréatiques (voir « mutations
modérées p136).
Il ne s’agissait pas de faux-négatifs des tests de dépistage puisque leur TIR était
élevée mais de faux-négatifs des tests diagnostiques.

Quand nous voyons I'évolution rapide de ces trois enfants (sur une population
initiale de 57 présumés hétérozygotes), il parait pourtant important d'en faire

rapidement le diagnostic pour les prendre en charge plus tét. Les enfants qui avaient
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un CIl sudoral inférieur a 40 mmol/l n'ont pas développé de signes cliniques

particuliers et restent avec des tests de la sueur bas.

L’équipe du Massachusetts (119) a également étudié les nouveau-nés ayant
un diagnostic de mucoviscidose difficile a affirmer. Elle retrouve que, chez les
enfants ayant un résultat positif au dépistage néonatal, avec une mutation détectée
(ils recherchent la mutation AF508 et d’autres mutations) et un TS limite (chlore
sudoral compris entre 30 et 60 mmol/l), 20% ont une deuxiéme mutation retrouvée
secondairement. Par ailleurs, sur tous les enfants dont le diagnostic néonatal était
positif pour la mucoviscidose, 11% ont finalement une forme frontiére de
mucoviscidose. lis proposent un organigramme pour la réalisation des tests de la
sueur qu’il ne faut pas hésiter a répéter lorsque le diagnostic est difficile a établir.

(voir tableau annexe n°® 12: organigramme du TS quand forme frontiére)

Une étude anglaise publiee en 2000 (120) montre que la présence d’une
mutation AF508, associée a l'existence d’'une hypertrypsinémie modérée chez le
nouveau-né est souvent en rapport avec la présence d'une seconde mutation,
parfois bénigne. Par exemple, I'association AF508/R117H entraine un phénotype
sans insuffisance pancréatique exocrine. De méme, le variant 7T et la mutation
R117H, combinées a AF508, ne sont associés qu'a une agénésie bilatérale
congénitale des canaux déferents, et, dans certains cas, a une atteinte pulmonaire
discréte. Les femmes comportant ce génotype sont complétement asymptomatiques.
Dans cette méme étude, Boyne et al. trouvent secondairement 20 hétérozygotes
composites chez les 88 hétérozygotes AF508 initialement identifiés par le diagnostic
néonatal avec test de la sueur normal. Neuf fois (45% des cas) il s’agit d'une
mutation R117H toujours associée au variant 7T de lintron 8, deux fois de la
mutation 3849 + 10 kbC>T. Tous les enfants sont suffisants pancréatiques,
néanmoins six, dont trois R117H, développent des symptdémes respiratoires sans

précision d’age.

Selon les criteres actuels, tous les enfants décrits dans ces publications ont
bien une anomalie du géne CFTR, mais avec une symptomatologie clinique
extrémement variable, d'ou les termes utilisés pour les désigner : mucoviscidose,
formes atypiques (CF pulmonaire modérée), formes infracliniques ou « pré-CF »,

CFTR related disease, CFTR-like ou maladies associées a CFTR (atrésie bilatérale
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des canaux deférents, pancréatite chronique idiopathique, sinusite chronique,
aspergillose bronchopulmonaire allergique, asthme), CFTR-opathie. Ces situations
posent donc le probléeme de la relation phénotype/génotype. De fagon générale, a
une mutation modérée correspond une suffisance pancréatique et une atteinte
respiratoire modérée.

La situation se complique avec des patients porteurs de genes polyvariants et de
génes modificateurs qui développent une mucoviscidose, malgré une mutation

modérée et/ou un test de la sueur normal.

Ainsi, ces études montrent que nous devons étre prudents quant a
I'affirmation de I'absence de mucoviscidose chez ces enfants ; or si nous ne voulons
pas provoquer d’anxiété pathogéene résiduelle chez les parents, il faut pouvoir les
rassurer quand ils quittent le CRCM une fois effectué un TS normal. Méme si le
professionnel sait qu’il peut y avoir de trés rares exceptions, il doit tenir un discours
totalement rassurant lorsque le TS est inférieur a 40 mmol/l, mais se montrer plus
prudent lorsqu’il est compris entre 40 et 60, savoir le répéter ultérieurement et faire

une étude exhaustive du gene (121).

