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INTRODUCTION

La mort subite est définie par I’Organisation mondiale de la Santé (OMS) comme un
déces inattendu de cause naturelle ou inexpliquée survenant aprés qu’une période de 24h se
soit écoulée entre le déces et la constatation d’un état de bonne santé d’un individu [1].

La mort inattendue du nourrisson (MIN), une des causes les plus fréquentes de
mortalité des nouveau-nés dans les pays développés [2], est un trouble d’étiologie inconnue
[3]. De nombreuses études ont ainsi été réalisées sur les morts subites chez les enfants. Les
infections sont considérées comme étant une cause importante de décés inattendus chez les
enfants. Le role des virus dans ce contexte est encore un mystére, bien que de nombreuses

découvertes inculpent I’infection virale comme possible cause entrainant le décés.

Lors de la survenue d’un décés suspect ou inexpliqué, une investigation médico-légale
est effectuée sur réquisition du procureur de la République afin de déterminer les causes de la
mort et d’exclure une infraction pénale. Cette recherche passe par une autopsie médico-légale

qui est un acte médical pratiqué par un ou plusieurs spécialistes de médecine légale.

Les virus, agents infectieux possédant des pouvoirs pathogénes tres variés ont
également une mortalité dépendante de plusieurs facteurs. Bien que la majorité des maladies
virales soit bénigne, certains virus auront une mortalité trés élevée alors que d’autres auront
des mortalités différentes en fonction de la souche, de la pathologie et des comorbidités du

patient.

Le laboratoire de virologie du Centre hospitalier universitaire (CHU) de Bordeaux
sous la direction du Pr Fleury est en charge des expertises virologiques de médecine légale
mandatées par le tribunal de grande instance de Bordeaux. Ces expertises ont lieu sur des
prélévements effectués a institut de médecine légale au CHU de Bordeaux lors des autopsies
judiciaires lorsque I’histoire clinique et environnementale du décés oriente le médecin légiste

vers une cause infectieuse du déceés.
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Le premier objectif de ce travail de thése est I’étude de I’ensemble des dossiers
d’expertise virologique au CHU de Bordeaux entre 2001 et 2013 afin de mettre en évidence
I’implication des virus dans la survenue des déces inattendus au sein de cette population.

Dans un second temps, cette étude aura un but épidémiologique en évaluant une
population cible et en permettant de définir les virus a rechercher en pratique courante en
fonction des prélévements effectués lors des autopsies de déceés inexpliqués ainsi que le
moyen de détection optimal.

Enfin ce travail de compilation de données sera comparé aux diverses études
effectuées dans le domaine et justifiera la mise en place d’un protocole standardisé de
prélévements et d’analyses a visée virologique lors des autopsies de déces inexpliqués.

Les recommandations pour les analyses microbiologiques ont besoin d’étre mises a
jour pendant que de nouveaux pathogenes sont découverts ou de nouvelles techniques sont

mises en ceuvre afin de clarifier des cas de décés non résolus.

11



PREMIERE PARTIE : GENERALITES ET

.VUE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Mort naturelle et mort subite

L.1. Définitions

L.1.1. Mort naturelle

La mort est définie juridiquement par le Code de la Santé Publique (CSP). Elle
consiste, soit dans l'arrét cardiaque, soit dans I'état de mort cérébrale qui désigne l'arrét
irrémédiable de toutes les activités du cerveau bien que la respiration et les battements du

ceeur puissent étre maintenus artificiellement.

Le CSP dispose que «si la personne humaine présente un arrét cardiaque et
respiratoire persistant, le constat de la mort ne peut étre établi que si les trois critéres cliniques

suivants sont simultanément présents :
- absence totale de conscience et d'activité motrice spontanée ;
- abolition de tous les réflexes du tronc cérébral ;
- absence totale de ventilation spontanée » [4].

La mort naturelle est un décés résultant de I’évolution d’un état pathologique d’un

individu ou au terme de son vieillissement.

L.1.2. Mort subite

En 1893, Paul Brouardel défini la mort subite comme « I’accident imprévu dans une

maladie inconnue qui a évolué sans éveiller I"attention » [5].
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Cette définition est peu différente de celle de Jean-Baptiste Morgagni (1820) : « Mort

qui, prévue ou non, emporte promptement le sujet contre toute attente. » [6].

Selon 'OMS, la mort subite est définie comme une mort inattendue de cause naturelle
ou inexpliquée survenant aprés qu’une période de 24h se soit écoulée entre le décés et la
constatation d’un état de bonne santé d’un individu [1]. De nombreux auteurs trouvant cette
estimation temporelle trop large, notamment s’agissant des morts subites d’origine cardiaque,
ont limité cette durée a une heure [7]. Néanmoins, la majorité des morts subites est constatée
suite & une période inconnue en milieu extra-hospitalier, en raison d’un caractére par
définition inattendu. Il est estimé que 40% des morts subites surviennent en 1’absence de
témoin [8]. Le critére temporel de 24h défini par ’OMS ne semble alors plus adapté a ces
déces extra-hospitaliers. Quoiqu’il en soit, cette définition n’est pas unanimement retenue [9—

12].

Deux situations doivent étre distinguées : la mort subite du nourrisson et la mort subite
de I’adulte. Si la mort subite du nourrisson est clairement définie et bénéficie en France d’une
prise en charge organisée, il n’en est pas de méme pour I’adulte. En effet, le concept de mort
subite du nourrisson a évolué, notamment sous I’impulsion de la Haute Autorité de Santé
(HAS) et la formule « Mort Inattendue du Nourrisson » (MIN) a été retenue [13]. Des centres
de référence de la MIN ont été créés pour que la prise en charge de la quasi-totalité de ces
déces soit compléte et structurée : les modalités techniques (autopsie, transport des corps) et
organisationnelles (personnels dédiés, organisation et suivi des proches) y sont prévues et

financées [14].

En accord avec les consensus internationaux, le diagnostic du sudden infant death
syndrome (SIDS) se fait seulement pour les enfants dgés de moins de 1 an. Ceci étant établi

par la San-Diego definition of SIDS [2].

Ainsi, il s’agit d’une mort secondaire & une pathologie ne mettant en cause aucun
élément extérieur condamnable. Cela exclut donc toutes les morts traumatiques ou toxiques

qu’elles soient accidentelles, criminelles ou suicidaires.

Ces décés sont imprévisibles et surviennent chez des sujets apparemment en bonne
santé. Cela suppose donc que le sujet puisse étre sain ou porteur d’une pathologie

n’engendrant pas un risque de mort rapide ou atteint de lésions importantes mais méconnues.
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Les cas de mort subite peuvent se subdiviser en deux catégories, en fonction des

résultats des premiéres constatations macroscopiques :

- Les constatations macroscopiques expliquent a I’évidence la raison de la mort

subite (accident vasculaire cérébral hémorragique, infarctus du myocarde...).

- Les constatations ne permettent pas de retenir avec certitude un mécanisme
physiopathologique 1étal. Les cas appartenant a cette catégorie nécessitent
d’exclure un certain nombre d’hypothéses, des investigations toxicologiques et
histologiques sont nécessaires. C’est le cas notamment de la mort subite du
nourrisson. Dans ce cas, il est essentiel de se référer & un protocole d’investigation

plus complet et systématique.

Sur le plan de la démarche médico-légale, la mort subite doit rester un diagnostic
d’exclusion : il faut éliminer d’abord les possibilités d’une cause traumatique, toxique ou

suicidaire.

I.2. Epidémiologie et facteurs de risque

Chaque année en France, prés de 40 000 nouveaux cas de mort subite de I’adulte

surviennent contre 250 cas de mort subite du nourrisson [15,16].

La mortalité par MIN varie beaucoup entre les pays de 'Union Européenne. Mais la
politique de santé n'est pas homogene et on peut également évoquer les possibles différences

d'enregistrement des décés. La France fait ainsi partie des pays a fort taux de MIN.

En 2005 le taux moyen de MIN en Europe est de 25/100 000 naissances vivantes. La
France, avec un taux de 31,9/100 000, se situe derriére des pays tels que la Lettonie au plus
fort taux de déceés (79,1/100 000), I’Allemagne, la Lituanie, mais nettement devant le
Royaume-Uni (26,2). La Bulgarie, la Roumanie et la Greéce sont en sous-mortalité (moins de
10/100 000). Par ailleurs, le Portugal et la Slovénie n’enregistrent quasiment pas de déces par
MIN en 2005. Globalement, la carte des taux de décés fait ressortir un gradient de forte

mortalité dans les pays de ’Europe centrale et du Nord [16].

Alors que I’incidence des morts subites décline considérablement, la MIN reste une

des principales causes de déces chez les enfants de moins d’un an apres les affections
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périnatales et les malformations génitales. Ce déclin est dii aux campagnes de sensibilisation
de la population plutdt que le résultat de changements dans les pratiques diagnostiques :
conseils simples de couchage (position en décubitus dorsal) et d'environnement (lutte contre

le tabagisme passif) donnés aux parents [17-19].

De nombreux mécanismes possibles ont été incriminés pour expliquer ce syndrome
incluant des théories microbiologiques et immunologiques [3]. Ces causes sont

essentiellement cérébrales, cardiaques, pulmonaires, métaboliques ou infectieuses.

Dans la population adulte, I'étiologie cardiaque est la plus fréquente, tandis que les
infections sont également importantes, particuliérement chez les enfants [18]. Plusieurs études
ont démontré la détection fréquente de virus dans des échantillons post mortem suggérant leur
participation dans la pathogénie de MIN [19-22]. Chez les enfants, les syndromes infectieux
les plus fréquents sont les infections de voies respiratoires supérieures, les méningites, les

septicémies, les myocardites et les gastro-entérites [23].

Tableau 1 : Fréquence des morts subites d’origine cardiaque [24,25]

Entre 1 et 13 ans : 20% des morts subites

Entre 14 et 21 ans : 30% des morts subites

Adultes d’Age moyen et sujets 4gés :
88% des morts subites

Dans le cadre des morts subites d’origine cardiaque, on distingue deux profils. Chez le
sujet 4gé, le déces est lié le plus souvent & une cardiopathie ischémique. Alors que chez le

sujet jeune, ce sont des atteintes cardiaques d’origine génétique qui prédominent [26].

De plus, des médicaments a dose thérapeutique peuvent étre impliqués dans des déces
inattendus. Comme la dompéridone, utilisée depuis le début des années 1980 pour soulager
les nausées et vomissements, ainsi que divers troubles digestifs, qui est chimiquement
apparenté aux neuroleptiques et peut ainsi entrainer des troubles du rythme cardiaque. En
2005, des études canadienne et néerlandaise ont démontré une augmentation de la fréquence
des morts subites multipliée par un facteur allant de 1,6 a 3,7 chez les personnes exposées a la

dompéridone [27-30].
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En 1972, Wedgewood a introduit un « modele des trois risques » pour les SIDS
suggérant que les morts subites et inattendues peuvent se produire seulement si les trois

conditions suivantes sont réunies simultanément [31] :
- un enfant 4 un stade de développement vulnérable ;
- un ou plusieurs facteurs endogeénes prédisposant ;
- un déclencheur extérieur initiant le processus létal.

Dans les années 70, la théorie de apnée du sommeil [32] est devenue la base
théorique de la surveillance des enfants présentant des affections respiratoires atypiques. A la
fin des années 80 et 90, les recherches sur les SIDS sont devenues de plus en plus
pluridisciplinaires intégrant des études génétiques et moléculaires pour investiguer les bases

génétiques des perturbations fonctionnelles.

Les MIN affectent plus les garcons que les filles [33—35].Ceci est expliqué par le fait
que de maniére générale les gargons contractent plus d’infections virales que les filles. Par
exemple, les infections par le virus respiratoire syncytial (VRS), les virus de la grippe et les

virus Parainfluenza sont plus fréquentes chez les garcons [36,37].

La catégorie des enfants gés entre 2 et 3 mois correspond a la période de vie la plus a
risque de mort subite. En 2005, on enregistre en France métropolitaine 247 déces par MIN. Le
taux de décés global par MIN est alors de 31,9/100 000 dont 92% sont survenus pendant la
période post-néonatale (Période du 29° jour de vie a 1 an). En effet, le taux passe de 1/100 000
chez les plus jeunes a 29,3 chez les enfants de plus de 29 jours. L'dge de survenue du déces
est, en moyenne a 2,5 mois. Il est maximum entre 2 et 3 mois et 90 % des cas se produisent
avant 6 mois [16]. A cette période il y a une baisse de I’immunité due a la combinaison
d’événements : ’immaturité du systéme immunitaire et la diminution des anticorps (Ac)
transmis par la mére au cours de la grossesse. De nombreuses études ont montré que
|’allaitement est protecteur vis a vis des MIN [38-40]. Les oligosaccharides contenus dans le

lait humain ont montré une activité antivirale [41-43].

La majorité des MIN ont lieu pendant I’hiver lorsque les infections virales sont plus
fréquentes [44—48]. En effet, il apparait que les MIN se produisent généralement deux a trois
fois plus pendant I’hiver ou les saisons froides que pendant les mois chauds aussi bien dans

I’hémisphére Nord que Sud [49].
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Les MIN affectent le plus souvent les populations avec un niveau socio-économique
défavorisé dans les pays développés [17,50-53], populations chez lesquelles les maladies
infectieuses sont également plus fréquentes. Il est également probable que les messages de

prévention y sont difficiles a faire appliquer.

A la suite d'études internationales montrant que les morts inattendues d’aujourd’hui
different de celles observées jusque-la, Bloch et al. réalisent entre 2007 et 2009 une étude
épidémiologique dans dix-sept départements frangais volontaires représentant prés de 40%
des naissances en France et les treize centres de référence s'y rattachant. Ils recensent au total
281 MIN. Finalement, 220 MIN, survenues chez des nourrissons de moins de 1 an, sont
étudiées. Le taux moyen de MIN est de 40,1/1000 000 naissances vivantes [54]. Comme dans
des études antérieures, les auteurs retrouvent une forte prédominance de gargons avec un sexe
ratio M/F = 1,86, un 4ge médian de 3 mois (86 % avant 6 mois) et un pic hivernal. La
répartition géographique du taux de MIN est identique a celle retrouvée en 2005 : un taux plus
important dans le Nord de la France et plus bas en Ile de France et dans les départements du
Sud. Ils retrouvent les facteurs de risque connus que sont la prématurité (17% contre 6% en
population générale) et I’hypotrophie (19% contre 7,2% en population générale). Les deux
tiers des décés sont survenus au domicile. Les examens post mortem permettent d'identifier

une cause au décés dans 33,8 % (n=72) des cas (Tableau2).

Tableau 2 : Etiologies des MIN retrouvées dans I’étude de Bloch et al. [54]

Etiologie retrouvée - Nombre Pourcentage
Infection 32 44.4%
Accidents de couchage 18 25%
Inhalation massive de lait 12 16,7%
Maladies métaboliques 9 12,5%
Maltraitance 1 1,4%
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Durant ces derniéres années, des hypothéses diverses ont été proposées pour expliquer
les morts subites. Il a été suggéré que des réponses incontrdlées par le biais de sécrétions
élevées des cytokines pro-inflammatoires comme [’interleukine de type 1 (IL-1), le tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) et Pinterféron gamma (IFN-y) suscitées par des infections
entraineraient une série d’événements a Porigine de ces morts inexpliquées [55-63]. Ces
graves perturbations physiologiques sont I’hypoxie et [’apnée, la fievre élevée,
I’hypoglycémie, I"hypotension, la somnolence, I’arythmie cardiaque ou la combinaison de ces
facteurs [49]. Dans ces cas, les patients succombent d’une réaction excessive du systéme

immunitaire suite & des infections passées inapergues.

La figure 1 proposée par Blackwell et al. représente une série d’événements qui
pourrait étre a ’origine d’une production excessive de médiateurs inflammatoires. Une
infection virale entraine une augmentation de la colonisation de la muqueuse respiratoire par a
la fois des bactéries a Gram positif et & Gram négatif. De plus, les réponses inflammatoires
aux virus sont le résultat de la production d’TFN-y qui a été démontrée par I’augmentation de
Pexpression de I’antigéne (Ag) de différenciation 14 ou cluster de différenciation 14 (CD14)
sur les monocytes. L’adhésion de lipopolysaccharides (LPS) présent dans le tractus
respiratoire sur les monocytes ou les macrophages alvéolaires via le CD14 induit la
production de TNF-a et par la suite une fievre. Les effets synergiques entre les endotoxines et
les toxines pyogénes causent une libération rapide des médiateurs inflammatoires. De plus
I’IL-1 prolongerait les périodes d’apnée. La mort pouvant survenir rapidement alors que les

signes habituels de choc septique ou toxique n’ont pas eu le temps de se développer [58].
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Figure 1 : Schéma proposé pour P’interaction synergique entre infections virales,

endotoxines et toxines pyogénes entrainant une production excessive de médiateurs

inflammatoires [58]

Une autre inégalité concernant I’incidence des MIN apparait dans la littérature :
’ethnie. En effet Pincidence des MIN varie significativement entre les différents groupes
ethniques [64,65]. Par exemple, en Angleterre, 'incidence des MIN parmi les familles
d’origine indienne, pakistanaise et bangladaise est inférieure a celle de la population
caucasienne [66]. Dans d’autres pays, ce sont les populations indigenes (indiens d’Amérique,
natifs d’Alaska et aborigénes) qui ont des incidences de MIN les plus élevés [35,67]. Les
facteurs environnementaux et culturels contribuent en partie a expliquer ces différences. Les

réponses immunitaires ont été rapportées comme différentes entre plusieurs groupes ethniques

[68,69].

La génétique des cytokines inflammatoires est un nouveau champ de recherche sur les
morts subites. Lors d’études, il a été rapporté un polymorphisme individuel avec une relation
significative entre une composante génétique et I’induction des cytokines pro-inflammatoires
(TNF- o) et anti-inflammatoires (IL-10) [70,71]. Aucune étude sur les différences de réponses
pro- et anti-inflammatoires lors d’infections virales n’a été conduite entre différents groupes
ethniques. Il y a plusieurs résultats rapportés en faveur d’une association entre SIDS et Single

nucleotide polymorphism (SNP) du gene de I'IL-10 [72,73].
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Les infections virales peuvent augmenter la colonisation bactérienne et entrainer une

surinfection en amorgant les réponses inflammatoires aux endotoxines [74,75]

Un important nombre de virus a été suspecté comme potentiel agent responsable de
MIN. La persistance de virus provenant d’une infection antérieure dans les tissus a longtemps
&té considérée comme un facteur prédisposant a une réactivité immunologique [76-81],
laquelle peut entrainer une réaction plus sévére lors d’une seconde infection par le méme ou

un autre virus.

Lors d’infections virales, les complications entrainant la mort sont dues a la

coexistence de trois éléments :
- le virus : virulence de la souche, organe infecté ;
- le patient : age, ethnie, pathologies préexistantes... ;
- les surinfections, principalement bactériennes.

Concernant les méthodes diagnostiques, les outils moléculaires comme la polymerase
chain reaction (PCR) ont été utilisés dans plusieurs protocoles post mortem pour
diagnostiquer des infections virales dans les décés inexpliqués et ont révélé plus de virus
qu’avec des méthodes moins sensibles comme I'immunofluorescence ou la culture cellulaire
[20]. Les études publiées ont aussi montré que les PCR qualitatives étaient insuffisantes pour
déterminer le rble des virus dans les morts subites et qu’il faut privilégier I’analyse

quantitative [20,21,82-84].

L’absence d’isolement ou I’absence de détection de virus peuvent étre dus aux
prélévements microbiologiques trop tardifs ou inappropriés [85]. Ceci est d’autant plus vrai en
période post mortem, car le taux de détection virale par les techniques conventionnelles

(immunofluorescence et culture virale) est trés diminué.
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1.3. Autopsie

L’autopsie est un acte médical consistant a examiner de manicre détaillée un cadavre
et pratiqué par un ou plusieurs médecins légistes afin de déterminer la cause et les
circonstances du décés ou toute autre anomalie susceptible d’y avoir contribué et, dans

certains cas, dans le but d’établir I’identité du défunt.

Les autopsies et toutes autres mesures liées a celles-1a, doivent étre réalisées
conformément aux principes de 1’éthique médicale et en respectant la dignité de la personne
décédée. Les autopsies ont été définies par les lois de Bioéthique de 1994 puis reprécisées par

leur révision en 2004 [86].

Deux types d’autopsie coexistent en France : ["autopsie médico-légale (ou judiciaire)

et I’autopsie médicale (ou scientifique).

L.3.1. Autopsie médicale

Les autopsies médicales définies par Darticle L.1211-2 du CSP intéressent la
détermination des causes de la mort d’un malade en dehors d’un contexte judiciaire [87]. Elles
sont réalisées aprés avoir vérifié 1’absence d’opposition du sujet, exprimée du temps de son

vivant notamment en interrogeant le registre national informatisé.
Ses objectifs sont :
- la détermination des causes du déces ;
- la corrélation anatomo-clinique ;
- T’observation de I’efficacité ou de 1’échec de la thérapeutique appliquée ;

- D’étude de I’évolution naturelle de la maladie et ’amélioration de sa compréhension

dans un but scientifique et pédagogique.

Le nombre de ces autopsies médicales est en constant déclin depuis la seconde moitié
du 20° siécle. En 2013, une étude retrouve 2% d’autopsies médicales sur I’ensemble des décés

en milieu hospitalier contre 40% au milieu du 20° siécle [88].
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1.3.2. Autopsie médico-légale

1.3.2.1. Contexte de réalisation

Lors du constat de déces, le professionnel dépéché sur place a le pouvoir de
s’opposer a Iinhumation du corps s’il constate d’emblée des signes de violence ou bien si les
conditions du décés renvoient a une indication d’autopsic comme définie par la
recommandation européenne R99.3 [89]. Ces différentes conditions imposent la saisie du
procureur de la République. Le médecin doit alors prendre attache avec le service de police ou
de gendarmerie compétent aprés avoir coché sur le certificat de décés délivré la présence d’un
obstacle médico-légal. La famille ne peut s’opposer a cette procédure, le corps du défunt
devenant temporairement une piéce & conviction mise a disposition de la justice. Ces

autopsies médico-légales sont financées par la justice.
Les autopsies médico-légales devraient étre réalisées dans les cas suivants [89] :
- homicide ou suspicion d’homicide ;
- mort subite inattendue, y compris la mort subite du nourrisson ;

- violation des droits de ’Homme, telle que la suspicion de torture ou de toute autre

forme de mauvais traitement ;
- suicide ou suspicion de suicide ;
- suspicion de faute médicale ;
- accident de transport, de travail ou domestique ;
- maladie professionnelle ;
- catastrophe naturelle ou technologique ;
- déces en détention ou associé a des actions de police ou militaires ;

- corps non identifié ou restes squelettiques.
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L.3.2.2. Objectifs de I’autopsie médico-Iégale
Ses objectifs et ses spécificités sont en particulier :
- la détermination de la cause du décés ;
- I’étude du délai post mortem ;
- le recueil éventuel des éléments d’identification du défunt ;

- la découverte, I’identification et le prélévement de microtraces utiles a I’enquéte
judiciaire et notamment a I’étude des indices permettant de remonter jusqu’a I’auteur

éventuel des faits ;
- le recueil de liquides biologiques en vue d’analyses toxicologiques et infectieuses ;

- la distinction entre mort naturelle et mort violente (avec intervention d’une force ou

d’un agent extérieur a la personne) ;

- I’établissement d’un rapport médico-1égal destiné au magistrat.

1.3.2.3. Technique de ’autopsie

Il est systématiquement procédé au préalable a un radio-balayage du cadavre et a la
prise de clichés si nécessaire. L’étape suivante consiste a réaliser un examen externe du
cadavre avec étude des phénoménes cadavériques (rigidité, lividités, putréfaction). En cas de
doute sur une agression sexuelle, on réalise des prélévements a la recherche de matériel
biologique pouvant contenir de l'acide désoxyribonucléique (ADN), notamment des
spermatozoides. Les prélévements de cheveux sont réalisés en début d'autopsie au niveau de
la région occipitale pour études toxicologiques. En cas de suspicion d'infection, des
prélévements bactériologiques par ponction lombaire et/ou hémocultures sont réalisés apres
désinfection soigneuse et utilisation de gants stériles. Il est procédé a I'ouverture de la paroi
thoracique et abdominale par une incision mento-sus pubienne. Dés I'ouverture du corps, il
est procédé aux différents prélevements toxicologiques au niveau des organes et des fluides
biologiques. Les prélévements sont réalisés a la seringue et & l'aiguille stériles, afin d'éviter les

contaminations et ainsi les faux-positifs.
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Chaque organe est ensuite individualisé, pesé et disséqué : 'intestin est désolidarisé et
disséqué, de la région anale & la région duodéno-gastrique. L’absence d'élément obstructif est
vérifiée au niveau des canaux biliaires et pancréatiques. La jonction gastro-cesophagienne est
clampée puis l'appareil digestif est enlevé. La rate est prélevée. Les reins sont prélevés
ensuite, aprés vérification des uretéres (nombre, abouchement, trajet), vérification des veines
et artéres rénales (dissection et section). Les surrénales sont disséquées a la recherche
d'anomalie macroscopique. Le foie est prélevé aprés avoir réalisé éventuellement des
prélévements sanguins sous-hépatiques ou iliaques (a visée toxicologique). La région
cervicale est abordée par voie antérieure. Il est procédé a 'ablation des muscles sterno-cléido-
mastoidiens et des autres muscles antérieurs. La recherche d'hématome est systématique. En
cas de doute, un prélévement est effectué pour une confirmation histologique. La glande
thyroide est prélevée en bloc et sectionnée & la recherche d'anomalie macroscopique. Les
veines jugulaires, les artéres carotides sont désolidarisées des plans profonds et superficiels et
sectionnées a leur partie la plus haute. Il est procédé a la séparation des plans profonds pré-
vertébraux et des plans rétro-cesophagiens. Le cartilage thyroide et 1'os hyoide sont vérifiés
sur place, avant qu'il ne soit procéd¢ a leur ablation et dissection. La langue est désolidarisée
du plancher buccal. L'ensemble des voies aériennes supérieures est alors prélevé avec les
poumons et bronches, aprés avoir clampé la partie inférieure du larynx pour éviter toute
pénétration d'éléments intra-trachéo-bronchiques. Il est procédé a la dissection de I'cesophage
et du larynx. Les bronches sont ensuite abordées par voie postérieure, avec ouverture de la
lumiére bronchique le plus loin possible au niveau pulmonaire. Ouverture de l'artere
pulmonaire et de ses branches de division afin de vérifier I'absence de 1ésion embolique. Le
parenchyme pulmonaire est ensuite examiné et disséqué, a la recherche de Iésions
cedémateuses, expansives... L'aorte est ouverte de haut en bas jusqu’a ses branches de
division. En cas de besoin (pendaison), il est procédé a un prélevement pour une analyse
histologique. A défaut, les vaisseaux (carotides, tronc brachio-céphalique droit...) sont
abordés et il est vérifié I'état athéromateux Le cceur est examiné macroscopiquement : il est
vérifié notamment I'absence de Iésion pouvant évoquer une dysplasie du ventricule droit
(effondrement de l'infundibulum pulmonaire, finesse de la paroi ventriculaire droite,
transilluminance possible...). En cas de doute, un prélévement est effectué a ce niveau. Les
artéres coronaires sont examinées. La dissection du parenchyme cardiaque est effectuée a la
recherche de processus infarctoides anciens ou récents. Le cuir chevelu est ensuite récliné par
une section transversale et il est recherché des hématomes sous-cutanés. L'abord cranien est

A

réalisé par une section a la scie électrique aspirante de maniére circulaire. Il est procédé a
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l'ablation de la dure-mére. Le parenchyme cérébral est prélevé en bloc puis examiné ou fixé
en entier dans du formol. La colonne vertébrale est vérifiée de manicre soigneuse et étagée, de

méme que le bassin.

En fin d'autopsie, tous les organes sont positionnés dans la cavité thoraco-abdominale,
il est procédé ensuite a la fermeture de la peau et des muscles thoraco-abdominaux et a une

restauration tégumentaire soigneuse dans le respect du corps humain.

1.3.2.4. Prélévements pendant I’autopsie

e Prélévements a titre systématiques conformément a la réquisition judiciaire

o Prélévements en vu d’analyses toxicologiques
Kit toxicologique complet comprenant :
- un fragment de chaque organe suivant : cerveau, ceeur, poumon, foie et rein ;

- un échantillon de: cheveux, humeur vitrée, sang cardiaque, sang périphérique,

contenu gastrique, bile, urines et gaz du sang.
o Prélévements en vu d’analyses anatomopathologiques

En fonction du contexte : prélévements sélectifs directement conditionnés dans le

formol

e Prélévements effectués en fonction du contexte

o Prélévements en vu d’analyses virologiques et/ou bactériologiques

En fonction du contexte : prélévements sélectifs selon un protocole défini avec les

laboratoires d’analyses concernés.
o Prélévements en vu d’analyses de biologie moléculaire

En cas de suspicion d’agression sexuelle et/ou de mécanismes de défense et/ou de lutte
des prélevements sélectifs doivent étre réalisés : écouvillonnage de la bouche, des ongles, des

mains et de la sphere génito anale.
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I1. Infections virales, grands syndromes et déceés
inattendus

Les infections virales chez 'homme sont a l'origine de manifestations cliniques trés
diverses en fonction des organes cibles du virus et de la réponse de 'hdte a I'infection. Les
principaux tableaux cliniques rencontrés, les virus qui en sont responsables et leur mortalité

sont décrits dans ce chapitre.

I1.1. Infections respiratoires

Les infections respiratoires virales sont extrémement fréquentes, surtout chez les
enfants. Les formes bénignes sont limitées a la sphére oto-rhino-laryngée (ORL) et aux voies
respiratoires supérieures. L'atteinte pulmonaire peut étre sévere. Le tableau 3 récapitule les

virus retrouvés dans les pathologies pulmonaires communes.

Tableau 3 : Syndromes respiratoires et virus associés

Syndromes Virus

Rhinovirus, Coronavirus, VRS, Adénovirus,

Rhinite, rhino-pharyngite . .
’ pharyng virus Parainfluenza

Angine EBV, HSV, Adénovirus, Coxsackie A

VRS, Rhinovirus, Adénovirus, Entérovirus,

Otite moyenne aigué .
Y g virus Influenza

Laryngite VRS, virus Parainfluenza, virus Influenza
Trachéo-bronchite VRS, virus Parainfluenza, virus Influenza
. 1. VRS, Métapneumovirus, virus
Bronchiolite . .
Parainfluenza, virus Influenza
. VRS, virus Influenza, Adénovirus,
Pneumonie

Morbillivirus, CMV, VZV

Les virus a tropisme respiratoire sont transmis par voie aérienne et sont responsables

d'une atteinte localisée. En ce qui concerne les pneumonies a Morbillivirus (rougeole), au
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Cytomégalovirus (CMV) et au virus de la varicelle et du zona (VZV) il s'agit d'une atteinte du
Y g

parenchyme pulmonaire secondaire a une infection généralisée.

De nombreux rapports suggérent que les infections respiratoires d’origines virales sont

associées a certains cas de MIN [90,91].

Certaines morts subites peuvent avoir pour origine le développement rapide d’une
bronchiolite entrainant la mort avant que les symptomes d’une maladie grave soient observés
[92]. Les enfants décédant brutalement ont souvent une inflammation des voies aériennes
[93-95]. Alors que le VRS reste la principale cause de bronchiolites, des rapports incriminent

également le Métapneumovirus humain [96-98].

Une exposition & la fumée de cigarette augmente la susceptibilité d’une infection
virale [44]. Le tabagisme actif et passif de femmes enceintes est significativement associé aux

MIN [34,38,99-105].

Les principaux virus rapportés comme le VRS, les Adénovirus, les virus de la grippe
(Influenza virus) et les virus Parainfluenza sont responsables d’inflammation des muqueuses
respiratoires, de destruction de 1’épithélium, d’hypersécrétion du mucus, d’apnée et d’hypoxie
qui peuvent exceptionnellement entrainer le déces du patient. Ces virus a tropisme respiratoire

ont ét¢ mis en évidence dans les décés inexpliqués dans de nombreuses études cas/témoin

[20,21,106-124].

De nombreux indices suggérent que les virus respiratoires, tels que VRS et
Adénovirus, sont impliqués dans la genése de plus de 50% des MIN comme dans les cas
d’enfants en bas Age exposés aux infections des voies respiratoires supérieures
[113,115,125,126] ou aux pneumonies interstitielles précédant le décés [110,112]. En effet,
VRS et Adénovirus sont bien connus pour leurs capacités a entrainer des atteintes respiratoires
aigués [127-130], particuliérement chez les enfants [112,113]. Certaines études soutiennent
I’hypothése que les infections virales respiratoires, incluant celles dues aux Adénovirus,
peuvent agir comme déclenchant dans les MIN par le biais d’une surinfection bactérienne

[110].

Le virus de la grippe sévit sous trois formes : sporadique, épidémique et pandémique.
Les cas sporadiques évoluent, par propagation a I’ensemble d’une région, en épidémie. Le
virus est considéré comme pandémique lorsqu’il a atteint 1’ensemble de la population

mondiale avec une contagiosité rapide. Parmi les virus de la grippe seuls ceux de type A
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peuvent subir également des modifications antigéniques majeures, appelées cassures
antigéniques (ou shift) [131,132] & Porigine de pandémies. Le siécle dernier compta 3
pandémies : la « grippe espagnole » de 1918 qui provoqua 40 a 50 millions de morts dans le
monde, la « grippe asiatique » de 1957 avec plus de 2 millions de déces et la « grippe de Hong
Kong » de 1968 entrainant 1 million de morts a travers le monde [133,134]. Le dernier virus
grippal responsable d’une pandémie est de type A HINI en 2009. Les complications les plus
fréquemment retrouvées sont pulmonaires et peuvent se différencier en 4 catégories : la
pneumopathie grippale primitive, les pneumopathies bactériennes secondaires, les
pneumopathies dues aux bactéries inhabituelles et I’exacerbation d’affections pulmonaires
chroniques [135]. Les patients avec une pneumopathie grippale primitive révélent des
atteintes des voies respiratoires inféricures qui peuvent évoluer vers un syndrome de détresse
respiratoire aigué (SDRA), également appelé « grippe maligne ». Les atteintes respiratoires
incluent des bronchites nécrosantes, des hémorragies, des cedémes intra-alvéolaires et un
syndrome interstitiel. Dans les cas sévéres, un SDRA associé a une défaillance multi-viscérale
peut étre observé, voire précéder le déceés [135,136]. Le SDRA est un syndrome définit par un
cedéme pulmonaire lésionnel conduisant & une altération des échanges gazeux. Ce syndrome
est caractérisé par le début brutal d’une insuffisance respiratoire aigué, une hypoxémie sévére
et des infiltrats radiologiques bilatéraux. Le taux de mortalité est de 40 a 60%. Récemment, au
cours de I’épisode de grippe aviaire dit au virus H5N1, le taux de décés était de ’ordre de
60% impliquant le plus souvent une défaillance respiratoire [137]. Les bactéries les plus
fréquemment responsables des pneumopathies bactériennes secondaires sont : Strepfococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus et Haemophilus influenzae et plus occasionnellement des
bacilles a Gram négatif [135,138]. Cependant des pathogénes moins communs tels que
Chlamydia pneumoniae, des streptocoques B-hémolytiques ainsi que des champignons tels
que les Aspergillus, sont décrits comme pouvant étre responsables de pneumonies secondaires
[139-142]. La pneumonie bactérienne secondaire est la plus fréquente des complications
entrainant une hospitalisation. Une amélioration clinique précede le plus souvent 1’apparition
de ces pneumopathies secondaires qui surviennent a J5-J7. Ces surinfections bactériennes
sont favorisées par les lésions de I’épithélium respiratoire provoquées par la multiplication

virale [135,143].