2. Les mutations modérées et décisions difficiles

Les mutations modérées sont incluses dans le kit 30 du dépistage néonatal de
la mucoviscidose en France. La plus fréquente d’entre elles est la mutation faux-sens
R117H, dont Pinterprétation est difficile. En effet, selon qu’elle est associée a une
répétition de 5 ou 7 thymines dans flintron 8, elle entraine ou n’entraine pas un
phénotype de mucoviscidose.

Ainsi, son expression phénotypique, lorsqu’il existe une mutation délétére sur
le deuxieme alléle de l'autre chromosome, est dépendante du variant polythymidique
de l'intron 8 sur le méme allele (122). En présence de l'allele 5T, elle est typiquement
associée a une mucoviscidose sans insuffisance pancréatique initiale ; avec l'allele
7T ou 9T, elle est soit asymptomatique, soit associée chez 'homme a une stérilité
par atrésie des canaux déférents. En réalité, l'alléle 7T est associé a un épissage
normal de I'exon 9, ce qui n'entraine pas de variation de la quantité d° ARNm de la
protéine CFTR ; lindividu R117H-7T produit une quantit¢ normale d’'une CFTR
partiellement fonctionnelle, entrainant un phénotype modérément sévére. A I'oppose,

Findividu R117H-5T produit un ARNm en quantité réduite, ce qui induit un phénotype
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plus sévére en raison d’'une diminution de la quantité de la CFTR au niveau de la
membrane cellulaire. C’est donc bien l'allele 5T qui se comporte alors comme une
véritable mutation délétere (12).

Cette mutation, présente dans tous les kits actuellement commercialisés et
dans les Kits 20 et 30 utilisés en France, est retrouvée, associée dans la grande
majorité des cas a lalléle 7T, a une fréquence élevée inattendue chez les enfants
dans le cadre du dépistage néonatal. Ces enfants ne devraient pas développer de
mucoviscidose sévére, mais il parait important de les suivre afin de prévenir
Fapparition de tout probléme pulmonaire ou digestif et de progresser dans la
connaissance de la pathogénicité de cette altération, tout en sachant que ce
processus est trés anxiogene pour les parents (123).

On retrouve le méme type de probléme lors du dépistage de conjoints de
malades ou d’hétérozygotes dans le cadre d’un projet parental. Chez les conjoints de
malades, on propose une étude compléte du gene CFTR. Chez les conjoints
d’hétérozygotes, on utilise le kit, complété par la recherche de certaines mutations
selon les origines ethniques ou géographiques de la famille. Mais lorsque l'on
identifie des mutations de type R117H ou des faux sens mal étiquetés, est-il justifié
de proposer un diagnostic prénatal avec une possible interruption médicale de
grossesse a la cle?

Une bonne gestion du résultat est capitale, car elle débouche directement sur
acceptabilité par les parents et leur participation a la prise en charge du traitement a
long terme du bébé. Une circulaire ministérielle (124), relative a 'accompagnement
des parents et a lI'accueil de I'enfant lors de l'annonce pré et post-natale d'une
maladie ou d’'une malformation, a donné des directives en ce domaine. Mais la
réalite sur le terrain est parfois difficile, surtout quand le clinicien se pose la question
essentielle de savoir si le résultat biologique peut étre formellement relié a un état
morbide ou s'il ne se trouve pas devant une forme frontiére dont le retentissement
clinique a moyen terme et a long terme est discuté. Pour certaines mutations,
certains parlent de la maladie du gene CFTR, sans prononcer le mot de
mucoviscidose.

Il est aussi difficile d’annoncer des problemes futurs de fertilité aux parents
d’'un nouveau-né masculin quand on n’en a pas la certitude et qu’aucun traitement
n'est disponible. C’est pourquoi, certains pensent que l'identification des formes
frontieres ne devrait pas étre incluse dans les protocoles de dépistage néonatal de

routine (surtout vrai pour la mutation R117H).
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On peut identifier d’autres mutations « modérés »avec phénotypes peu
sévéres : R347H, R347P, R334W, R117C et L206W, n’entrainant pas d’insuffisance

pancréatique.