Parmi les cas de grippe maligne, celui d’un enfant de 23 mois a été diagnostiqué en
post mortem aprés étude des échantillons prélevés [144]. Dans une étude épidémiologique,

Nelson et al. [145] ont montré une association entre mort subite du nourrisson et infection par
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le virus de la grippe de type A. Les études de Drescher et al. et de Zink ont repris des cas
autopsiques de grippe a partir d’une série de morts brutales non expliquées de I’adulte et de
I’enfant [146-148] : le virus grippal a été mis en évidence dans 20% des cas méme en période

interépidémique.

D’autres virus impliqués dans des pathologies fréquentes chez I’enfant comme
I’ Herpes Simplex Virus (HSV), le virus d’Epstein-Barr (EBV), le CMV, le Human Herpes
Virus 6 (HHV-6) et les Entérovirus ont également été détectés dans les poumons, le coeur et

les glandes salivaires d’enfants décédés subitement [82,83,112,116-118,149-152].

Le VZV a également été impliqué dans deux cas rapportés. Le premier cas révélant
une infection disséminée 4 VZV impliquant la peau, les poumons, le foie, la rate et le tractus
gastro-intestinal [153]. Le deuxiéme cas présentant une co-infection pulmonaire a VZV et

CMYV avec de fortes charges virales [154].

Le virus Parainfluenza est un important pathogéne respiratoire et est responsable de
toux séveéres, bronchiolites et de pneumonies chez les enfants et les nourrissons [155]. Ils sont

estimés a 40% des affections aigués du tractus respiratoire chez les enfants [156].

Le Coronavirus infecte essentiellement les voies digestives et respiratoires
supérieures. Le plus connu des Coronavirus étant celui a 'origine du syndrome respiratoire
aigu sévere (SRAS) caractérisé par une pneumonie sévére potentiellement mortelle, apparu en
novembre 2002 dans la province de Guangdong en Chine qui a diffusé jusqu’en avril 2003,
touchant plus de 8 000 personnes. En 2012, une nouvelle souche de Coronavirus a €t€ mise en

évidence lors de syndromes respiratoires semblables au Moyen-Orient.

Une association temporelle entre les épidémies de virus & tropisme respiratoire et

I’incidence maximale des MIN a été reconnue, les deux ayant lieu en hiver [48].

Afin d’attribuer le décés aux infections virales, une mesure quantitative par PCR est
nécessaire. En effet les charges virales élevées mesurées dans les poumons et associées aux
Jésions inflammatoires nécrosantes suggérent I'hypoxie infra-clinique comme le mécanisme

possible de la mort [109].

Dans le diagnostic de la grippe, Iutilisation de la PCR a permis d’augnienter
d’environ un tiers les résultats positifs par rapport aux techniques conventionnelles

d’immunofluorescence et de culture cellulaire [21].
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I1.2. Atteintes cardiagques

Une myocardite désigne une atteinte inflammatoire du myocarde. Au niveau
histologique, on retrouve un infiltrat cellulaire et une myolyse. Une péricardite est une
inflammation du péricarde séreux aboutissant le plus souvent a l'apparition de liquide entre
ses deux feuillets, dans la cavité virtuelle qui les sépare. La plupart des péricardites sont

d'origine infectieuse.

Les étiologies des myocardites sont infectieuses, auto-immunes, toxiques ou liées a un
mécanisme d’hypersensibilité. Les études post mortem ont montré que les myocardites sont
les causes principales de mort subite inattendue chez les enfants et les jeunes adultes [157-

161].

La majorité des myocardites est due a des infections virales liées a leur fort potentiel
arythmogeéne. Les péricardites exsudatives et obstructives sont également principalement
d’origine virale. De fagon générale, I’infection a Entérovirus est considérée comme la cause
de myocardite la plus fréquente [157]. En 1999, Paushinger et al. ont rapporté 40% (18
patients) de myocardite & Entérovirus dans leur étude [162]. En 1997, Baboonian et Treasure
ont détecté ’acide ribonucléique (ARN) viral d’Entérovirus dans le myocarde de 23% des cas

[163]. D autres études rapportant des myocardites a Entérovirus ont également été publiées
[164,165].

Le genre Entérovirus regroupant Poliovirus, Coxsackievirus et Echovirus ont des

propriétés communes.

Plus particuliérement, le virus Coxsackie B3 a été identifié comme I’agent causal le
plus fréquent dans les myocardites aigués et chroniques [166—169]. Des cas ont été rapportés

de myocardites 1étales associées au virus Coxsackie B3, notamment chez un jeune athléte

[170].

Depuis quelques années, le Parvovirus B19 est incriminé dans de nombreux cas de
myocardites et péricardites potentiellement mortelles [171-180]. Dans la majorité des cas, les
patients ne présentaient pas de signes cliniques associés a I’infection par le Parvovirus B19,
comme un rush cutané ou une fievre. De plus, 50% des infections a Parvovirus BI19 chez
’enfant sont asymptomatiques. Dans le cas rapporté par Zack et al. I’inflammation cardiaque
provoquant la mort fut attribuée au Parvovirus B19, méme si le virus n’a pas été détecté dans

le myocarde mais seulement dans la biopsie trachéale [180].
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Les autres virus a tropisme cardiaque responsables de myocardites sont le CMV,
I’EBV, HHV-6, le virus de la grippe et les différents types d’Adénovirus (types 2, 3, 5...)
[149].

Selon les critéres de Dallas, le diagnostic définitif d’une myocardite virale n’est

possible qu’avec un examen histologique étendu [181].

Dans les myocardites fulminantes, Entérovirus et Parvovirus B19 sont a envisager
d’emblée. Le diagnostic direct par PCR doit étre privilégié. Papadogiannakis et al. ont
rapporté une myocardite fulminante et létale associée au Parvovirus BI19, prouvée par
microscopie électronique sur le tissu myocardique et PCR alors que la sérologie n’était pas
contributive avec des immunoglobulines de type G (IgG) spécifiques positives et des

immunoglobulines de type M (IgM) spécifiques négatives [182].

On retiendra également les virus & tropisme respiratoire (VRS, Adénovirus, virus de la
grippe, Rhinovirus, Métapneumovirus, Coronavirus et virus Parainfluenza) et les virus de la
famille des Herpesvirideae (HSV, CMV, EBV et VZV) qui peuvent également entrainer des

atteintes cardiaques.

I1.3. Atteintes neurologiques

I1.3.1. Méningites

Les méningites correspondent a une inflammation des méninges et du liquide

cérébrospinal qu'elles contiennent entre leurs feuillets.

De nombreuses affections peuvent s'accompagner d'une réaction inflammatoire des
méninges, comme les maladies cancéreuses ou les maladies systémiques (lupus érythémateux,
sarcoidose...). Cependant, les méningites les plus fréquentes sont infecticuses et classées en

deux groupes selon que le liquide cérébrospinal est purulent ou clair.

Les méningites virales représentent la majorité des méningites a liquide cérébrospinal
clair. Elles sont habituellement bénignes. Elles sont dues essentiellement aux Entérovirus
(Coxsackie A et B, Echovirus) et au virus ourlien (constituant une complication fréquente des

oreillons).
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11.3.2. Encéphalites

Les encéphalites virales se caractérisent par leur relative rareté (tout au moins en
France), leur sévérité majeure (variable selon le virus en cause) et le grand nombre de virus
pouvant en étre la cause. Les encéphalites virales s'accompagnent souvent d'une atteinte

méningée (méningo-encéphalite) et parfois d'une atteinte médullaire (encéphalomyélite).

Les encéphalites virales peuvent résulter de la réplication du virus dans l'encéphale
avec atieinte de la substance grise (polio-encéphalites) ou d'encéphalites post-infectieuses,
résultant d'un  mécanisme immunopathologique affectant la substance blanche
(leucoencéphalites) avec démyélinisation périveineuse. Les encéphalites virales peuvent étre

aigués (les plus fréquentes) ou subaigués.

En France, I'encéphalite virale la plus fréquente est I'encéphalite herpétique due a HSV
de type 1 qui est une encéphalite aigué nécrosante, a localisation temporale préférentielle
[183]. On peut observer des encéphalites post-infectieuses : rougeole, rubéole, oreillons,
varicelle, mononucléose infectieuse (MNI)... Certaines encéphalites virales sont transmises
par les arthropodes (arbovirus) et sévissent sous forme épidémique dans certaines régions du

monde : encéphalite japonaise (Asie), encéphalite américaine, encéphalite a tiques (Europe).

La rage est une encéphalomyélite animale touchant les mammiferes, transmise
accidentellement a ’homme par inoculation transcutanée, en général par morsure. La rage
humaine, une fois les signes cliniques apparus, est toujours mortelle. Cependant, elle
comporte une incubation en général suffisamment longue pour avoir le temps, aprés une
morsure contaminante, de faire une sérovaccination du sujet et de le protéger de la maladie
avant que le virus n’ait atteint le cerveau. Toutefois, des que le cerveau est atteint et
qu’apparaissent les signes d’encéphalite rabique, la mort est inéluctable. Ainsi, aucun progrés
majeur n’a été fait en matiére de traitement de la rage depuis Louis Pasteur (rendu célebre par
la vaccination de Joseph Meister en 1885). Seuls la tolérance des vaccins et le contrdle de la

rage animale ont ét¢ améliorés, du moins dans les pays développés.
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Tableau 4 : Encéphalites et virus associés

Encéphalites aigués
HSV-1, HSV-2 (nouveau-né)
\AY

CMV (immunodéprimés)

rougeole, rubéole, oreillons
entérovirus
virus de la chorioméningite lymphocytaire
virus de la rage
Arbovirus:
virus de l'encéphalite 4 tiques
virus West-Nile
virus de l'encéphalite japonaise
virus de U'encéphalite de St-Louis
virus de l'encéphalite californienne. ..
virus Nipah, virus Chandipura

Encéphalites sub-aigués
Virus JC (LEMP)

Virus de la rougeole (PESS)
VIH

Lors de grippe maligne, des convulsions ont été rapportées, voire des syndromes
méningés sans réelle méningite [184]. La fréquence des signes neurologiques dans les cas de
grippe maligne se situe entre 15 et 20% [185]. Un large spectre d’atteinte du systéme nerveux
central a été rapporté avec les virus de la grippe de type A [186,187]. Les signes principaux
comprennent une somnolence, un syndrome parkinsonien transitoire et des encéphalites de
deux types : aigués virales ou postvirales apparaissant a distance. Le virus de la grippe de type
A a un tropisme cérébral trés sélectif pour certains groupes de neurones. Les lésions
cérébrales sont morphologiquement discrétes. Dans ’observation de Takahashi et al. [187] ou
les prélévements ont été faits rapidement en post mortem, le virus a été mis en évidence par
PCR dans le cerveau, le poumon et le foie fournissant des arguments pour une propagation

virale par voie hématogéne.

L’ utilisation de la PCR semble intéressante pour rechercher les virus de la grippe dans
le liquide céphalo-rachidien (LCR) lorsque surviennent des manifestations neurologiques

[188,189].
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11.3.3. Myélites

Les Poliovirus sont spécifiquement responsables de la poliomyélite. Cette maladie
était en voie d'éradication dans le monde jusqu’aux événements épidémiques récents en

Afrique.

Les principaux virus en cause sont les virus de la rougeole, de la rubéole, VZV, CMV,
EBV, le virus de la chorioméningite lymphocytaire (CML), le virus de la grippe, les

Entérovirus.

11.3.4. Polyradiculonévrite aigué

Atteinte inflammatoire des racines nerveuses, également appelée syndrome de
Guillain-Barré, résultant d'un conflit immunologique, faisant le plus souvent suite a une

infection.

Les infections virales les plus souvent en cause sont dues a des virus de la famille des

Herpesviridae: CMV, EBV, VZV.

11.4. Syndromes fébriles

La fievre est présente avec une intensité variable dans pratiquement toutes les
maladies aigués d'origine virale. Elle est cependant I'élément prédominant dans certaines

affections.

I1.4.1. Syndrome mononucléosique

Le syndrome mononucléosique est défini sur le plan hématologique par l'apparition
dans le sang de grands lymphocytes hyperbasophiles qui sont des lymphocytes T CD8+

activés.

Ce syndrome mononucléosique résulte généralement d'une infection le plus souvent
virale. La fiévre, souvent prolongée, est habituellement le signe d'appel conduisant a la

recherche du diagnostic hématologique.
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Le virus a rechercher en priorité est PEBV responsable de la MNI qui est caractérisée
par la triade : fievre, angine et adénopathies. En deuxiéme en terme de fréquence, on retrouve
le CMV. Parmi les autres syndromes mononucléosiques d’origine virales, il faut également
penser & une primo-infection par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH). Un
syndrome mononucléosique généralement discret peut s'observer au cours de diverses

infections virales: herpés, varicelle, Adénovirus, rubéole...

Dans des cas extrémes, la MNI peut aboutir a une rupture splénique non traumatique

entrainant le décés du patient.

EBV et CMV ont été détectés dans plusieurs cas de MIN [84,151,190]. Dans I’étude
menée par Alavarez-Lafuente et al., ’EBV est retrouvé plus fréquemment dans les MIN que
chez les enfants sains alors que le CMV a été retrouvé avec une prévalence élevée mais

identique dans les deux groupes [82].

11.4.2. Fievres éruptives

I1.4.2.1. Eruptions maculo-papuleuses

Les éruptions maculo-papuleuses sont lies aux virus de la rougeole, de la rubéole, au
Parvovirus B19 (mégalérythéme épidémique) ou au HHV-6 (exanthéme subit du nourrisson).
Ces éruptions peuvent également survenir au cours d'infections a Adénovirus, Entérovirus

(Echovirus), de la MNI ou d'hépatites virales.

I1.4.2.2. Eruptions vésiculeuses

Les éruptions vésiculeuses sont représentées surtout par I'herpés labial ou génital dus
aux HSV de type 1 et 2 et par les infections & VZV. Les Entérovirus, en particulier les virus
Coxsackie A, peuvent également étre a l'origine d'éruptions vésiculeuses fébriles: syndrome

pieds-mains-bouche ou herpangine.

A cause de la latence et la persistance des capacités des Herpesvirideae [191], un
résultat de PCR positif doit étre interprété avec précaution et toujours avec I’appui des

résultats histologiques [192]. La plupart des cas de HHV-6 est apparemment autolimité [193—
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195], mais quelques cas de MIN ont été rapportés [196,197]. Selon Alavarez-Lafuente et al.,

le HHV-6 a été retrouvé plus fréquemment dans les MIN que chez les enfants sains [82].

Prenant en compte la nature multifactorielle des MIN, certains auteurs ont postulé que
Pinteraction entre les infections & Herpesvirideae, les autres facteurs de risque
environnementaux et les risques génétiques (en rapport avec les réponses immunes aux
infections) peuvent augmenter le risque de déces inattendu dont le mécanisme fondamental
reste & déterminer. Différentes hypothéses ont été proposées pour expliquer I’implication des
Herpesviridae dans les décés inexpliqués: mimétisme moléculaire des protéines pro-
inflammatoires [80,81], augmentation de I’activité d’une toxine bactérienne [198] ou toute

sorte de déréglement immunitaire [199].

11.4.3. Syndrome fébrile et algique

Ce syndrome associe une fiévre élevée et des algies importantes (céphalées, myalgies,
arthralgies...) également appelé pseudo-grippal. Ce tableau clinique se retrouve dans la
grippe, associé a des manifestations respiratoires. Il est également retrouvé dans un grand

nombre d'infections virales, bactériennes, ou parasitaires (paludisme).

Ce tableau est typique de certaines arboviroses (virus de la Dengue, Chikungunya...)
au retour de régions tropicales. La Dengue est ’arbovirose la plus fréquente actuellement

dans le monde ou elle est trés largement répandue.

11.4.4. Fiévres hémorragiques

Les fiévres hémorragiques sont des affections souvent redoutables dues a divers virus.
Les complications de la Dengue sont la survenue d’un syndrome hémorragique ou d’un
syndrome de choc, principalement chez les enfants, entrainant la mort dans 5 a4 10% des cas.

On en observe 10 millions de cas par an dans le monde.

I faut citer en particulier le virus Ebola pour lequel on enregistre au cours des

flambées un taux de 1étalité pouvant atteindre 90% et le virus de la fievre de Lassa.
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Une forme bénigne de fievre hémorragique avec syndrome rénal existe en France

métropolitaine et est due au virus Puumala.

11.5. Gastro-entérites

Les gastro-entérites d’origine virale sont les plus fréquentes et se manifestent
essentiellement par une diarrhée et des vomissements et, en regle générale, évoluent
rapidement vers la guérison. Les formes graves, potentiellement mortelles, sont liées au risque
de déshydratation chez le nourrisson. Les virus responsables des gastroentérites sont
essentiellement les Rotavirus (gastroentérites du nourrisson), certains types d'ddénovirus, les

Norovirus, les Astrovirus et certaines souches de Coronavirus.

Lors d’immunodépression importante, HHV-6 peut étre responsable d’une gastro-
entérite pouvant s’aggraver d’une nécrose intestinale. Bien qu’exceptionnellement impliqué
dans des gastro-entérites, on note également les virus du genre Entérovirus dans les infections

du tube digestif.