Ainsi, il semble logique de proposer a ces enfants un bilan clinique et
paraclinique annuel dans un CRCM. En cas de test de la sueur intermédiaire ou
négatif, quel doit étre le rythme des contrbles a proposer : 3-6-12 mois, puis une fois
par an ? Faut-il faire une étude exhaustive du géne ? Faut-il s’acharner a trouver des
hétérozygotes composites ? Quel discours tenir aux parents ? Quant au conseil
génétique, il doit étre multidisciplinaire, modeste, prudent et adapté a la situation

clinique.

3. Les différentes classes de mutation

Sur le plan de la biologie moléculaire, il existe d'une part les mutations non
pathogeénes qui, a priori, n'entrainent pas d’altération, et des mutations causales qui
sont soit sévéres, soit modérées. Théoriquement, pour qu'une forme sévere de la
maladie se déclare, le patient doit avoir hérité de 2 mutations séveres. Les formes
modérées, « frontieres », voire asymptomatiques n’apparaissent que si le patient est
porteur d’'une mutation sévere et d’'une mutation modérée, ou de deux mutations
modérées.

En pratique, le diagnostic est complexe puisque le géne CFTR est responsable, non
seulement de mucoviscidose classique mais aussi de « CFTR-opathies » qui sont
des pathologies mono ou pauci-symptomatiques, avec des tests de la sueur souvent
difficiles a interpréter et deux mutations en trans (sévere/modérée ou
modérée/moderée). Nous trouvons dans ce groupe des patients infertiles par atrésie
bilatérale des canaux déférents, pathologie bien identifiée du géne CFTR, mais aussi
des sujets qui consultent pour une dilatation des bronches, certaines polyposes
naso-sinusiennes ou des pancréatites aigués. Ces dernieres pathologies sont plus

difficiles a caractériser cliniquement et donc a rattacher aux maladies de la CFTR.

En fait, la mucoviscidose serait relativement facile a définir si I'on pouvait
classer les mutations du gene CFTR selon leur pathogénicité. Un des premiers

éléments pris en compte pour établir cette classification est la nature de la mutation.
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Si les mutations non-sens et celles qui entrainent un décalage du cadre de lecture
peuvent étre classées parmi les mutations sévéres, il est plus difficile de se
prononcer sur certaines mutations d’épissage et sur les faux-sens.

Pour évaluer leur pathogénicité, toute une palette d’outils peut étre utilisée. Il

est actuellement mis en place des etudes de corrélation génotype-phénotype, mais
du fait du trés grand nombre de mutations, il est difficile d’établir des cohortes
comparables de patients ayant des génotypes identiques, la situation étant expliquée
par l'interférence possible d'un gene modificateur.
Si la biologie moléculaire permet de confirmer le diagnostic de mucoviscidose dans
un grand nombre de cas, il existe des mutations a « large spectre » pour lesquelles il
est difficile de faire un pronostic car elles sont a l'origine de phénotypes différents
d’un sujet a l'autre, voire dans une méme fratrie.

Ces mutations font 'objet d’études collaboratives qui, dans certains cas, ont
permis de mettre en évidence I'existence d’alléles complexes. Des études montrent
que, parfois, deux mutations, selon gu’elles sont portées sur le méme alléle ou non,
sont a l'origine d’'un phénotype sévere ou modéré. Cela montre clairement lintérét
d’effectuer systématiquement une étude de ségrégation familiale afin de s’assurer
que deux mutations sont portées par des alléles différents (trans) ou par un méme
allele (cis).

Pour expliquer des différences phénotypiques dans une méme fratrie, chez
des enfants porteurs des mémes mutations, I'implication de génes modificateurs est
evoquée, mais les études de liaison ne sont pas encore concluantes. Nous
rappelons aussi que les facteurs environnementaux peuvent également influer sur

I'évolution de la maladie.

G.Minimiser les risques/ améliorer les
bénéfices
Une stratégie pour diminuer les risques serait de ne pas détecter les formes
frontieres de mucoviscidose. La meilleure approche aujourd’hui serait d’exclre la
mutation R117H dont la fréquence est a l'origine des probléemes rencontrés. Une
seconde approche possible serait de sélectionner les mutations du géne CFTR en

excluant les mutations de classe IV et V qui sont associées a une fonction

pancréatique normale. Les patients ayant une fonction pancréatique normale, qui ont
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une mutation bénigne et une mutation sévére seraient détectés si la mutation sévére
etait dans le Kit de dépistage. Par contre, les individus avec 2 mutations bénignes ne
seraient pas détectés. Ainsi, beaucoup des bénéfices nutritionnels du dépistage
seraient conserves tout en diminuant le nombre de résultats faussement positifs et la

révélation des formes frontiéres de mucoviscidose.

H. Compréhension de I'information par les

parents

Trois études américaines ont été menées pour évaluer la compréhension de
l'information par les parents d’enfants atteints de mucoviscidose ou étant faux-positif
au depistage. La plus ancienne d’entre elles, celle de Tluczek en 1992 (125),
montrait une meéconnaissance importante des parents des différents aspects du
dépistage neonatal. Sur les 104 familles dont I'enfant s’était avéré faux-positif, 14%
n'étaient pas rassurés par le test de la sueur normal et 22% ne savaient pas s'ils
allaient continuer a avoir des enfants a cause de leur mauvaise expérience du
dépistage néonatal. En 1991, quand le programme de dépistage néonatal de la
mucoviscidose du Wisconsin a introduit P'association TIR-biologie moléculaire
(recherche de la seule mutation AF508) pour le dépistage, les parents bénéficiaient
du conseil génétique au moment méme ou leur enfant avait le test de la sueur. Une
année plus tard, un entretien avec 63 parents dont I'enfant avait un résultat
faussement positif, retrouvait que plus de la moitié de ces parents n'avaient pas
compris qu’ils gardaient un risque plus élevé que la population générale de concevoir
un enfant atteint de mucoviscidose (126). Une troisiéme étude de 138 familles (127)
a montré également une compréhension incompléte chez les parents d’enfants qui
étaient faux-positifs et avaient une mutation: 88% savaient que leur enfant était
porteur sain pour la mucoviscidose, 15% ne savaient pas bien si le statut de porteur
sain pouvait ou non entrainer une maladie, 11% ne savaient pas si leur enfant était
porteur du gene de la mucoviscidose et 12% des parents ne savaient plus bien si
finalement, 'un d’entre eux était porteur. Enfin, seulement 57% des parents savaient
qu’il existait un risque sur quatre que leur enfant puisse, a I'age adulte, avoir un
enfant atteint de mucoviscidose si son conjoint était aussi porteur d’'une mutation.

Cette étude montrait que les parents qui avaient bénéficie d’un conseil génétique
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avaient significativement mieux compris les risques de transmission de la maladie
par rapport a ceux qui n'avaient pas été a la consultation spécialisée de génétique.

Une étude récente menée par I'équipe du Massachusetts (116) montre que la
consultation spécialisée de génétique est mieux comprise et suivie lorsqu’'une
premiere information génétique a été donnée par le pédiatre au décours immédiat de
la réalisation du test de la sueur. Cela peut s’expliquer par le fait que les parents,
revenant plus tard a la consultation de génétique, sont plus disponibles pour
entendre les informations concernant les résultats de biologie moléculaire, ainsi que
les différentes possibilités de conception futures, car ils ont eu le temps de laisser
passer les angoisses du test de la sueur.

Ainsi, il parait évident que le conseil génétique est important pour I'éducation
des familles, a condition gu'’il soit réalisé dans de bonnes conditions et que le
meédecin s’assure de la bonne compréhension du statut de chaque membre de la
famille concernée au terme de l'entretien. Le conseil génétique parait impératif pour
le succes du dépistage néonatal de la mucoviscidose et des autres maladies
héréditaires dépistées. Des efforts doivent étre faits afin de fournir aux équipes

meédicales tous les moyens nécessaires a la bonne information des familles.

I. Probleme du consentement parental

Récemment, 'équipe francgaise de Lille (128) a évalué la proportion de parents
ayant refusé de donner leur consentement pour le dépistage néonatal de Ila
mucoviscidose avec l'utilisation de la BM, sur une période de 18 mois. Elle retrouve
un taux de 0,8% au début de la mise en place du dépistage en France, puis une
diminution a 0,2% aprés une année de dépistage, ceci montrant que les efforts
fournis pour informer les parents et les professionnels de santé sur l'intérét du
dépistage de cette maladie entrainent une diminution significative du nombre de
refus de consentement parental. Pour rappel, a Nancy, nous n‘avons eu aucun refus
de signature ; par contre, pour 2 enfants, les prélévements sanguins a J3 (pour tous
les dépistages) ont été refusés par les parents.