11.6. Atteintes hépatiques

Les hépatites virales représentent 40 & 70% des insuffisances hépatiques aigués (IHA),
mais le risque et le pronostic varient selon I'agent causal [200,201]. L’hépatite A se complique
dTHA dans moins de 1% des cas et son évolution est plus favorable que celle des autres
étiologies virales. Les risques sont majorés chez les toxicomanes et les plus de 40 ans. Le
virus de I’hépatite B (VHB) est impliqué dans 25 a 75% des hépatites fulminantes ou
subfulminantes. L'acutisation, survenant & la phase aigu¢ de 1'hépatite, peut s'accompagner
d'une disparition de I'Ag HBs (30-50% des cas), avec augmentation du taux de survie (47 vs
17%). La co-infection par le virus de I’hépatite D est présente dans plus de 30% des hépatites
fulminantes B [202]. L'apparition d'une hépatite fulminante chez un porteur du VHB est
favorisée par les traitements antimitotiques ou antituberculeux [203-205]. La responsabilité
isolée du virus de I’hépatite C (VHC) dans la survenue d'une IHA reste rare et controversée
[206,207]. Des épidémies d'hépatites E, avec incidence élevée de formes fulminantes et
surmortalité chez la femme enceinte, ont été récemment observées en Asie du Sud-Est et en

Afrique. La responsabilité des virus du groupe herpés (CMV, EBV, HSV de type 1 et 2) est
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rare mais grave. L'THA survient habituellement chez un nouveau-né, un patient
immunodéprimé ou une femme enceinte et la mortalité dépasse 90% en l'absence de
traitement par l'aciclovir [208,209]. Les infections a Adénovirus, Paramyxovirus, Coxsackie
et arbovirus sont des causes exceptionnelles, essentiellement observées dans un contexte

d'immunosuppression.

Le virus de I’hépatite A (VHA) et VHB sont les causes les plus fréquentes d’hépatite
virale fulminante et I’ensemble des virus cités précédemment peut également entrainer des
hépatites fulminantes. L'hépatite aigué grave ou fulminante est une nécrose, massive ou
submassive du parenchyme hépatique. Bernuau et al. définissent I'hépatite fulminante par un
délai de deux semaines entre le début de lictére et l'encéphalopathie. Le caractere
subfulminant est retenu pour un intervalle de deux a douze semaines [210]. La conséquence
directe de cette destruction est I'impossibilité pour le foie d'assurer sa fonction de synthése et
de détoxication. Le tableau clinico-biologique est celui de la survenue d'une insuffisance
hépatique sévére (défaut de synthése de facteurs de la coagulation) associée a des troubles
neurologiques (encéphalopathie hépatique, coma). L'évolution peut se faire vers I'amélioration
spontanée (avec ou non une phase d'aggravation) ou vers l'aggravation irréversible, pouvant

entrainer le décés du patient. Le seul traitement, a ce stade, est la transplantation hépatique.

Seuls VHB et surtout VHC peuvent aboutir & une infection chronique dont les
complications peuvent entrainer le décés du patient. Ces décés en rapport avec une infection
virale chronique ne correspondent pas aux cas de morts inattendues étudiées dans le fravail

qui suit.

En dehors de ces contextes d’hépatites primitives, on observe également des hépatites
lors d’infections liées a Herpesvirideae (HSV, CMV, EBV, VZV), du Parvovirsu B19, des
arbovirus (Dengue et la fievre jaune) et des virus responsables de fievres hémorragiques

(Ebola).

La fiévre jaune est la forme la plus compléte de I’infection a virus amaril, la majorité
des infections étant inapparentes ou réduites a un syndrome fébrile douloureux. Ces formes
inapparentes sont la régle chez les autochtones, partiellement protégés par des infections a
d’autres arbovirus apparentés au virus amaril mais non pathogénes. La fievre jaune €volue en
deux phases : aprés une incubation de 3 4 6 jours, la phase rouge est faite de fiévre, douleurs,

nausées, et d’un aspect congestif du visage avec des douleurs diffuses. La fiévre disparait
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souvent transitoirement avant la deuxiéme phase qui est marquée par une hépatonéphrite :

phase jaune.

Dans les formes graves apparaissent des hémorragies, notamment digestives, avec
vomissements de sang noir (vomito negro). La mortalité de la fievre jaune varie de 10% a
20%. La marque histologique est une nécrose hépatique médiolobulaire sans réaction

inflammatoire.

I1.7. Atteintes rénales

Peu d'infections virales ont une incidence notable sur le rein. On peut citer la ficvre
hémorragique avec syndrome rénal due au virus Puumala en Europe de I’Ouest, 1'insuffisance
rénale aigué (hépato-néphrite) due au virus de la fievre jaune et les atteintes rénales des autres

fievres hémorragiques.

Le VHB peut induire une glomérulonéphrite membrano-proliférative. Le VHC peut

induire une glomérulonéphrite associée a une cryoglobulinémie.

Chez les transplantés rénaux, l'infection a CMV peut favoriser les réactions de rejet et
le virus BK peut étre responsable de néphropathies. Plus récemment, des études ont montré
que le VIH peut se répliquer au niveau du rein transplanté et entrainer un rejet du greffon

[211].

I1.8. Infections foetales et néo-natales

Deux types de contaminations sont a envisager :

- Infections congénitales : les virus, transmis de la mere a l'enfant par voie

transplacentaire, peuvent entrainer une pathologie feetale plus ou moins sévere : le
CMV, le virus de la rubéole, le Parvovirus B19 et plus rarement le VZV. De fagon
générale, pour les infections & récurrence, seule la primo-infection est potentiellement
transmissible au feetus. De plus, la transmission de ces infections congénitales est plus

rare en début de grossesse mais a des conséquences plus graves alors qu’une
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transmission en fin de grossesse sera plus fréquente mais avec des conséquences

moindres pour le foetus.

- Infections périnatales : les virus sont transmis au nouveau-né lors de l'accouchement.

Il s’agit essentiellement du VIH, du HSV et du HBV.

11.9. Infections virales de I'immunodéprimé

Les déficits immunitaires congénitaux ou acquis (transplantés, syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA)) favorisent la survenue de certaines affections virales
qui présentent souvent dans ce contexte une sévérité particuliére. De maniére générale,
I’immunodépression cellulaire particuliére a ces situations est associée a une modification
qualitative et parfois quantitative de la réponse humorale et favorise les infections virales dans

leurs formes graves et leur persistance.

Lors du stade SIDA, I’'immunodépression cellulaire majeure due au VIH de type 1 et
plus rarement au VIH de type 2 est majeure. Les infections opportunistes surviennent lorsque
le taux de lymphocytes T CD4+ est inférieur & 100/mm3. Les infections liées a
I’immunodépression induite par un traitement anti-rejet lors de transplantations dépendent
également du degré d’immunodépression. Ces infections peuvent étre différentes selon le type
de greffe : organe ou de cellules souches hématopoiétiques (CSH). Les principaux virus

entrainant des pathologies spécifiques de I'immunodéprimé sont représentés dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Pathologie chez immunodéprimé et virus associés

Virus Pathologie chez
l'immunodéprimé

HEW-1, HSV-2 Lésions persistantes et extensives
Arteintes viscérales

LAY Varicelle maligne
Zona [Fréquence )

CHIY Syndrome tébrile neutropénigue
Atteines viscérales diverses

HBY Lymphomes

HHV-R Sarcome de Kaposi  (31DA+++)

Vieus Bl téphiropathe

Cystite hémorragique

Vieus JC 1P (SIDA+++)
Papillomaviras | Coadylomes, carcinomes
Adénovirus Preumonies

VRS Prneumaonie

Jnevorvirus B19 | Anérie chronique

Le cas particulier du CMV qui est un pathogeéne opportuniste majeur lors
d’immunodépression. En plus d’une fiévre persistante associée a une leuconeutropénie, on

retiendra des particularités en fonction du type d’immunodépression :
- au cours du SIDA : principalement rétinite et encéphalite ;

- chez les patients greffés : pneumopathie interstitielle du greffé de CSH et colite en

greffe d’organe.

Parmi les cas de varicelle maligne chez I’immunodéprimé, on retiendra celui d’un
patient traité par corticoides au long cours pour une sclérose en plaque chez lequel le VZV a
été retrouvé par PCR sur les échantillons de peau, de 1’cesophage et du tissu hépatique. Le
patient a présenté un cedéme cérébral associé & 1’insuffisance hépatique et une coagulopathie
[212]. Le VZV est souvent associé & une hépatite asymptomatique bénigne. Alors que
I’insuffisance hépatique est rarement décrite lors des infections a VZV, elles sont la plupart du

temps fatales [213].
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11.10. Virus et cancer

A T’origine des infections cancérigénes, on trouve le plus souvent des virus. Environ
un cancer humain sur sept a pour origine une infection virale, bactérienne ou parasitaire. Deux
tumeurs rassemblent & elles seules 80% des cas observés dans les pays en développement : le
cancer du col de D'utérus di a des Papillomavirus et le cancer primitif du foie

(hépatocarcinome) dit aux VHB et VHC.

Les Papillomavirus sont surtout associés au cancer du col de l'utérus mais également a

des tumeurs des voies aérodigestives supérieurs (amygdales) en fonction de leur génotype.

Les hépatites chroniques dues aux VHB et VHC induisent une cirrhose pouvant se

compliquer d’un hépatocarcinome.

L’EBV est associé a divers types de lymphome dont le lymphome de Burkitt et au

carcinome du naso-pharynx. HHV-8 est I'agent étiologique du sarcome de Kaposi.

Human T-lymphotropic virus (HTLV) de type 1 est responsable de la leucémie a
lymphocytes T de 1’adulte ou adult T-cell leukemia lymphoma (ATLL).

L'immunodépression induite par le VIH favorise la survenue de certains cancers

(lymphomes, col de 1'utérus).

11.11. Syndrome d’activation macrophagique

Kashiwagi et al. ont rapporté le premier cas d’un syndrome d’activation
macrophagique (SAM) fatal déclenché par un virus Parainfluenza de type 2. Ce dernier a été
mis en évidence par reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) au niveau du

nasopharynx, de la moelle osseuse et du tissu hépatique [214].

Chen et al. ont rapporté une série de 10 déces au décours de SAM impliquant une

forme atypique d’infection par P’EBV [215].

Dans les SAM, ’activation des lymphocytes T entraine I’activation secondaire des
macrophages et cette réponse immune anormale avec hypersécrétion de cytokines est induite

par divers facteurs déclenchant comme les infections virales ou bactériennes [216].
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[1.12. Prévention des infections virales

L’hygiéne et les vaccinations restent des éléments essentiels de la lutte contre les
virus. Les mesures de prévention dépendent du type de virus et de son mode de

contamination.

Les mesures d’hygiéne sont cruciales. Ayant fait preuve d’une efficacité incontestable,
indépendamment des vaccins et des chimiothérapies antivirales, elles restent a la base de la
lutte contre les infections virales. Ce sont la fourniture en eau potable, une alimentation
quantitativement et qualitativement suffisante, le lavage des mains, la lutte et la protection
contre les moustiques, 1’éducation sexuelle, les bonnes pratiques de soins et notamment la

désinfection du matériel et le contrdle des dons de sang.

De tout temps, les vaccins ont été accusés d’augmenter le risque de MIN. Ceci
provient du fait qu’il existe une coincidence chronologique entre le début de la vaccination et
I’dge ou le risque de MIN est maximum. De nombreuses études, menées tant en France qu’a
I’étranger, ont toujours innocenté, au plan statistique, la vaccination. La méta-analyse de
Vennemann et al. en 2007, regroupant neuf études de cas/témoins, confirme méme que les
vaccinations ont un effet protecteur vis-a-vis de la MIN, puisque les enfants complétement

vaccinés ont deux fois moins de risque que ceux non vaccinés [217].
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DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET

METHODES

I. Population étudiée

Cette étude rétrospective porte sur ’ensemble des dossiers d’expertise virologique du
CHU de Bordeaux en médecine 1égale entre 2001 et 2013 qui ont pu étre mis a disposition et

consultés, soit 113 dossiers.

Certains dossiers ont été exclus car en rapport avec des suspicions de contamination
lors de transfusions, d’accidents d’exposition au sang, de viols et d’homicides. De plus les
dossiers ot des corps putréfiés ont été retrouvés n’ont pas été retenus, la putréfaction
entrainant un risque élevé de contamination. L’investigation des décés inexpliqués autopsiés
au CHU de Bordeaux concerne 87 dossiers d’expertise virologique.

Les dossiers retenus sont ceux pour leSquels au moins un virus a été détecté. 21
dossiers ont pu étre ainsi identifiés et les rapports médico-légaux correspondants ont pu étre

consultés.

Certains dossiers n’ont pu étre consultés en totalité et d’autres dossiers sont apparus
incomplets (prélévements manquants ou analyses non effectuées...). Un numéro est attribué a
chaque dossier afin de les anonymiser, il s’agit d’un ordre chronologique en fonction de

I’année de déces des patients.
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II. Les échantillons

Les prélévements sont effectués par le médecin légiste et les analyses a réaliser sont

décidées par les experts de chaque discipline.

II.1. Nature et choix des échantillons

Les échantillons sont choisis et prélevés lors des autopsies en respectant les régles
d’asepsie rigoureuses : masque chirurgical, gants, tubes et seringues stériles, avec des

instruments désinfectés et changés pour chaque incision et organe.

Divers types d’échantillons sont collectés en fonction des circonstances du décés, des
renseignements fournis par les enquéteurs, de I’examen externe du cadavre ainsi que de
I’aspect macroscopique des organes (présence d’un épanchement liquidien au niveau d’une

séreuse...).

Atteinte neurologique (épilepsie...): LCR, biopsie cérébrale

Atteinte pulmonaire (pneumopathie...): biopsie pulmonaire, liquide pleural, LBA,

sécrétions bronchiques
s Atteinte cardiaque (péricardite...) : biopsie cardiaque, liquide péricardique

Atteinte digestive (diarrhée, hépatite...) : selles, biopsic intestinale, liquide

péritonéal, sang périphérique

= Signes centraux : sang périphérique

Ces échantillons sont ensuite transmis au laboratoire de virologie et analysés au plus
vite (sérologies) ou stockés a -80°C avant extraction s’ils sont programmés pour la biologie

moléculaire.
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I1.2. Analyses virologiques

Le choix des virus a rechercher est fait par I’expert en virologie mandaté par le
tribunal de grande instance, dans notre étude il s’agit du Pr Fleury. Ce choix dépend des
circonstances du décés, des premiéres constatations du médecin légiste lors de ["autopsie et
des prélévements effectués par ce dernier. Ainsi en se basant sur le tropisme des virus et les
comorbidités du patient lors de son décés, le choix s’opére en fonction des probabilités

d’implication des différents virus :

Atteinte neurologique : HSV, Entérovirus (Coxsackie A et B, Echovirus, Poliovirus,

Entérovirus 71), Adénovirus, VZV, CMV, EBV et JC virus

Atteinte pulmonaire : Virus de la grippe A (HIN1pdm et H3N2) et B, VRS, Adénovirus,

Bocavirus, Coronavirus, Entérovirus, Métapneumovirus, Parainfluenza, Rhinovirus, HSV,

CMV, EBV, VZV et HHV-6

Atteinte cardiaque : Entérovirus (Coxsackie A et B, Echovirus, Poliovirus, Entérovirus

71), Parvovirus BI9, Adénovirus, virus de la grippe (dans un contexte d’atteinte

pulmonaire), CMV, EBV

= Atteinte digestive : Adénovirus, CMV, Entérovirus (Coxsackie A et B, Echovirus,
Poliovirus, Entérovirus 71), Rotavirus, Norovirus, VHA, VHB et VHC

»  Contexte en général spécifique: VIH, HTLV, VHB et VHC

11.3. Conservation des échantillons

Aprés analyse, les sérums, les échantillons primaires (biopsies et liquides divers) et les
éluats résultant de I’extraction de ces échantillons sont stockés a -80°C. Cette température
permet une conservation optimale des protéines (Ac) et des acides nucléiques (ADN et ARN
viraux). Une autorisation de la justice est indispensable afin de procéder a la destruction des
échantillons, ce qui aboutit & des temps de conservation longs et indéterminés ainsi qu’une

logistique importante.
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ITl. Diagnostic virologique

Le Laboratoire de virologic du CHU de Bordeaux utilise plusieurs outils pour
effectuer le dépistage, le diagnostic et le suivi thérapeutique des infections virales. Les deux
groupes techniques principaux pratiqués dans le cadre des autopsies légales sont les sérologies

et la biologie moléculaire.

III.1. Techniques sérologiques

La sérologie est un outil de diagnostic indirect et consiste en la mise en évidence et/ou
le dosage d’Ac spécifiques d’un agent infectieux donné. Le but est d’évaluer I’état

d’immunité du patient vis-a-vis de d’un pathogéne.

Les Ac recherchés peuvent étre, suivant les techniques, des IgG ou des IgM et plus
rarement des immunoglobulines de type A (IgA). Les tests de détection sont généralement

qualitatifs et font appel aux Ac totaux voire plus souvent aux IgG.

Les Ac sont détectables au minimum 8 a 10 jours aprés le début de I’infection.
Pendant ces 8 a 10 jours de délai, ’infection est sérologiquement inapparente, il s’agit de la
fenétre sérologique. D’une maniére générale, les IgG perdurent toute la vie ou décroissent
lentement. Les IgM ne sont présentes qu’a proximité de la primo-infection ou dans certains
cas lors d’une réactivation (Figure 2). Toutefois, certaines personnes gardent des IgM
persistantes a vie. Les sérologies sont interprétées sur I’évolution du taux des Ac a quelques
semaines d’intervalle. Ainsi une montée du taux des Ac, notamment des IgG, objective une

infection récente. Celle-ci doit étre franche (multipliée par 2 & 4 en 15 jours).

Titre Ac

A e Judis  dw A i
Maladie Réinfection
Primo-infection Reéactivation

Temps

Figure 2 : Evolution du taux d’Ac au cours d’une infection virale
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Dans le cas d’une expertise médico-légale, un seul prélevement sérologique est

disponible et I’interprétation d’une cinétique n’est donc pas possible.