Par ailleurs, les résultats génétiques sont remis aux parents qui s’engagent a
en informer leur enfant lorsqu'il sera majeur ; en effet, il est généralement supposé
que les enfants porteurs sains seront informés de leur statut lorsqu’ils auront atteint
l'age de procréer. La meilleure méthode pour cela serait probablement de revoir

l'enfant et sa famille lorsqu’il sera en age de comprendre. Cependant, nous ne
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savons pas quels retentissements psychologiques aura cette information sur le

développement psychosocial de I'enfant et sur la qualité des relations parents-enfant.

J. L’avenir du dépistage...

Actuellement, un sujet de réflexion actuelle au niveau de 'AFDPHE est:
« faut-il maintenir le dépistage dans ses modalités actuelles?» avec en particulier la
discussion d’un autre marqueur biochimique couplé a la TIR et qui remplacerait la
BM.

Si le test de la sueur reste toujours le test diagnostic de référence, il est
parfois mis en défaut avec I'analyse plus précise du géne CFTR.
La DDP pourrait se révéler un bon complément mais linterprétation de cette
technique n’est pas toujours aisée et sa réalisation trés difficile chez le nourrisson.
En attendant d’avoir des réponses plus précises sur lintérét de repérer dés la
naissance les formes frontieres, un dépistage néonatal de la mucoviscidose sans
utiliser la BM aurait sans doute son utilité ; une étude en cours utilisant un deuxiéme
marqueur biologique, la Protéine Associée aux Pancréatites (PAP), couplé a la TIR,
est I'objet d’'une discussion ; en effet, utiliser un 2°™ marqueur biochimique qui
éviterait le recours a la biologie moléculaire est un objectif intéressant, car outre que
la biologie moléculaire est une méthodologie lourde et trés onéreuse, elle présente le

probleme de I'hétérozygotie et du rendu de ce résultat aux parents.

Les études effectuées sur la PAP, montrent qu’il est possible d’envisager une
autre stratégie de dépistage de la mucoviscidose que celle utilisée actuellement
(129).

La PAP, découverte en 1992 a Marseille (130), est un marqueur de la souffrance
pancréatique : elle est absente du pancréas normal et fortement exprimée en cas
d’agression du pancréas (pancréatite, sepsis...). Sa signification physiologique est
différente de celle de la TIR. Son taux est élevé chez tous les patients atteints de

mucoviscidose et d’autant plus que les sujets sont plus jeunes.

Dans une premiére étude, la PAP a été dosée chez 200 000 nouveau-nés
(131). Les résultats ont montré que tous les enfants atteints de mucoviscidose

avaient une PAP élevée, mais des nouveau-nés non atteints avaient également une

-142-



PAP élevee : la sensibilité était de 100% (n’étaient considérées que les formes de
mucoviscidose avec atteinte pancréatique) mais la spécificité n’était que de 99,24%.
Mais tous les nouveau-nés atteints de mucoviscidose étaient a la fois positifs pour
les deux marqueurs (TIR et PAP).

Une seconde étude, portant sur 47 000 nouveau-nés (132), a consisté a
utiliser la PAP comme premier marqueur, puis, si elle était positive, a réaliser une
TIR puis un test de la sueur. Elle a permis d’identifier 5 cas de mucoviscidose.