I11.1.1. Automate Beckman Coulter UniCel® DxI 800

- @ \ . . (e
L’analyseur UniCel” DxI 800 est un systeme d’immunoanalyse multiparamétrique.

Tous les paramétres sont mesurés par chimiluminescence.

Plusieurs techniques utilisant la technologie enzyme linked immunosorbent assay

(ELISA) permettent la détection et le dosage de nombreux marqueurs :

e Technique « sandwich » directe pour la détection d’Ag (Figure 3)
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Figure 3 : Technique sérologique « sandwich » [218]

e Technique indirecte pour la détection d’Ac (Figure 4)
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Figure 4 : Technique sérologique indirecte [218]
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e Technique par compétition (Figure 5)
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Figure 5 : Technique sérologique par compétition [218]

e Technique par immunocapture (Figure 6)
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Figure 6 : Technique sérologique par immunocapture [218]

Détection : Chaque conjugué obtenu est couplé a une enzyme, la phosphatase alcaline. Cette
enzyme transforme un substrat, le dioxétane phosphorylé, en un ester excité. La fluorescéine
est & son tour excitée par I’énergie émise par I’ester de dioxétane. La fluorescéine émet ainsi
de la lumiére qui est mesurée par un spectrométre et dont I’intensité est proportionnelle a la

quantité de dioxétane phosphorylé transformé, donc a la quantité de conjugué fixé (Figure7).
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Figure 7 : Systéme de détection de ’automate Beckman Coulter UniCel® DxI800 [218]

111.1.2. Automate BioMérieux Vidas®

L@ g . . (- . e \
Le Vidas"” développé par la firme BioMérieux est un automate multiparamétrique tres

utilisé. Sa conception originale consiste en l'utilisation de cartouches individuelles. Cet

automate utilise la technologie enzyme linked fluorescence assay (ELFA) qui posséde une

trés bonne sensibilité.

Le principe de la réaction est le suivant : I'échantillon, déposé manuellement dans le
premier puits, est aspiré et refoulé a plusieurs reprises dans un cone revétu d'Ag et/ou d'Ac
selon le marqueur recherché (Ac et/ou Ag). Le cone tient lieu a la fois de phase solide et de
systéme de pipetage. Le marqueur recherché se lie aux Ac ou Ag fixés et aprés des étapes de
dilution et de lavage, un conjugué est aspiré dans le cone (le conjugué est constitué par
exemple pour le titrage des Ac rubéole par des Ac anti-IgG conjugués a la phosphatase
alcaline). Lors de l'étape finale de révélation, aprés avoir éliminé le conjugué non fixé par
lavage, le substrat, 4-méthyl-ombelliferyl phosphate, est aspiré. L'enzyme du conjugué
catalyse la réaction d'hydrolyse du substrat en 4-méthyl-ombelliferone dont la fluorescence
émise est mesurée a 450 nm. Son intensité est proportionnelle & la quantité du marqueur

recherché présent dans I'échantillon [219].

Pour la recherche de I'Ag p24 du VIH de type 1, la détection est rendue plus sensible
par l'utilisation d'Ac anti p24 biotinylés et d'un conjugué constitué de streptavidine associée a

la phosphatase alcaline.
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II1.1.3. Automate DiaSorin Liaison XL®

L’analyseur Liaison XL® adopte une technologie par chemiluminescence

immunoassay « Flash » (CLIA) avec des microparticules magnétiques (phase solide) [220].
Plusieurs techniques permettent la détection et le dosage de nombreux marqueurs :
- technique « sandwich » directe pour la détection d’Ag ;
- technique indirecte pour la détection d’Ac ;
- technique par compétition.

Les pages 1 a4 3 du tableau « IN-LAB 047 : Répertoire des analyses de virologie -
CHU Bordeaux » récapitulent les sérologies virales réalisées au CHU de Bordeaux avec leur

technique de mesure et I’index permettant ’interprétation (Annexe 1).

IIL.2. Techniques de biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire ont pour but de mettre en évidence les acides
nucléiques spécifiques des virus recherchés. Il s’agira d’un diagnostic direct en recherchant le

matériel génétique propre aux virus, I’ADN par PCR ou I’ARN par RT-PCR.

Ces techniques de biologie moléculaire, comme la PCR, sont maintenant largement
acceptées et reconnues comme le nouveau « gold standard » pour identifier de nombreux

agents infectieux [21,221].

Ces techniques de biologie moléculaire sont réalisées aprés extraction des acides

nucléiques a partir des échantillons (biopsies, liquides divers et plasma).

II1.2.1. Principe de extraction des acides nucléiques

Les échantillons doivent étre extraits avant toute amplification génique afin d’éliminer
tout le matériel (protéines, lipides, polysaccharides, anticoagulants...) qui pourrait inhiber
I’ ADN polymérase et donc la PCR ainsi que d’augmenter la sensibilité de I’analyse. C’est une

étape indispensable impliquée dans les performances techniques pour la détection d’ADN ou
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d’ARN. L’extraction d’acides nucléiques consiste a les isoler des cellules ou tissus, les
purifier et les concentrer dans un éluat.. Les acides nucléiques ainsi extraits peuvent &tre
utilisés pour des analyses de biologie moléculaire comme la PCR, le séquengage ou encore le

clonage...

L’extraction de ’ADN peut étre manuelle grace a 1"utilisation de kits spécifiques préts

a ’emploi ou automatique (ex MagNA Pure® Roche).

IT1.2.1.1. Extraction manuelle : technique de référence

La technique manuelle de référence utilise ’extraction par le couple phénol-
chloroforme. Tout d’abord, il y a une étapevde lyse composée par le couple détergeant-
protéinase K qui dissocie les cellules et les tissus et libére ainsi les acides nucléiques. Ensuite,
le phénol, qui est un excellent agent dénaturant des protéines, va permetire de séparer
efficacement les protéines des acides nucléiques. Son addition a une phase aqueuse a pour
effet de dénaturer les protéines en solution dans le milieu puis aprés centrifugation, ces
protéines se situent a l'interface entre la phase aqueuse et la phase organique. Apres
élimination de la phase aqueuse, les acides nucléiques sont traités par un mélange
chloroforme-alcool isoamylique. Les acides nucléiques se retrouvent, aprés centrifugation,

dans la phase aqueuse.

I11.2.1.2. Extraction automatique

Le CHU de Bordeaux est doté d’extracteurs automatiques de la firme Roche : MagNA
Pure 96° et MagNA Pure® Compact. Ces automates permettent une extraction par fixation des
acides nucléiques a des billes magnétiques. Le MagNA Pure 96% permet une extraction de 96
échantillons en méme temps et un meilleur suivi des échantillons grice au systéme exclusif
mis en place au plateau technique de biologie moléculaire (PTBM) du CHU de Bordeaux de
chaines de PCR par transmission des données & ’automate de distribution des échantillons en
plaques Epimotion® puis aux automates de PCR en temps réel (Light cycler® 480 System). Le
MagNA Pure® Compact élimine plus efficacement les inhibiteurs de PCR mais ne peut

extraire que des séries de 8 échantillons.
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Le volume de prélévement nécessaire est de 100 a 200pL. Les échantillons sont
incubés avec un tampon contenant des agents dénaturants et de la protéinase K. Des billes
magnétiques sont ajoutées a ce mélange pour que les acides nucléiques s’y fixent tandis que
les substances non retenues sont éliminées par des lavages successifs. Les acides nucléiques

sont finalement élués par une solution tampon spécifique (Figure 8).

L’intérét de [’extracteur automatique est d’une part, le gain de temps car une
extraction pour huit échantillons dure seulement 30 minutes, et d’autre part une

reproductibilité optimale puisque tout est automatisé.
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Figure 8 : Principe de 'extraction automatique par le MagNA Pure” Compact [222]




1I1.2.2. La technique de PCR

11.2.2.1. Principe de la PCR

La réaction de PCR est une méthode de biologie moléculaire permettant de cibler un
segment d’ADN particulier dans le génome, de le recopier puis de I’amplifier. Tout ceci est
réalisé grice 4 une enzyme, ’ADN polymérase capable de synthétiser le brin ADN

complémentaire (ADNc) a partir d’un ADN servant de matrice.

Deux types de PCR existent: la PCR conventionnelle et la PCR en temps réel.

I11.2.2.2. Principe de la PCR conventionnelle

Le principe, illustré par la figure 9, est simple : il consiste a réaliser une succession de
réactions de réplication, appelées cycles, a partir d'une matrice double brin d'ADN. Chaque

réaction utilise deux amorces oligonucléotidiques qui encadrent la séquence a amplifier.

Avant la réaction, tous les « acteurs » de la PCR doivent étre présents : ’ADN a
amplifier, les amorces pour cibler le segment d’ADN voulu, ’enzyme permettant la
réplication du brin I’ADN appelé ADN polymérase thermorésistante (ou Taq polymérase) et
les quatre types de déoxyribonucléotide triphosphate (dNTP) constitutifs de ’ADN (dCTP,
dGTP, dATP, dTTP).

La PCR est réalisée dans un thermocycleur (ou bloc thermique) dans lequel les tubes
contenant le mix de PCR sont insérés. Il a pour fonction d’amener 1’échantillon a des
températures voulues pendant une durée programmée en effectuant des cycles. Le programme

de PCR comprend une succession d’environ 40 cycles.

Chaque cycle est divisé en trois phases: dénaturation, hybridation et élongation

(Figure 10). A chaque phase correspond une température définie :

- La dénaturation consiste & rompre les liaisons faibles de la double hélice d’ADN

pour donner deux simples brins d’ADN. La température est en général de 95°C.

- L’hybridation repose sur le principe de I’appariement des amorces a la séquence

d’ADN qui lui corresond. La température est inférieure a celle de le la dénaturation
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et dépend des amorces choisies. En effet, chaque amorce a une température de
fusion (Tm) propre qui correspond a la température ot 50% de I’ADN est sous
forme simple brin. Pour avoir une idée de la température d’hybridation, il faut

soustraire 5 degrés au Tm des amorces.

L’élongation correspond a la polymérisation du brin d’ADNc de I’ADN matrice
par la Taq polymérase. Elle se fait par ajouts successifs de dNTP a la température

d’environ 72°C.

ADN

=z
A R TR
Amorces
B o, Séparation des brins
Appancmml des amorces e e
Amorces s m;‘;‘
m s § ::l
=== S
F e W% 1 Taq polymérase

PCR en
temps réel

—_— - Analyse des produits amplifiés

oo

Clectrophorése  Digestion Hybridation
en gel par enzyme sur membrane
d'agarose de restriction  ou microplague

Figure 9 : Principe de la PCR [223]
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Figure 10 : Etapes de la réaction de PCR
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Les produits d’amplification ou amplicons sont ensuite déposés sur un gel
d’électrophorése contenant un agent intercalant de I’ADN  (le bromure d’éthidium) et soumis
a un champ électrique constant. Afin de déterminer le poids moléculaire des amplicons, un
marqueur de poids moléculaire connu est déposé. La séparation des fragments d’ADN se fait
selon le poids moléculaire et donc la taille de ’ADN. Les acides nucléiques sont rendus
fluorescents grace au bromure d’éthidium et le gel est analysé sous une lampe a ultraviolet. La
contamination des produits amplifiés lors de la manipulation est le risque majeur de cette

technique.

111.2.2.3. Principe de la PCR en temps réel

La PCR en temps réel combine une amplification comme décrite dans la PCR
conventionnelle avec une détection simultanée des produits amplifiés. L intensité du signal de
fluorescence est proportionnelle a la quantité de produits formés pendant la PCR. L’évolution

de cette cinétique peut étre représentée par une courbe dont I’allure est celle d’une sigmoide

(Figure 11).

Ct= intersection entre la courbe
d'amplification et la barre de
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Figure 11 : Exemple de courbes de PCR en temps réel (a gauche) ; Détermination du

cycle seuil Ct (A droite)
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Cette courbe peut étre divisée en 3 phases (Figure 11) :
- phase 1 : la fluorescence ne se démarque pas du bruit de fond ;

- phase 2 : augmentation de la fluorescence avec une phase exponentielle pendant
laquelle la quantité de produit de PCR obtenue est directement proportionnelle au

nombre de copies initiales du fragment d’ADN amplifié ;

o]

- phase 3 : phase en plateau avec un ralentissement de I’amplification dii le plus
souvent a I’épuisement d’un des différents réactifs de la PCR comme les amorces

ou a une compétition entre I’ADNc formé et les amorces.

Le cycle seuil (Ct) ou threshold cycle est défini comme le moment du cycle ou le
signal émis par le produit formé au cours de la PCR, mesuré par fluorescence, se distingue du
bruit de fond de fluorescence du mélange réactionnel. Ce Ct marque [’apparition du produit et
le début de la phase exponentielle : il est inversement proportionnel au logarithme décimal du
nombre de copies initialement présent dans le milieu et soumis a I’amplification. Done, plus
le milieu est riche en ADN matrice, plus le Ct sera précoce. La mesure du Ct est utilisée dans

les méthodes de quantification (Figurell).

Contrairement & la PCR conventionnelle, la PCR en temps réel a permis, en une seule
étape, de réduire considérablement les risques de contamination entre chaque échantillon. De

plus, la PCR en temps réel est dotée d’une plus grande sensibilité et spécificité.

Il existe principalement deux systémes permettant la détection et la quantification de

ce signal en temps réel : les agents intercalants et les sondes d’hybridation.

111.2.2.3.1. Agents intercalants

Tres peu toxique, le SYBR® Green est I’agent intercalant le plus fréquemment utilisé
en PCR en temps réel. Il est capable de se lier 2 I’ADN double brin. Au cours de I’hybridation
des amorces, puis de I’extension réalisée par I’ADN polymérase, il s’intercale entre les deux
brins d’ADN nouvellement synthétisés et émet une fluorescence. Cette émission de

fluorescence décroit complétement a I’étape de dénaturation du cycle suivant (Figure 12).

En pratique, la spécificité est définie par les couples d’amorces mais cette technique

n’est cependant pas spécifique & 100% car la liaison de I’agent intercalant peut se faire &
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d’autres molécules d”’ADN présentes dans le milieu réactionnel (produits d’amplification non

spécifiques ou diméres d’amorces hybridées entre elles en fin d’amplification).

Pour améliorer la spécificité en fin d’amplification, une courbe de fusion est réalisée.
In soumettant les amplicons a une température allant de 70 a 90°C, on pourra alors mesurer
la variation de fluorescence en fonction de la température. Il est alors possible de déterminer

leur Tm. Celle-ci étant identique pour un fragment d’ADN spécifique donné.
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Figure 12 : Principe de la chimie SYBR"” Green [224]

111.2.2.3.2. Sondes d’hybridation

Différentes sondes d’hybridation existent: les sondes d’hydrolyse Taqman®, les

. ®
sondes par fluorescence resonance energy transfer (FRET), les sondes Beacon® et Scorpion”.

111.2.2.3.2.1. La chimie Tagman®

La chimie Taqman® utilise une sonde oligonucléotidique spécifique d’une région
interne de la séquence a amplifier en plus des deux amorces oligonucléotidique spécifiques de
la séquence d’intérét. Elle est marquée par deux fluorophores dont I'un est reporter (ou
donneur) en 5° et I’autre quencher (ou receveur) en 3’. Le quencher, a proximité du reporter,

inhibe I’émission de fluorescence de ce dernier [224].
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Le principe de cette technique (Figure 13) est basé sur I’activité exonucléasique 5°->
3’ de la Taq polymérase [224]. Lors de la phase d’amplification, la sonde hybridée au brin
d’ADN est hydrolysée et le quencher ne peut plus inhiber le reporter. La température
d’élongation des amorces doit donc étre compatible avec la température d’hybridation de la
sonde. La fluorescence émise par le quencher est alors mesurée au cours de I’élongation de
chaque cycle de PCR. L’augmentation du signal fluorescent est proportionnelle au nombre de
copies polymérisées a chaque cycle de PCR [224]. Le clivage de la sonde étant irréversible, le

systéme TagMan® ne permet pas 1’ établissement d’une courbe de fusion post-PCR [225].

La spécificité de la réaction est liée a la fois a celle des amorces et a celle de la sonde,

ce qui réduit significativement I’émission de fluorescences non spécifiques. Le Tm d’une
® “A ’ ’ . e . . .

sonde TaqMan” doit étre élevé et voisine de 70 °C, ce qui impose une conception rigoureuse

des amorces mais facilite I’application d’un profil de thermocyclage standard [225].

Cependant, le risque d’avoir des faux négatifs est beaucoup plus élevé qu’avec les
o
agents intercalants. Des mutations dans la région reconnue par la sonde risquent d’entrainer

un défaut d’hybridation et donc 1’absence de détection. [224].

Taqman
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o | .
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g
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Figure 13 : Principe de la chimie Taqman® (2 gauche) et la chimie FRET (a droite)

[224]
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1112.2.3.2.2. La chimie FRET

La chimie FRET utilise deux sondes oligonucléotidiques spécifiques d’une région
interne de la séquence a amplifier en plus des deux amorces d’oligonucléotides spécifiques de

la séquence d’intérét [224].

Le principe est illustré sur la (Figure 13) : I'une des deux sondes est porteuse en 3’
d’un fluorophore émetteur et I’autre en 5° d’un fluorophore accepteur. Elles sont choisies dans
le but que I'hybridation a leur séquence cible ne soit séparée que de une a cinq bases
seulement, ceci afin d’augmenter le phénomeéne de transfert d’énergie entre les fluorophores
des deux sondes. En I’absence d’hybridation, le fluorophore en 3° n’émet qu’un bruit de fond
de fluorescence. On mesure alors ’acquisition de la fluorescence, proportionnelle a la

quantité d’ ADN synthétisée, au moment de I’hybridation [224].