Une troisieme étude (133) a porté sur un échantillon de 200 000 nouveau-nés
recrutés dans 5 centres ou les cas de mucoviscidose étaient identifies par le
dépistage actuel (TIR/recherche de mutations); chez tous les nouveau-nés, le
dosage de la PAP a été associé a celui de la TIR. Les résultats ont montré que tous
les enfants ayant une mucoviscidose ont a la fois une PAP et une TIR élevées alors
que les enfants n’ayant pas la maladie pouvaient avoir une augmentation isolée de la
TIR ou de la PAP mais pas les deux en méme temps. Ainsi, il a été proposé, au
decours de cette étude, une stratégie (voir annexe n°13: Organigramme de
dépistage par TIR et PAP) qui pourrait détecter les nouveau-nés devant bénéficier
d’un test de la sueur, de telle fagon que les formes frontieéres de mucoviscidose ne
soient pas révélées. L'analyse des résultats a permis de proposer comme « seuil »
de convocation au CRCM pour un test de la sueur les nouveau-nés qui ont la fois
une PAP 2 1,8 ng/mL et une TIR = & 50 pg/L ou une PAP =1 ng/mL et TIR 2 a 100
ug/L ; les formes frontiéres ayant majoritairement des taux de TIR et de PAP plus
bas. Dans ces conditions, cette stratégie aurait une sensibilit¢ de 100% pour le
diagnostic exclusif des formes classiques de mucoviscidose ; par contre, si le but du
dépistage était de dépister également les formes frontiéres, la sensibilité de cette
stratégie ne serait plus que de 94%. Le taux de faux positif serait de 0,25%. Dans
cette méme étude, si seule la PAP est utilisée (seuil a 1,8 ng/mL), sans contrble de
la TIR, 0,24% de la population est amenée a effectuer un test de la sueur, en
revanche, si ce contrble est réalisé, le taux passe a 0,16%. Sur le plan du codt, la
stratégie TIR/PAP revient au tiers du prix de la stratégie actuelle (0,7 € d’économie
pour chaque nouveau-né dépisté). Les dosages de la TIR et de la PAP pourraient
étre effectués simultanément sur un méme éluat et sur une méme machine par
méthode immunofluorométrique, avec un calcul automatique des seuils mais ceci
nécessiterait d’abandonner la technique du dosage radio-immunologique de la TIR

actuellement utilisée dans de nombreux laboratoires.
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En conclusion, les résultats satisfaisants obtenus avec I'association TIR-PAP
permettent d'envisager une stratégie alternative au dépistage actuel, évitant de
recourir a la biologie moléculaire, technique qui gardera tout son intérét pour
caractériser les patients sur le plan génotypique quand les résultats du test de la
sueur sont difficiles a interpréter. Cette stratégie a par ailleurs plusieurs avantages :
elle permet d'utiliser un seuil de TIR relativement bas (50 ug/L), la technique est
réalisable dans les mémes laboratoires que ceux des autres dépistages néonataux,

elle est plus simple que la biologie moléculaire et son co(t est réduit.
Une expérimentation a grande échelle de l'organigramme « TIR+PAP » sera

vraisemblablement lancée prochainement par FAFDPHE afin de s’assurer que la

stratégie alternative est au moins aussi performante.
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V. CONCLUSION

Le dépistage néonatal de la mucoviscidose est un sujet trés actuel et délicat
comme nous avons pu le constater.
En région Lorraine, depuis son introduction en juin 2002, nous avons diagnostiqué
31 enfants atteints dont 4 formes frontiéres , ce qui porte la fréquence de la maladie
dans notre région, a 1/2604.
Notre population est homogéne et nos résultats sont assez bien corrélés aux
résultats nationaux publiés en 2005, avec cependant une fréquence de la maladie

plus élevée que la frequence nationale (1/4591).

En conclusion, nous pouvons redire que les points positifs du dépistage sont :

v' De permettre des diagnostics plus précoces, en particulier en France, avec
une meilleure prise en charge permettant d’obtenir des bénéfices nutritionnels,
aussi probablement respiratoires, ainsi qu’une amélioration de la durée de vie
a la condition d’avoir un suivi strict des malades dans les CRCM.

v' D’informer plus précocement les familles par rapport a une nouvelle
grossesse éventuelle.

v' D’améliorer la qualité de vie des malades.

Les points négatifs de ce dépistage restent cependant importants a prendre en
compte :

v Les probléemes liés aux défauts de sensibilité, et surtout de spécificité avec la
révélation des formes sans atteinte pancréatique.

v La révélation des formes frontiéres ou « CFTR-pathies », déja connues avant
la mise en place du dépistage mais qui ont une fréquence plus élevée
gu’attendue nous amenant a nous demander s’il faut encore garder la
mutation R117H dans le Kit 30.

v Les probléemes posés par les faux-positifs, responsables d’une inquiétude

parentale et révélant les hétérozygotes sains.
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Nous avons vu que retenir le diagnostic de mucoviscidose chez un certain
nombre d’enfants présentant une forme frontiere est discutable en théorie mais qu'il
est difficile actuellement de prédire leur évolution clinique et de proposer un conseil
génetique satisfaisant a la famille. Dans ces situations d’hétérozygotie composite,
avec la présence de mutations modérées, le test de la sueur peut étre difficile a
interpréter. Pour ces enfants, il conviendra de rester trés prudent car on ne connait
pas leur avenir exact et il sera essentiel de garder la confiance parentale afin que
Fenfant soit vu rapidement dés que des signes évocateurs apparaissent et, si les
tests de la sueur deviennent franchement positifs, de leur proposer une prise en

charge thérapeutique plus classique.