. . ) . - 0 .
Pour les sondes restant intactes (contrairement aux sondes Taqman® qui sont
hydrolysées), il est possible de réaliser une courbe de fusion en fin de PCR. Son obtention se
fait juste aprés Pamplification. C’est une étape de dénaturation progressive, qui peut €tre

réalisée afin de s’assurer de I’identité du produit amplifi¢ en mesurant le Tm.

111.2.2.3.2.3. Les sondes Beacon™

Les sondes Beacon® ont une structure dite en épingle 4 cheveu et sont marquées par un
reporter & I'une des extrémités et par un quencher a ’autre extrémité. Cette structure rend
impossible 1’émission de signal en 1’absence d’hybridation. Lors de [I’hybridation,
I’éloignement suffisant des deux fluorochromes libére le reporter permettant ainsi I'émission
d'une fluorescence. Les sondes restent intactes en fin de réaction, avec le méme avantage que
pour les sondes FRET, mais leur conception est plus délicate. Ces sondes présentent une
grande spécificité permettant de détecter une variation de I’ordre d’un nucléotide mais leur

prix est tres élevé [224]

I11.2.2.3.2.4. Les sondes .S'corpiorz@’

. ® . \
C’est une variante des sondes Beacon® avec une structure en épingle a cheveu

complétée aprés le quencher d’une molécule d’hexéthylene glycol sur laquelle est fixée une
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amorce. L’hexéthyléne glycol empéche I’extension de cette sonde par I’ADN polymérase et
’amorce permet d’intégrer la sonde dans le nouvel amplicon. La boucle change de
conformation (retournement rappelant la queue d’un scorpion) lors d’une renaturation, pour
s’hybrider a sa séquence complémentaire sur I’amplicon, permettant ainsi 1’éloignement du
quencher et I’émission du reporter. Ces sondes présentent une grande sensibilité et une grande
spécificité. Ce systeme est préféré lors de PCR comportant des cycles courts mais leur

conception est délicate et leur prix élevé [224].

Tableau 6 : Résumé des caractéristiques des différentes techniques de PCR [224]
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I11.2.2.4. Principe de la RT-PCR

Pour la mise en évidence des virus & ARN par biologie moléculaire, il faut une étape
préliminaire afin d’obtenir, & partir d’un ARN, de I’ADNec. Cette technique est une succession

de deux étapes :

- une étape de rétrotranscription cqui onsiste a synthétiser I’ADNc de I’ARN a partir
d’une amorce oligonucléotidique grice a une enzyme a activité ADN-polymérase
ARN-dépendante : la transcriptase inverse (reverse transcriptase) ;

- cet ADNc nouvellement synthétisé est ensuite amplifié au cours d’une réaction de

PCR comme décrite précédemment.

I11.2.2.5. Principe de la PCR multiplex

La PCR multiplex est ’amplification simultanée de plusieurs séquences cibles dans un
méme tube d’amplification. Chaque amplification doit étre indépendante des autres, le résultat
devant étre identique a celui obtenu isolément dans un tube avec un seul couple d’amorces.
Cette technique permet de mettre en évidence les co-infections virales. La détection peut se

faire en point final ou en temps réel.

o Exemple d’une PCR multiplex en point final : Gastro-entérites virales

Le laboratoire de virologie du CHU de Bordeaux emploie en routine une technique
« Seeplex® Diarthea ACE Detection ». Cette méthode de RT-PCR multiplex permet la
détection simultanée des principaux virus responsables de gastro-entérites. La trousse
commerciale contenant cing amorces différentes autorise 1’identification des : Rofavirus,

Adénovirus, Astrovirus, Norovirus des groupes I et I

Les amorces sont congues sur la structure brevetée pPO™, Chaque amorce est
constituée de deux segments dont I’un est plus long que 1’autre et dont les extrémités 5° et 3’
sont séparées par un linker polydeoxyionisine (Poly(I)) sensible a la température (Figure 14).
Le linker est activé a une certaine température et sépare I’amorce en deux régions
fonctionnelles. Puis deux étapes sont nécessaires a la reconnaissance de 1’amorce spécifique.

Dans un premier temps, la région la plus longue en 5° se lie sur la matrice en cas de
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reconnaissance. Dans un second temps, la région la plus courte en 3” se lie a la zone cible
uniquement si la premiére étape se déroule sans mésappariement. Ces amorces permettent
d’améliorer la sensibilité et la spécificité de la PCR tout en évitant les faux positifs [226]

(Annexe 2).

A polydeoxyinosine Linker
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Figure 14 : Structure DPO [226]

La détection des produits de PCR est automatisée. Un automate d’électrophorese
capillaire de la société Bionobis permet la lecture des amplicons sur gel d’agarose contenu
dans les capillaires. L’interprétation des résultats est réalisée avec le systeéme « ScreenTape

system ».

o Exemple d’une PCR multiplex en temps réel : Viroses respiratoires

Le laboratoire de virologie du CHU de Bordeaux emploie en routine une technique
« Anyplex® II RV16 Detection ». Cette méthode de RT-PCR Multiplex permet la détection
simultanée de seize virus respiratoires. La trousse commerciale, contenant seize amorces
différentes, autorise ’identification des : virus grippaux de type A et B, virus Parainfluenza
de type 1, 2, 3 et 4, VRS de type A et B, Bocavirus 1/2/3/4, Métapneumovirus, Coronavirus
229E, NL63 et OC43, Adénovirus, Entérovirus et Rhinovirus A/B/C.

Cette technique est basée sur la technologie brevetée DPO™ comme décrite

" s . . ™
précédemment associée a la méthode d’analyse des courbes de fusion TECO M La



technologic TOCE™ rend possible la détection de plusieurs virus avec un seul canal de

fluorescence.

Les éléments clés de la technologie TOCE™ sont les paires d’amorces DPO™, les
pitchers (lanceurs) et les catchers (receveurs). Les amorces DPO™ sont trés spécifiques de la
région & amplifier. Le pitcher est un oligonucléotide de marquage qui s’hybride
spécifiquement a la région cible. Le catcher est une matrice artificielle marqué avec un

fluorochrome.

Tout d’abord, les amorces DPO™ et le pitcher sont hybridés spécifiquement a la
séquence cible. La tagging portion (partie marquée) du pitcher est congue pour ne pas
s’hybrider avec la séquence cible. Ensuite lors de I’extension des amorces DPO™, 1a tagging
portion du pitcher est libérée suite a 1’activité exonucléasique de ’ADN polymeérase. Cette
tagging portion vient s’hybrider sur le catcher qui a une séquence complémentaire. Enfin
I’extension de la tagging portion sépare le reporter du quencher présents sur le catcher

entrainant la génération d’un signal fluorescent [226] (Annexe 3).

Elle fournit ainsi une sensibilité aussi bonne voire meilleure que la PCR en temps
réel simplex. Cette technique est une solution rapide (~3,5h), fiable et quantitative pour la

détection, la différenciation et la quantification des infections virales respiratoires.

Les pages 4 a4 5 du tableau « IN-LAB 047 : Répertoire des analyses de virologie -
CHU Bordeaux » récapitulent les techniques de biologie moléculaire réalisées au laboratoire

de virologie du CHU de Bordeaux et I’index permettant ’interprétation (Annexe 1).
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|
\ IV Dossiers de médecine légale
|
i

[V.1. Dossiers d’expertise virologique

Un dossier d’expertise virologique est un document confidentiel composé de quatre

éléments :
- la réquisition du Tribunal de grande instance aux fins d’examen virologique ;

- la fiche de transmission du service de médecine légale contenant les informations
démographiques du patient décédé, les circonstances médico-légales du décés et la

nature des échantillons envoyés au laboratoire ;
- le résultat des analyses virologiques,
- la conclusion de ’expert en virologie.

Dans un premier temps, une sélection a ¢été effectuée afin d’exclure les cas ne
correspondant pas a des décés inexpliqués. Ensuite, les dossiers avec au moins un virus
détecté ont pu étre identifiés et les rapports définitifs d’autopsie correspondants ont €té

consultés.

IV.2. Rapports d’autopsie médico-légale

Les rapports d’autopsie sont confidentiels, doivent obéir a des régles conventionnelles
de formes et doivent surtout répondre aux questions posées [89]. Ces rapports devront &tre
complets, détaillés, objectifs, clairs et compréhensibles (non seulement par d’autres médecins,
mais aussi pour des lecteurs qui n’ont pas de formation médicale). La teneur de ces rapports
doit comprendre :

e Une partie administrative avec une préface juridique et les informations personnelles

de la personne décédée.

e Une partie descriptive du lieu du décés et du cadavre : sexe, taille, poids, age,

corpulence, rigidité, lividités, constatations négatives et positives externes.
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I’examen interne, par systéme anatomique, accompagné d’un commentaire sur

chaque organe.

Une liste de tous les échantillons conservés aux fins toxicologiques, d’histologie et de

microbiologie et le résultat de ces examens.

Une discussion évaluant la signification de I’ensemble des constatations effectuées.
Les médecins légistes doivent interpréter I’ensemble de leurs constatations de maniére

a pouvoir fournir le plus d’informations possibles d’avis possible.

Des conclusions précisant les circonstances et les causes du déces (selon le systéme de
la Classification internationale des maladies). Lorsque plusieurs causes de décés
existent, et que les faits ne permettent pas de trancher, le médecin légiste doit décrire
ces causes et, si possible, les classer par ordre de probabilité. Si cela n’était pas

possible, il y aurait lieu de certifier que la cause du décés « n’a pas été établie ».

Ces conclusions doivent, quand cela est possible, permettre de classer le décés dans I'une des

catégories vues précédemment.

1V.3. Traitement des données médico-légales

Afin d’analyser les données des dossiers pour lesquels au moins un virus a €t¢ détecté,

celles-ci sont réparties en quatre catégories :

Caractéristiques démographiques des patients décédés et circonstances médico-légales

du déces :
o A4ge, sexe, ethnie ;
o comorbidités et états physiologiques particuliers ;

o contexte clinique et environnemental du déces : symptomes précédant le déces,
position lors de la découverte du corps, manceuvres de réanimation,

médicaments administrés...
Observations lors de 1’autopsie :

o examen externe du cadavre ;
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o examen macroscopique des différents organes.
- Examens complémentaires éventuels :

o étude radiologique ;

o anatomopathologiques : recherche d’infiltrats lymphocytaires ;

o toxicologiques ;

o Dbactériologiques et virologiques ;

o hématologiques avec la numération formule sanguine (NI'S) ;

o biochimiques avec la protéine C-réactive (CRP) et la procalcitonine (PCT).
- Discussion et conclusions médico-légales.

L’implication d’un agent viral dans le décés d’un patient est déterminée par le
contexte de survenue du décés, par les observations lors de I’autopsie, par les résultats des
examens complémentaires (anatomopathologie, toxicologie, bactériologie...), par la
pathogénicité du virus, par le site anatomique ou la présence du virus a été détectée. Nous
avons fait le choix de classer les patients en trois groupes en fonction du degré d’implication

du virus dans la survenue du décés : certaine, probable ou nulle.
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TROISIEME PARTIE : RESULTATS

Les dossiers retenus pour cette étude sont ceux pour lesquels au moins un virus a été
détecté. 21 dossiers de médecine légale ont pu étre ainsi identifiés et les rapports définitifs
d’autopsie médico-légale correspondants ont pu étre étudiés. Les caractéristiques de ces

dossiers de médecine légale sont résumées dans le tableau des résultats (Annexe 4).

I. Implication du virus dans les décés inexpliqués de
dossiers de médecine légale

Le classement des patients est organisé en quatre groupes en fonction du degré
d’implication du virus dans la survenue du décés : certaine, probable, nulle ou indéterminée

(Graphique 1). Sur ces 21 dossiers, la mise en cause de [’agent viral est :
- certaine pour neuf patients ;
- probable pour huit patients ;
- nulle pour trois patients.

Il n’a pas été possible de conclure sur I'implication de 1’agent viral détecté pour le

patient 2 car seul le dossier d’expertise virologique était disponible au moment de I’étude.

# Certaine @ Probable 2 Nulle 8 indéterrninde

Graphique 1 : Répartition des cas selon ’implication du virus
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II. Données cliniques et biologiques

1. 1. Caractéristiques démographiques des patients

I1.1.1 Sexe

La répartition selon le sexe est de cing hommes pour quatre femmes dans le cas d’une
implication certaine du virus dans la survenue du déces. Cette répartition est de cinq hommes
pour trois femmes dans le cas d’une implication virale probable et d’un homme pour deux

femmes dans le cas de non implication du virus (Graphique 2).

4

Nombre de patients
w

Homme Femme

@ Certaine & Probahble @ Nulle

Graphique 2 : Répartition des cas selon Pimplication du virus et le sexe du patient

I1.1.2. Age

Parmi les 21 dossiers, le décés d’un nourrisson (< 1 an) s’est conclu par une
implication certaine du virus. La tranche d’age correspondant aux enfants (2 — 14 ans)
représente deux cas avec une implication virale certaine et cing cas avec une implication

virale probable. Pour les jeunes adultes (15 — 34 ans), on retrouve respectivement trois et deux
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patients avec une implication certaine et partielle du virus dans la cause du déces. Concernant
les adultes (36- 65 ans), trois cas d’implication virale certaine, un cas d’implication probable

et les trois cas d’implication nulle des virus détectés (Graphique 3).

[
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Graphique 3 : Répartition des cas selon Pimplication du virus et Pdge du déces

11.1.3 Comorbidités et états physiologiques particuliers

Parmi les 21 sujets, sept cas soit un tiers des patients présentaient des comorbidités au

moment de leur déces

la patiente 3 était une ancienne toxicomane et souffrait d’une pathologie rénale grave ;

- le patient 5 avait pour comorbidités de I’hypertension artérielle, de I’asthme, une

obésité et une allergie aux crustacés et au dextropropoxyphene ;
- le patient 9 présentait une tétraplégie suite a une blessure par balle ;

- la patiente 15 avait pour comorbidités de I’hypertension artérielle, une .insuffisance
rénale et dans ces antécédents un cancer de ['utérus (14 ans auparavant), une

hémorragie cérébrale (trois ans auparavant) et des phlébites ;
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- le patient 16 présentait un sifus inverius ;

- la patiente 17 était connue pour des troubles du comportement alimentaire (anorexique

et boulimie) avec antécédents de tentatives de suicide ;

- le patient 20 souffrait d’une hyperplasie congénitale des surrénales.

[1.2. Investigations entourant ces décés inattendus

I1.2.1. Lieu de décés et éléments cliniques antérieurs au déceés

La répartition des cas en fonction de ’existence ou non d’un syndrome infectieux
avant le décés montre que sept cas sur neuf lors d’une implication certaine, six cas sur huit
pour une implication probable et un cas sur trois pour une non implication ont présenté un
syndrome infectieux dans les jours précédents leur déces (Graphique 4). Il s’agit de
syndromes pseudo-grippaux dans la majorité des cas, de gastro-entérites, de varicelles et d’un

syndrome méningé.

Nombre de patients
PN

Aver Sang
Syndrome Infectieux précédent fe décés

#@ Certaine 8 Probable 2 Nulle

Graphique 4 : Répartition des cas selon I’implication du virus et la présence d’un
syndrome infectieux antérieur le déces




En s’intéressant au lieu de déces, on constate que sept déces sur neuf avec implication
virale certaine, quatre décés sur sept avec implication virale probable et deux décés sur trois
avec implication virale nulle ont eu lieu en dehors d’un milieu hospitalier. Absence de

données pour les patients 4 et 13 (Graphique 5).

f
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Milieu hospitalier Extérieur
Lieu du décés

7 Certaine 8 Probable 2 Nulle

Graphique 5 : Répartition des cas selon Uimplication du virus et le lieu du déces

Parmi les patients décédés en dehors d’une structure médicalisée, trois patients ont

consulté un pédiatre la veille de leur déces :
- lapatiente 10 pour une bronchite ;
- le patient 14 pour syndrome pseudo-grippal ;
- le patient 20 pour une varicelle associée a des douleurs abdominales

On retrouve également une hospitalisation une semaine avant le décés pour la patiente 18

pour une infection pulmonaire.
De plus deux déces sont survenus sans prodrome :
- le patient 11 a été retrouvé sans vie dans une salle de son lycée apres un malaise ;

- le patient 12 décédait subitement lors d’un effort.



En s’intéressant a la saison pendant laquelle a lieu ces déces, on remarque que sept cas
d’implication virale certaine et cinq patients avec implication virale probable ont eu lieu au

cours de la saison hivernale (Graphique 6).

Nombre de patients
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Graphique 6 : Répartition des cas selon Pimplication du virus et la saison de survenue
des déces

11.2.2. Constatations autopsiques

Les constations externes et internes lors des autopsies étudiés sont récapitulés dans
I’annexe 4. Il n’a pas été possible de récupérer cinq rapports d’autopsie (patients 1, 2, 4, 12 et

13).

Un cedéme pulmonaire important, caractérisant une défaillance cardio-vasculaire, est
retrouvé dans six cas d’implication virale certaine, dans deux cas d’implication virale

probable et deux cas d’implication virale nulle.

Au niveau pulmonaire, un épanchement pleural est retrouvé pour deux cas
d’implication virale certaine, trois cas d’implication virale probable et un cas d’implication

virale nulle. La présence de sécrétions importantes dans les voies aériennes supérieures a été



décrite pour quatre cas d’implication virale certaine et un cas d’implication virale probable et
aucun cas d’implication virale nulle. Une corrélation entre les constatations autopsiques et

I’implication du virus peut étre retenue pour les patients 5, 10, 17, 18 et 20,

Au niveau cardiaque, un épanchement péricardique est découvert dans deux cas
d’implication virale probable (patients 8 et 14). Pour lesquels, il existe une corrélation entre

les constatations autopsiques et I’implication du virus.