Le dépistage permet certainement une amélioration du devenir des
patients mais il faut garder a 'esprit qu’il existera toujours une discussion entre ce
qui revient a l'introduction du dépistage et ce qui est du aux nouveaux traitements et
leur meilleure application (par exemple du fait de la mise en place des CRCM). En
effet, nous ne pouvons pas attribuer au dépistage seul 'amélioration nutritionnelle et
respiratoire car les traitements ont évolué et il est difficile de savoir quelle est la part

de I'un ou de l'autre dans 'amélioration clinique des patients a long terme.

Il serait intéressant de développer dans notre région, une étude au long cours
afin d’évaluer I'évolution de I'état nutritionnel des malades dépistés, la fonction

respiratoire, les colonisations bactériennes, la prise en charge globale...

Enfin, 'avenir du dépistage est actuellement incertain en raison de toutes ces
difficultés...un dépistage basé uniqguement sur des dosages biologiques, comme
l'association de la TIR et de la PAP, serait une alternative au dépistage actuel sans
qu'il soit nécessaire de recourir a la biologie moléculaire pour tout nouveau-né

suspect.
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VILANNEXES

Annexe®1: Dépliant informatif donné aux parents
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Annexe n°2 : Carton de dépistage

Remplir les 7 cercles f Nif?ﬁ%%%?ggg}a

1 2 -3 4

NOM : ; Néfe)le: . N-Né & risque

de Dirépanoeytose 1 0UI [}
Prénom: ) Prélevéle)le: won [
Sexe: M1 F[] Terme {SA) L ....o.crvmmosrories
Nom JF. Mére | 12T 1 (s |

Transfusé 7 Oui (] Nen [
Liey d'accouchement ef Code :
N° d'accouchement :

Lieu {8 différent) du préldvement el Code :

Adresse des parents | Médecin & conlacter 81 nCESSAING | .......cocmmrcrmemsvonseen .

‘féi : Ville :

S&S 903® M 1. g

LOT #W-031C€ . 8 12005 L-6144903
TORISATION

Aprés avoir été informés, nous soussignés {noms, prénoms)

mére, pére de Penfant né(e) le

autorisons [ n‘autorisons pas [
les médecins responsables du dépistage néonatal & réaliser, si besoin, un test génétique pour le

dépistage de la mucoviscidose.
o - Ne 145536
=11 - O —

Signatures:
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Annexe n°3 :

J21 si TIR-J3
100 ug /I**

TIR a
>

Test de la sueur

Conseil génétique
si M/X
* Valeur seuil 4 60 ug /I avant avril 2003

** Cette condition n'existait pas avant avril
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Annexe n°4: MUTATIONS RECHERCHEES DANS LE KIT 20

EXON 3
EXON 4
INTRON 4
EXON 7

EXON 9

EXON 10

INTRON 10

EXON 11

EXON 13

EXON 19

INTRON 19
EXON 20

EXON 21

E6OX
R117H
621+1G/T
R334W
R347P
1078 del T
A455E
AF508
Al507
1717-1G/A
G542X
G551D
R553X
2183 AA/G
R1162X
3659 del C

3849+10kb C/T

W1282X
S1251N
N1303K
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Annexe n°5: MUTATIONS RECHERCHEES DANS LE KIT 30

EXON 3

EXON 4

INTRON 4
INTRON 5
EXON 7

EXON 9
EXON 10

INTRON 10
EXON 11

INTRON 11
EXON 13
EXON 14a
EXON 14b
INTRON 16
INTRON 17a
EXON 17b -
EXON 19

INTRON 19
EXON 20

EXON 21

E60X

G85E

394 del TT
R117H
Y122X
621+1G/T
711+1G/T
R334W
R347P

1078 del T
A455E
AF508
Al507
1717-1G/A
G542X
G551D
R553X
1811+1,6kb A/G
2183 AA/G
W846X
2789+5G/A
3120+1 G/A
3272-26 AIG
Y1092X
R1162X
3659 del C
3849+10kb C/T
W1282X
S1251N
N1303K
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Annexe n°6 : MESURE DE LA TIR (ou IRT) SELON LA METHODE Delfia®