Au niveau cérébral, un cedéme est retrouvé pour deux cas d’implication virale certaine
et trois cas d’implication virale probable. Seul le cas 9 présentait une corrélation entre les

observations lors de I’autopsie et I’'implication du virus dans le décés.

Au niveau digestif, deux dossiers avec implication virale certaine présentaient une

corrélation entre les constatations autopsiques et I’implication du virus (patients 7 et 19)

11.2.3. Résultats anatomopathologiques et toxicologiques

Afin de réaliser des analyses anatomopathologiques et toxicologiques, des

prélévements sont effectuer de fagon systématique au cours d’une autopsie.

Ces analyses anatomopathologiques ont été contributives pour six dossiers
d’implication virale certaine et pour quatre dossiers d’implication virale probable. Il est mis
en évidence des lésions inflammatoires broncho-pulmonaires et des voies aériennes
supérieures pour les patients 5, 10 et 17 assocides a une infection par des virus a tropisme

respiratoire.

Il a également été mis en évidence des lésions de myocardite non visibles lors de

’autopsie pour les patients 11 et 21, décédés d’une myocardite a Parvovirus BI9.

Une association de Iésions broncho-pulmonaires et myocardiques a été décrite par
, , . _ : . . du vir
’examen anatomopathologique pour la patiente 8, 14 et 18 sans mise en évidence du virus au

niveau cardiaque.

Il a été retrouvé une concordance entre les résultats anatomopathologiques, les

observations autopsiques et I’implication de virus & tropisme digestif pour les patients 7 et 19.
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Une atteinte multiviscérale aspécifique est observée pour le cas 16 au cours de

I’analyse anatomopathologique.

Les examens anatomopathologiques n’ont pas mis en ¢évidence de lésions
microscopiques sur les organes pour les patients 12 et 20 malgré I’implication virale dans ces

déces.

Concernant les analyses toxicologiques, on retrouve une exposition au cannabis pour
la patiente 17, une prise massive de carbamazépine pour la patiente 18 et une exposition a la

buprénormphine, au tétrazépam, a I’alcool et au cannabis pour la patiente 21.

I1.2.4. Agents pathogénes associés

Dans le cas du patient 9, en plus du HSV de type 1 détecté dans le LCR, on retrouve

des hémocultures positive a Escherichia coli et Acinetobacter baumanii.

Le patient 20 est décédé d’une varicelle maligne avec une pneumopathie varicelleuse

associée a une surinfection par Strepfococcus pyogenes.

III. Données virologiques

TIL.1. Virus mis en évidence et sites anatomiques infectés

1I1.1.1. Implication virale certaine

Parmi les neuf cas ou une implication certaine du virus a été retenue, cinq patients sont
décédés suite a des complications pulmonaires avec une grippe maligne de type A (patient 5),
une infection respiratoire & VRS (patiente 15) et une autre a Rhinovirus (patiente 17), une
infection poly-virale broncho-pulmonaire (patiente 10) avec positivité pour les pools 1
(incluant Adénovirus, Bocavirus et Parainfluenza 1,2,3) et 2 (incluant Coronavirus,
Rhinovirus et Métapneumovirus) ainsi qu’une une poly-infection pulmonaire associée a une

infection digestive a Entérovirus (patient 19).
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Deux décés étaient en rapport avec des complications cardiaques avec myocardite a
Parvovirus B19 (patients 11 et 21) et un décés survenait avec une nécrose intestinale par
HHV-6 (patient 7).

111.1.2. Implication virale probable

Dans les huit cas ot une implication virale probable a été retenue, il a été retrouvé une
primo-infection au VZV (patient 1), une infection broncho-pulmonaire par le virus de la
grippe de type B (patient 4), une virose respiratoire (patient 12) avec positivité pour le pool 2
(incluant  Coronavirus, Rhinovirus et Meétapneumovirus), deux infections broncho-
pulmonaires a Adénovirus (patients 8 et 14), une encéphalite 4 HSV de type 1 (patient 9), une
réactivation tissulaire a deux sortes d’Herpesvirideae : EBV et HHV-6 (patient 16) ainsi

qu’une co-infection pulmonaire par 'EBV et le Métapneumovirus (patiente 18).

1I1.1.3. Implication virale nulle

Enfin concernant les trois patients ot une implication virale nulle a été retenue, il a été
retrouvé deux infections chroniques par le VHC dont un déces traumatique (patient 6) et une
défaillance cardiaque avec un caillot retrouvé dans I’oreillette gauche (patiente 3). Une
infection pulmonaire & VRS a été mise en évidence dans un dossier ot le décés est consécutif

a une rupture de la paroi cardiaque (patiente 13).

1I1.2. Co-infections virales

Parmi les 21 dossiers, les co-infections virales représentent deux cas (patients 10 et 19)
ou l’implication virale est certaine et deux cas (patients 16 et 18) d’implication virale

probable. Il s’agit dans trois cas d’infections respiratoires :
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- la patiente 10 est décédée d’une complication suite a une infection broncho-
pulmonaire associant une positivité pour les pools 1 (incluant Adénovirus, Bocavirus

et Parainfluenzae 1,2,3) et 2 (incluant Coronavirus, Rhinovirus et Métapneumovirus) ;

- la patiente 18 a présenté une infection & EBV associée au Métapneumovirus détectés

dans les poumons dans un contexte d’intoxication massive a la carbamazépine ;

- le patient 19 pour qui une infection pulmonaire poly-virale a Bocavirus, Coronavirus

et Entérovirus est associée a une nécrose intestinale due a Entérovirus.

Le patient 16 est décédé dans un contexte de réactivation tissulaire ’EBV et de HHV-
6 détectés dans le ceeur, les poumons, le foie, la rate, I’intestin gréle et le colon. L’EBV a été

détecté seul dans le sang total et le liquide péritonéal.
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QUATRIEME PARTIE : DISCUSSION

A partir des observations faites dans ce travail et en tenant compte des données de la

littérature scientifique sur le sujet, il est possible de retenir les points suivants :

I. Commentaires sur les résultats observés

Il semble qu’au moment de la rédaction de ce travail, seule la prise en charge
diagnostique des cas de MIN soit bien codifiée, notamment grace a I’apport des nombreux
travaux de recherche sur le sujet et a la création des centres de références régionaux. Ainsi, a
coté des facteurs de risque clairement identifiés de MIN (tabagisme maternel, absence
d’allaitement, saison hivernale, position en décubitus ventral pour dormir, environnement du
couchage et les vaccinations...) [227], il est admis qu’un certain nombre d’agents viraux,
majoritairement a tropisme respiratoire, peuvent étre a I’origine de décés. Au moment de
I’autopsie, peu de renseignements sur ces facteurs de risque sont a la disposition du médecin
légiste et donc non renseignés dans les rapports, de ce fait il n’a pas été possible de les

vérifier.

La majorité des cas (17 dossiers) de notre étude avec implication virale certaine et
probable ont eu lieu pendant I’hiver. Ce qui est comparable aux observations effectuées dans

la littérature qui met en évidence une recrudescence hivernale des cas de MIN [49].

De nombreuses études suggérent que certains cas de MIN sont en lien avec des
infections virales surtout respiratoires avec notamment: le virus de la grippe [145], le VRS,
[113], le Rhinovirus [117], le Adénovirus, le CMV [112], le Rotavirus [119], I’ Entérovirus
[118] et le virus Parainflenza. Blackwell et al. [57] proposent que suite & une infection virale,
une réponse immunitaire incontrdlée avec de fortes secrétions de cytokines peuvent mener a

des déces inexpliqués.

Actuellement, il est trés difficile d’avoir une vue d’ensemble des multiples

investigations concernant les différents champs de la recherche sur les SIDS. Par exemple une
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recherche sur le serveur PubMed utilisant le terme « SIDS » rend a peu prés 10500

publications dont 1300 de 2008 a 2013.

L’utilit¢ de I’analyse microbiologique post mortem dans I’étude des morts subites
inexpliquées est un sujet débattu par de nombreux spécialistes. Les résultats de ces analyses
ont pu &tre attribués par certains rapports 4 une contamination ou a un développement de la
flore normale en posi mortem mais ceux-ci ne concernent que les investigations
bactériologiques [228]. En effet, les virus de par leur nature et leur mode de réplication ne
peuvent pas étre des contaminants et ne peuvent étre considérés comme secondaire & un

développement post moritem.

Dans les cas de morts inattendues chez les enfants et les nourrissons, les investigations
bactériologiques et virologiques sont indispensables. Lorsque 1’anatomopathologie met en
évidence un syndrome infectieux comme avec la présence d’infiltrats lymphocytaires, ces
recherches microbiologiques peuvent en déterminer 1’étiologie. Une discussion autour des
différents résultats peut étre nécessaire pour en permettre une interprétation correcte. Les

questions importantes auxquelles il faut répondre sont :
- Le virus détecté est-il le reflet d’un portage asymptomatique ?

- Existe t-il d’autres éléments contextuels ou observationnels compatibles avec
une implication virale dans le mécanisme de décés? (histoire clinique, constatations

autopsiques, anatomopathologie)

- Quel est le niveau d’implication du virus dans la survenue du déces ? (cause

directe, cause partielle ou aucun lien)

I.1. Implication virale

Dans plus de 24% (21 dossiers) des cas de déces inexpliqués ayant fait 1’objet
d’analyses virologiques enire 2001 et 2013 (87 dossiers), on retrouve des résultats
virologiques positifs. Mais aprés analyse des observations macroscopiques lors de 1’autopsie
et des résultats anatomopathologiques, la confirmation ou la suggestion de I’implication d’un
virus dans la mort a été mise en cause dans 17 cas soit 19,5% des déces inexpliqués. Les

résultats de Fernandez-Rodriguez et al. retrouvent 14,1% de détection virale avec seulement
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deux cas d’implication virale sur 64 cas de SIDS [82]. De plus, dans notre étude, lorsque la
détection virale est positive, son implication dans le décés est certaine et probable dans la

majorité des cas, soit 17 dossiers sur 21 détections.

I.2. Caractéristiques démographiques des patients

Alors que les MIN sont plus fréquents chez les garcons [33-35], il n’est retrouvé
aucune tendance des morts subites dans notre étude en rapport avec le sexe des patients et ceci

quel que soit I’4ge.

Comme vu précédemment, malgré le fait que les morts subites soient plus fréquentes
chez les adultes, ’étiologie virale est plus fréquemment rapportée chez les enfants [18-22]. Il
est également admis que les enfants 4gés de 2 & 3 mois sont les plus a risque de morts subites
or il n’a pas été retrouvé une majorité de patients appartenant a ce groupe. Les patients pour
lesquels le décés est imputable de fagon certaine aux virus détectés sont répartis de manicre
homogeéne du nourrisson a I’adulte. Du cdté des décés attribuables de fagon probable a une
infection virale, la majorité des patients est 4gé de 1 & 14 ans. Aucun patient de plus de 65 ans
n’est présent parmi les cas ol au moins un virus a été détecté, cela peut étre expliqué par le

fait que la population la plus & risque correspond aux enfants et aux jeunes adultes.

1.3. Comorbidités et états physiologiques particuliers

Parmi les 21 sujets de 1’étude, sept cas soit un tiers des patients présentaient des
comorbidités au moment de leur décés. Aucun dossier ne présentait d’immunodépression

connue pouvant expliquer la gravité des infections dont ils ont été victimes.

I.4. Syndrome infectieux et pris en charge initiale

La plupart des morts subites avec implication virale certaine et probable ont eu lieu en
dehors d’une structure médicalisée. Ainsi les prodromes sont faibles dans la majorité des cas,
ne nécessitant pas d’hospitalisation de ces derniers dans un premier temps. Certains patients

ont consulté leur médecin traitant la veille de leur décés (patients 10, 14 et 20) dont les
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pathologies respectives avaient été évaluées comme bénignes (bronchite, syndrome pseudo-

grippal et varicelle) puis avec une dégradation rapide de I’état clinique jusqu’au déces.

De plus pour I’ensemble des décés, on retrouve une corrélation entre les signes d’un
syndrome infectieux lors des constatations autopsiques, les résultats anatomopathologiques et
’implication des virus dans les causes de la mort. Mais ces constatations macroscopiques lors

de ’autopsie et les résultats des analyses anatomopathologiques restent aspécifiques.

Ainsi les tableaux cliniques ne sont pas spécifiques d’une infection virale et il n’est

pas possible de prédire le caractére péjoratif et trés rapidement évolutif du tableau.

I.5. Résultats des analyses complémentaires

1.5.1. Atteintes respiratoires

Parmi les neuf cas ol une implication certaine du virus a été retenue, la majorité des
patients sont décédés suite a des complications pulmonaires. Il a été retenu dans les études
précédentes que les complications respiratoires sont les causes les plus fréquentes de MIN
alors que ce sont les complications cardiaques qui sont les causes prédominantes dans les
déces inattendus de 1’adulte [18,23]. Alors que le VRS, les Adénovirus et le virus de la grippe
sont les virus les plus fréquemment impliqués dans la genése des MIN [110,112,145], seul le
VRS et le virus de la grippe ont été retenus avec une implication certaine dans ces déces avec
une grippe maligne de type A (patient 5) et une infection respiratoire grave a VRS (patiente
15). Le Rhinovirus n’est pas classiquement a ’origine de décés car couramment responsable
de pathologies bénignes mais une infection respiratoire & Rhinovirus est retrouvée chez la
patiente 17 probablement fragilisée par une anorexie et une consommation de cannabis. On
retrouve également une infection grave poly-virale broncho-pulmonaire chez la patiente 10
vue en consultation la veille pour une bronchite et une poly-infection pulmonaire associée a
une infection digestive & Entérovirus (patient 19). La varicelle maligne est une pathologie

potentiellement mortelle comme dans le dossier 20.

Concernant les huit dossiers ot une implication probable des virus détectés a été
retenue, l’incrimination des virus est douteuse car certains éléments essentiels a

I’interprétation sont manquants ou non retrouvés. En effet, on retrouve une primo-infection au
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VZV chez le patient 1 mais ’accés au rapport complet du médecin légiste n’a pu étre réalisé.
Il a été également impossible de récupérer les différents éléments et la conclusion définitive
pour le patient 4 atteint d’une infection broncho-pulmonaire par le virus de la grippe de type

B potenticllement mortelle.

1.5.2. Atteintes cardiaques

Les autres cas d’implication virale certaine sont deux décés en rapport avec des
myocardites & Parvovirus BI19 pour le patient 11 dans son lycée sans antécédent et la patiente
21 probablement fragilisée par une exposition & diverses drogues chez lesquels des lésions de
myocardite ont été mises en évidence par les examens anatomopathologiques mais non
visibles lors de I’autopsie. Le Parvovirus BI19 n’a que récemment ét¢ incriminé dans de

nombreux cas de myocardites et de péricardites potentiellement mortelles [171-180].

Le principal agent de myocardite infectieuse étant les Entérovirus avec en chef de file
le virus Coxsackie B3 [166—169] n’a pas retrouvé dans cette étude. D’autres virus comme le
CMV, ’EBV, les Adénovirus et les virus a tropisme respiratoires peuvent également entrainer
des 1ésions cardiaques [149]. Ainsi dans les cas d’implication virale probable avec la patiente
8 et le patient 14, une infection broncho-pulmonaire a Adénovirus a été mise en évidence mais
les patients sont décédés suite & une défaillance cardiaque. Or les prélevements cardiaques en
étant négatifs n’ont pas apporté la preuve de I’implication des Adénovirus dans ces décés bien
que les atteintes cardiaques constatées le suggéraient. Il n’a pas non plus €té possible de
récupérer le dossier complet pour le patient 2 pour qui on retrouve une détection I’EBV dans
les prélévements pulmonaires du CMV dans les prélévements cardiaques sans pouvoir

quantifier leur degré d’implication dans ce décés.

Malheureusement, a cause des limites organisationnelles et économiques des
autopsies, aucun patient n’a pu avoir un protocole microbiologique post mortem complet. Il
est relativement courant que les études microbiologiques post mortem soient limitées par les
permissions médico-légales et les limitations d’échantillonnage [22]. Comme le patient 12 (21
ans) atteint d’une virose respiratoire et la patiente 18 chez qui une co-infection pulmonaire par
un EBV et un Métapneumovirus ont été détectés, leur décés est conséeutif a une atteinte

cardiaque avec signes de myocardite aucun prélévement cardiaque n’a été effectué a la
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recherche de virus. De plus la patiente 18 a présenté une intoxication massive a la

carbamazépine, ce qui rend difficile I’interprétation correcte des résultats.

1.5.3. Atteintes digestives

Enfin le patient 7 a présenté un décés suite a une infection de I’estomac et du foie par
HHV-6 avec un début de nécrose intestinale. Aucun élément du dossier médico-légal ne

montre que le sujet présentait une immunodépression expliquant 1”atteinte multiviscérale par

HHV-6.

1.5.4. Atteintes multiviscérales

Dans certains cas de notre étude, il y a eu détection de virus sans preuve d’infections
bactériennes et/ou virales, ni observation d’un infiltrat inflammatoire. Ces résultats sont en
concordance avec les précédents rapports et suggérent que la détection moléculaire des virus
par PCR n’est pas toujours associée avec la présence d’un infiltrat lymphocytaire dans les
tissus. Comme les infections virales sont fréquentes chez les enfants, le décés peut étre 1ié a
d’autres causes. La détection de virus dans les MIN n’implique pas nécessairement sa mise en
cause dans le décés. Le lien entre infection virale et décés doit &tre mis en évidence par la

présence de changements pathologiques sévéres [109].