Principes du dosage :

La méthode Delfia IRT-Néonatale est un dosage immunofluorimétrique deux-sites
fondé sur le principe du « sandwich » direct dans lequel deux anticorps monoclonaux
(provenant de la souris) sont dirigés contre deux déterminants antigéniques distincts
de la molécule de TIR. L'un des anticorps est fixé sur une phase solide, 'autre est
marqué a 'Europium (Eu). La TIR des échantillons réagit simultanément avec les
deux anticorps monoclonaux.

La fluorescence de chaque échantillon est proportionnelle a la concentration de

trypsine immunoréactive dans I'échantillon.

Schéma :

iRT

p molecule ;

z «+ O+ = Incubation
£y /

) /]

Snsaa

S

Solid phase Eurlabeled £u
anti-IRT 1gG

antiRT IgG

Enhancement 5 /
+ Sotution

Fluorescence
measurement

Limite de détection : 4 ug/l.
Réactivité croisée : la réactivité croisée de la trousse Delfia-IRT Néonatale avec

d’autres protéines est présentée ci-aprés.

Molécule addition Equivalent IRT
a2-macroglobuline 5 mg/ml sang < 4 ng/mi
a1-antitrypsine 2 mg/ml < 4 ng/ml
Phospholipase PLA2 500 ng/ml < 4 ng/mi
Chymotrypsine 800 ng/ml < 4 ng/mi
IgG 15 mg/ml <4 ng/ml
Uropepsinogéne 150 ng/ml <4 ng/ml
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Annexe n°7 : test de la sueur : iontophorése a la pilocarpine
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Annexe n°8: test de la sueur par titrimétrie : méthode de référence de Gibson et

Cooke
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Annexe n°9 : test de la sueur par la technique semi-quantitative avec

Exsudose™
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ique semi-quantitative : mesure

test de la sueur par la techni

Annexe n°10
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Annexe n°11:

Dosage TIR-J3

Dosage « TIR-J21 »

Test de la sueur
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< 30 mmol/l,

1 mutation >60mmol/l ou
2 mutations

< 30mmol#,

0 mutation




Annexe n°13 :

TIR + PAP a J3

\

Test de la sueur

/\
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RESUME

Le dépistage néonatal de la mucoviscidose est instauré en France depuis
2002, et en région Lorraine depuis le mois de juin de cette méme année. Il a été
prouvé qu’un suivi régulier et rigoureux des malades conditionnait les bons résultats
du dépistage, raison pour laquelle ont été créés les CRCM (Centre de Ressources et
de Compétence pour la Mucoviscidose).

A Nancy, nous avons étudié rétrospectivement la population testée selon
organigramme proposé par TAFDPHE ; les résultats obtenus 3 ans et demi aprés la
mise en place du dépistage sont concordants avec les résultats nationaux. Parmi les
80742 nouveau-nés testés, 508 avaient une TIR supérieure au seuil fixé et ont
nécessité une étude génétique ; parmi ces enfants dits « suspects », 83 ont eu une
ou deux mutation(s) retrouvée(s); le dépistage a permis de dépister 27 enfants
atteints de mucoviscidose (fréquence de 1/2990), 4 formes frontieres de la maladie,
et 52 enfants hétérozygotes. Cette étude nous permet également d'étudier les
différentes mutations du gene CFTR présentes dans la population Lorraine.
Cependant, ce dépistage n’est pas simple, car nous sommes confrontés a 2 types de
problémes : les faux positifs, avec les répercussions psychologiques que cela
provoque et les formes frontiéres, qui posent des problémes diagnostiques et nous

ameénent a nous poser la question : qu’est-ce que la mucoviscidose ?

Assessment of neonatal screening for cystic fibrosis 3 and an half years after
its initial setting up in the Lorraine region. .

Thése de médecine Spécialisée. Année 2006

Mots clés : dépistage néonatal, mucoviscidose, hétérozygotes, mutations, formes

frontiéres.
Faculté de Médecine de Nancy

9 Avenue de la Forét de Haye
54500 VANDOEUVRE LES NANCY Cedex
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