Ainsi le patient 16 ot une réactivation tissulaire de deux sortes d’herpés virus : EBV et
HHV-6 ont été détectés au niveau du cceur, poumon, foie, rate, intestin gréle et colon. EBV a
été détecté seul dans liquide péritonéal et le sang total. Le déces est consécutif a une
défaillance multiviscérale terminale due a une nécrose surrénalienne dans un contexte
probable d’état de choc. L’implication virale n’a pas pu étre mise en cause de fagon certaine
dans ce dossier. Ces résultats microbiologiques indiquent seulement que 1’agent pathogene
était présent au moment du décés et que les réactions observées dans les tissus et organes
reflétent sa présence. Il n’y a pas de preuve directe que I’agent infectieux ait une
responsabilité dans le décés du patient. Néanmoins comme vu dans la littérature, la
persistance d’un virus lors d’une infection antérieure comme pour les cas des virus

appartenant a la famille des Herpesvirideae est un facteur prédisposant de déces inattendu
[76-81].
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1.5.5. Surinfections

Alors que les infections virales peuvent étre la cause du décés dans un nombre
restreint de cas chez les enfants, celles-ci peuvent augmenter la colonisation bactérienne et
entrainer une surinfection en amorgant les réponses inflammatoires aux endotoxines [74,75].
Dans ce travail, seul le patient 20 présentant une varicelle maligne avec pneumopathie et
épanchement pleural, qui s’est compliquée d’une infection bactérienne a Streptoccocus
aerogenes, soutient cette théorie. Ce patient 4gé de 4 ans appartenait a une population a risque
et présentait un terrain de susceptibilité avec une hyperplasie congénitale des surrénales

traitée et équilibrée par des corticoides de synthése.

Dans le cas du patient 9, souffrant de paraplégie, 1’autopsie retrouve un LCR purulent
avec 850 éléments/mm’ (dont 98% de PNN) mais avec des résultats bactériologiques négatifs
pour ce LCR et des hémocultures positives a Escherichia coli et Acinetobacter baumanii. Le
laboratoire de virologie met en évidence un HSV de type 1 dans ce LCR. L’encéphalite a
HSV de type 1 est comme vu précédemment [183] potentiellement mortelle et il s’agit de la
plus fréquente des encéphalites virales en France avec un LCR clair. De plus il s’agit de la
seule atteinte neurologique mise en évidence dans notre étude. Suite a la discordance entre la
présentation clinique du décés et les résultats de I’analyse virologique, il a été décidé de

classer ce cas en implication virale probable et non certaine.

1.5.6. Dossiers avec implication virale nulle

Lors de I’interprétation des résultats, trois dossiers ont suggeéré une implication virale
nulle dans les déces. En effet, on retrouve un déces par rupture de la paroi du coeur qui ne peut
étre attribué au VRS détecté dans les prélévements respiratoires (patiente 13). Un autre déces
fait suite a une défaillance cardiovasculaire avec suspicion d’endocardite par la présence d’un
caillot au niveau d’une valvule dans I’oreillette gauche (patiente 3) mais seule une infection
chronique au VHC a été mise en évidence. Enfin, le dernier déces est traumatique consécutif a

de potentiels coups (patient 6).

A part les virus de la grippe, il ne s’agit que de virus pour lesquels il n’existe pas de
vaccin. Le seul moyen de prévention applicable était le respect des mesures d’hygi¢ne afin

d’éviter le contage.
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[I. Commentaires sur les limites de I’étude

Plusieurs éléments ne nous permettent pas de déduire le niveau d’implication des virus
dans les morts subites mais seulement une approximation par cette étude rétrospective. Tout
d’abord, le recrutement des patients est fait de fagon rétrospective par consultation des
dossiers d’expertise virologique entre 2001 et 2013 au CHU de Bordeaux. Ainsi I’ensemble

des patients décédés subitement pour lesquels aucune analyse virologique n’a été effectuée

n’a pas ¢été pris en compte.

Des restrictions administratives n’ont pas permis la consultation de trois rapports
d’autopsie parmi ceux sélectionnés pour ce travail. D’autres dossiers €taient incomplets :

indisponibilités des observations autopsiques ou non réalisation d’examens complémentaires

(hors virologie).

Certaines données ne sont pas présentes dans les dossiers de médecine légale comme
I’ethnie du patient, les examens complémentaires d’hématologie et de biochimie dans le cas
des patients décédés dans une structure médicalisée. Ces derniers apporteraient des arguments
pour interpréter et conclure sur les causes du décés en mettant en évidence un syndrome
inflammatoire. De plus comme vu dans la bibliographie, la susceptibilité de décéder

subitement est fonction de I’ethnie et de I’environnement du patient [17,50-53,64,65].

L’ensemble de la démarche d’exploration des décés inattendus est ordonné et financé
par la justice. Cette investigation a pour but de savoir si le décés réside dans une infraction
pénale. Ainsi en cette période de crise économique, la justice est contrainte a engager
uniquement les frais nécessaires a la qualification d’une infraction pénale. Les investigations

ne sont donc pas approfondies jusqu’a la cause prouvée et dans certains cas ne permettent pas

de connaitre le degré d’implication des virus.

L’absence de signes prémonitoires spécifiques témoigne de la difficulté de prévenir la
mort subite. Un autre inconvénient des études sur I’implication des virus dans les déces
inattendus est qu’en absence de signes macroscopiques orientant vers un processus infectieux,
il arrive que les seuls échantillons de tissus prélevés lors des autopsies soient fixés dans le

formol, ce qui compromet la qualité et I'intégrité des acides nucléiques et rend leur analyse
difficile [229].
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Au cours de I’étude, nous observons que dans les cas ol des Iésions cardiaques sont
retrouvées, aucun prélévement cardiaque n’a été adressé au laboratoire de virologie pour

analyse (patients 12, 13 et 18), empéchant une interprétation correcte des dossiers.

L’ensemble de ces observations est en faveur d’une sous-estimation des cas
d’implication virale dans les décés inattendus au cours de cette étude. Il est tout de méme mis
en évidence une tendance et une quantité non négligeable d’implication virale dans les morts
subites. Ces éléments justifieraient la mise en place d’une étude prospective avec le déblocage
d’un financement et I’établissement d’une procédure de prélévements systématiques a la

recherche de virus dans les décés inattendus.

La conclusion qu’un décés est inexpliqué ne peut étre valide lorsqu’aucune
investigation microbiologique n’a été pratiquée. Devant un tableau de déces non expliqués et
surtout chez le nourrisson et le jeune enfant, les causes infectieuses, en particulier virales,

doivent étre recherchées soigneusement par PCR, les autres techniques pouvant rester

négatives.
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III. Perspectives

III.1. Techniques diagnostigues :

Certains cas de décés inexpliqués avec des résultats microbiologiques négatifs
montraient des  signes  d’infection  (observations  autopsiques ou  résultats
anatomopathologiques). Puisque ces signes ne sont pas spécifiques, il y a un intérét a utiliser
des techniques avec une trés bonne sensibilité pour détecter les infections virales ou

bactériennes qui restent non diagnostiquées jusqu'a maintenant.

Dans le cas des décés inexpliqués, les analyses virologiques doivent étre effectuées sur
divers prélévements : essentiellement des biopsies, des liquides séreux et du sang total. De

plus, sur un méme prélévement, de nombreux virus doivent étre recherchés pour

I’investigation des décés inattendus.

Actuellement en cours de développement par la société Abbott, 1’automate Next-
PLEX® est un systéme innovant qui permet la détection d’agents infectieux (bactéries, virus,
parasites et champignons) grice a une technologie basée sur le principe de la PCR multiplex
couplée a la spectrométrie de masse moléculaire par électro-ionisation. Son application dans
le domaine de la médecine légale présenterait un grand intérét puisque comme nous I’avons
vu, les prélévements sont variés et la gamme de virus a rechercher est large. Cet équipement

. LY . " . . . L3 r . . . g . . .
particuliérement performant pourrait s’intégrer au PTBM pour une utilisation en routine dans

le diagnostic médical.

Ainsi, en se basant sur le tropisme des virus et les comorbidités du patient lors de son

déces, le choix des virus a détecter s’opére en fonction des probabilités de leur implication :

s Atteinte SNC :  HSV, Entérovirus (Coxsackie A et B, Echovirus, Poliovirus,
Entérovirus T1), Adénovirus, VZV, CMV, EBV et JC virus.

s Atteinte pulmonaire : Virus de la grippe de type A (HIN1pdm et H3N2) et B, VRS,
Adénovirus, Bocavirus, Coronavirus, Entérovirus, Métapneumovirus, Parainfluenza,

Rhinovirus, HSV, CMV, EBV, VZV et HHV-6.

= Atfteinte cardiaque : Entérovirus (Coxsackie A et B, Echovirus, Poliovirus, Entérovirus

71), Parvovirus B19, Adénovirus, virus de la grippe (dans un contexte d’atteinte
pulmonaire), CMV, EBV.
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®  Atteinte digestive : Adénovirus, CMV, Entérovirus (Coxsackie A et B, Echovirus,

Poliovirus, Entérovirus 71), Rotavirus, Norovirus, VHA, VHB et VHC.

»  Contexte en général spécifique: VIH, HTLV, VHB et VHC.

IIL.2. Etude prospective envisagée

Afin d’obtenir un reflet réel de I’implication virale, une étude prospective
spécialement congue, avec un échantillonnage plus important et un panel complet de virus a
rechercher par PCR quantitative est nécessaire pour confirmer les résultats de ce travail. Une

étude idéale devrait avoir les caractéres suivants :
- choix des cas de maniére prospective et non sélective ;

- analyse standardisée des circonstances de la mort par un spécialiste expérimenté de

médecine 1égale et/ou un officier de police ;

- autopsie standardisée de tous les cas ;
- procédure standardisée des prélévements pour analyses microbiologiques (Annexe 5) ;
- information compléte de I’histoire clinique et des témoignages ;
- information compléte des résultats complémentaires :

o anatomopathologie ;

o toxicologie ;

o hématologie (NFS) ;

o biochimie (CRP, PCT) ;

o infectieux : bactériologie et virologie ;
- sélection adéquate de controles ;
- criteres de diagnostic uniformes ;
- tous les résultats devront étre transcrits dans une base de données de 1’étude pour un

examen approfondi tout au long des résultats épidémiologiques.
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En priorité avant le début d’une étude, les investigateurs doivent définir la région, la
population & étudier, les critéres d’inclusion et d’exclusion pour les cas et les controles ainsi

que le mode de recrutement des cas.

Un protocole post mortem adéquat doit inclure une large gamme d’analyses
microbiologiques pour s’assurer que les infections ne
[111,112,144,230,231].

sont pas négligées

Cette étude prospective serait une base pour un protocole de prélévements

systématiques a la recherche d’une étiologie infectieuse dans les morts subites.
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CONCLUSIONS

Les décés dans les cas de morts inattendues sont en général plurifactoriels. Bien que
certains facteurs de risque soient clairement identifiés, I’infection virale n’est pas reconnue en
tant que tel. Cependant, un certain nombre d’observations suggerent leur role dans les décés

inattendus.

Nos résultats sont en faveur d’une implication virale dans les déces inattendus et ce
quel que soit I’4ge du patient. Il semblerait que I’absence de standardisation des recherches
virales explique le nombre exceptionnel de dossiers. Les analyses virologiques devraient étre

systématiques dans les protocoles de prélévements post mortem dans les cas de morts subites,

notamment chez les sujets jeunes.

Afin de favoriser ce type de recherche, il parait nécessaire de développer une
collaboration étroite entre médecins légistes et biologistes afin d’adapter les techniques de

prélévement, les techniques d’analyse et la recherche sur la pathogénicité des virus.

Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans le domaine de la recherche et plus

spécifiquement de la détection moléculaire des virus en post mortem.
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Annexe 2 : Mode d’action des amorces ppo™

s Bdibli e Structune

Y

Had

(13 Activation du linker poly(Ty; (2} 1ére étape de fixation de ['amorce ; (3) 2éme étape de
fixation de Pamerce,

D aprés hitpolavw seegens com

Comparaison amorces
conventionnelles et DPO™
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Annexe 3 : Principe de la technologie TOCE™

1. Hybridation des DPO et du Pitcher

Tagglng portion
Vg P

Far i portion

Capluring portlon

Templating portion

2. Extension des DPO

3. Hydrolyse et hybridation de la Tagging portion

PRI L Tagoing portion
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Annexe 5: Projet d’une procédure des prélevements a
effectuer dans le cadre d’une suspicion de mort d’origine
infectieuse

Centre Hospitalier Universitaire de Bordeaux
g sy . \ EN-IVIEL-XXX
Emetteur : Unité de Médecine Légale Thanatologigue
- [ . - Ind : 01
DOCUMERNT D'EMREGISTREMENT Page - 1/1

Procédure des prélévements a effectuer dans le cadre d’'une suspicion de mort d'origine infectieuse

P Identification QU geFEnT ;. i Date autopsie: [ [ Heure autopsie : h
Organes Contenant Bactériologie Virologie Parasitologie
T°C X T°C X TC

Ganglions 3 aspect ipot - - - ambiante

patholegique . -

3 hémuocultures aérobie, 3 flacons 37°C _

amaérobie et 3abouraud d’hémocultures | - . -

Sang total sur EDTA 2tubes . 2°c L ambiarnte
| Sang surtube sec 3 tubes secs ]

LR 3 tubes ambiznte puis 3 4°c si

Foie 3 pots - délai dans le transfert

Poumon 3 pots | 4°Cdans 1 mi : des prélévements

Rake 3 pots a4°c de sérum wers Iz laba

Cerseau 3 pots : physiclegique ]

Méninges 2pots

Urines Z pots

Liquide pleurzl 2 tubss :

Liquide péricongéat 2 1ubes +C

Liguide pericardigue 2 fubes ]

TOTAL PRELEVEMENTS 12 12
Mom dy médecin légiste ... . Sigrature :
Liste du matériel pour la préparation du kit
Matériel Quantité
Aizuilies stériles 3 usage unique 1 boite
Bétzdine 1 flacon
Comnprasses steriles 1 boite
Etiqueties compertant nom, préncom, date de naissance du défunt, nature et date du pralévement Ll
Flacons hémocaltures aérobie, anaérobie et Sabouraud 3
Pochettes de conditicnnement 1rouge, 2 ou 3 bleues, 3 blanches
Pinces stériles L
Pots 17
Scalpels stériles &
Seringues 6
Sérum physiclogique 1 flacon
Tubes stériles 5
Tubes EOTA 2
Tubes secs 3
Nom aide-5eienant & .. v enneneees JISNIBTULE
Acheminemant des prélévements vers les Laborataires
BACTERIDLOGIE 24n/24 | VIROLOGIE  8h-i8h | PARASITOLOGIE 8h-i8h
Coursier au bip 15 64 entre 6h30 et 20015 Mavette au bip 15 71
Navette au Dip 15 71 entre 20015 et 5130 {ramassage & 10h 13h 15h)
Date et heure de départ des
prélévements du deépositoire
Date et heure de retour de la décharge
au dépositoire
Conditionnement des prélévements dans pochettes : bleue : 4°C blanche : T°C ambiante rouge : 37°C

Me pas oublier de faxer la déclaration de maladie infectieuse a la DDASS au 05 56 96 29 31

Faitle .../ ...f...d . . .h...par
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Place des analyses virologiques dans Pinvestigation des décés inattendus
Réflexion 2 partir de 21 cas autopsiés au CHU de Bordeaux

RESUME : Les décés inattendus sont généralement plurifactoriels et la mise en cause des
virus n’est clairement identifiée que dans la mort subite du nourrisson. Ces décés inexpliqués
nécessitent une investigation médico-légale effectuée sur demande de la justice avee
réalisation d’une autopsie judiciaire afin de déterminer les causes de la mort et d’exclure une
infraction pénale. En fonction des circonstances du décés et des observations macroscopiques
pendant 1autopsie, des analyses virologiques peuvent étre requises sur tout type de
prélevement effectué selon un protocole défini. Cette étude rétrospective a éi¢ mence a partir
des déces inattendus autopsiés au CHU de Bordeaux entre 2001 et 2013 et pour lesquels au
moins une analyse virologique (sérologie et/ou biologie moléculaire) était positive, soit 21
dossiers. Une implication virale certaine ou probable a été retenue comme cause du déces
pour 17 patients, soit 19,5% des déces inattendus pour lesquels des analyses virologiques ont
6té effectuées (87 cas), permettant de retenir ainsi le caractére potentiellement mortel de
certains de ces virus. Quel que soit le prélévement, la technique de PCR est reconnue comme
étant la méthode la plus efficace pour la détection des virus. Cependant, selon les
informations cliniques et anatomopathologiques, il apparait une sous-estimation des cas
d’implication virale dans cette étude. Enfin une revue est présentée sur les possibilités
d’évolution dans le domaine du diagnostic virologique post mortemn.

MOTS CLES : Virus, infection virale, déceés inexpliqué, déces inattendu, mort subite

Place of virological tests in the investigation of unexpected death cases
Study on 21 cases of autopsy at the University Hospital of Bordeaux

ABSTRACT: Unexpected deaths are usually multifactorial and the implication of a virus is
only clearly identified in cases of sudden infant deaths. Therefore, unexpected deaths require
a forensic investigation performed at the request of a judge with a legal autopsy to determine
the cause of death and to exclude a criminal offense. Depending on the circumstances of death
and the macroscopic observations during the autopsy, virological tests may be required on any
type of sample performed according to a defined protocol. This retrospective study was
conducted on unexplained deaths autopsied in the Bordeaux University Hospital between
2001 and 2013 with at least one positive virological test (serology and/or molecular biology)
and that is to say 21 cases. A definite or probable viral involvement was considered as the
cause of death for 17 patients, therefore representing 19,5% of unexpected deaths for which
virological tests had been performed (87 cases) thus establishing the potentially lethal nature
of some of these viruses. Regardless of the sample, the PCR technique is considered to be the
most effective method for viral detection. However, according to the information available, an
underestimation of cases of viral involvement can be hypothesized. Finally the possible
development of viral diagnoses in the field of post mortem investigations is reviewed.

KEYWORDS : Virus, viral infection, unexpected death, sudden death
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