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Liste des abréviations

AAP : American Academy of Pediatrics

ARC : attaché de recherche clinique

BGN : bacille gram négatif

BU : bandelette urinaire

CGP : cocci gram positif

DRCI : délégation a la recherche clinique et a I’innovation
ECBU : examen cyto bactériologique des urines
IC : intervalle de confiance

IU : infection urinaire

PNA : pyélonéphrite aigue

Se : sensibilité

Sp : spécificité

UFC : unité formant colonie

VPN : valeur prédictive négative

VPP : valeur prédictive positive
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Prérequis

L'infection urinaire est I'une des infections bactériennes les plus courantes et son apparition
dans I'enfance peut revétir une importance particuliere. Faire le diagnostic est difficile en particulier
chez les jeunes enfants et les nourrissons. En effet, dans ce groupe d’age, la présentation clinique
de I'infection urinaire est souvent accompagnée de signes cliniques non spécifiques tels que la
fievre, I’irritabilité et les vomissements qui sont ¢galement fréquemment observés dans de
nombreuses maladies virales aigués spontanément résolutives (1) . Pour obtenir une confirmation
du diagnostic en laboratoire, la premicre étape consiste a prélever un échantillon d'urine non
contaminé, ce qui constitue un défi pour les nourrissons et les enfants non formés a la propreté. Le
fait de ne pas envisager un diagnostic d'infection urinaire ou de retarder le traitement antibiotique
d'une infection urinaire peut avoir pour effet de produire une détérioration clinique aigué et, en
outre, d'entrainer des lésions rénales a long terme. De méme traiter a tort une infection urinaire
avec une antibiothérapie souvent a large spectre contribue au développement et a la dissémination

de bactéries devenues résistantes aux antibiotiques.

L'examen des premicres publications sur le sujet révele qu'il y a effectivement eu une
amélioration des perspectives pour les enfants qui ont eu une infection urinaire. Dans le passé, une
grande série de patients présentant des signes post mortem d’infection chronique ainsi que des
cicatrices rénales dues a des pyélonéphrites a répétition a été décrite (2). Ils avaient présenté des

épisodes récurrents de pyélonéphrite, d'insuffisance rénale, d'hypertension et de protéinurie (3).

Le recueil d’urine chez I’enfant n’ayant pas acquis la propreté a toujours été un probleme,
et a fait I’objet de nombreuses études, comparant les différents modes de prélevement (4,5). Ces
¢tudes montraient une meilleure fiabilité des prélévements invasifs (sondage vésical, ponction sus
pubienne), par rapport au prélévement par poche collectrice d’urine, bien moins invasif (6). De ce
fait, ces types de prélévements sont peu utilisés dans les services d’urgences pédiatriques, et le

recueil par poche est largement utilisé.

L’idéal serait donc d’avoir une méthode de prélévement d’urine fiable et non invasive, qui

soit facilement réalisable dans un service d’urgences pédiatriques.
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1. Introduction

1.1.Physiologie

Physiologiquement, I’arbre urinaire est stérile. Seul 1'urétre distal est colonisé par la flore
génitale, digestive ou cutanée. Les infections urinaires (IU) sont quasi constamment d’origine
ascendante. La bactérie (d’origine digestive, génitale ou cutanée) migre pour atteindre le méat
urétral, et remonte par voie ascendante le long de 1’urétre pour gagner la vessie (cystite), et parfois
le rein (pyélonéphrite aigue). Les infections sont essentiellement bactériennes, dues a des bactéries
d’origine digestive le plus souvent mono-microbiennes. Les germes responsables sont des

entérobactéries dans la grande majorité des cas avec Escherichia. Coli dans 94 % des cas (7).

1.2.Méthode diagnostique des |U

Le diagnostic chez le nourrisson est difficile car les symptomes ne sont pas spécifiques : fievre
> 38° depuis plus de 48h sans autre point d’appel infectieux, vomissements, douleurs abdominales,
apathie, irritabilité, anorexie, ictére (1,8). Les infections urinaires, fréquentes chez le nourrisson,
sont des pyélonéphrites aigues dans la majorité des cas. Le risque d’avoir une infection urinaire
avant 1’age de 2 ans est environ de 1 a 4 % chez le gargon et de 3 a 8 % chez la fille (9,10). Aux
urgences pédiatriques de Nice, en 2016, 726 nourrissons de moins de 6 mois ont consulté pour
fievre et 162 ont présenté une infection urinaire fébrile. Un retard au diagnostic, particulierement
chez le nourrisson, peut exposer a des complications séveéres comme un sepsis sévere (5,6-9,3 %)
(11,12), une cicatrice rénale (7,2-15 %) (13,14), une hypertension artérielle (0,7-35 %) (14), une
insuffisance rénale (0,4%) (14).

Chez un nourrisson suspect d’infection urinaire, un prélévement d’urine doit tre réalisé, afin
de confirmer le diagnostic. Il existe 2 examens a visée diagnostic : la bandelette urinaire (BU) et

I’Examen CytoBactériologique des Urines (ECBU).
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1.2.1. La bandelette urinaire

La Bandelette Urinaire (BU) est une analyse semi-quantitative : elle détecte la présence
de leucocytes, témoin de I’'inflammation (sensibilité : 65,4 %, spécificité : 94 %) et/ou de nitrites,
signant la présence d’une entérobactérie (sensibilité : 38,9 %, spécificité : 99,5 %) (15). La valeur
prédictive négative (VPN) d’une bandelette urinaire est supérieure a 90 % (Grade A) mais
malheureusement la valeur prédictive positive (VPP) est trés basse, inférieure a 50 % (16). On
retrouve donc de nombreux faux positifs, méme si les conditions de prélévement sont optimales
(lavage, désinfection, temps de pose court, traitement rapide directement aux urgences).
Cependant, une bandelette urinaire négative (absence de leucocyte et/ou nitrite) rend trés peu
probable le diagnostic d’IU lui conférant un grand intérét, sauf pour les nourrissons de moins de 3
mois chez qui il existe de nombreux faux négatifs du fait d’une stase urinaire dans la vessie trop

courte.

1.2.2. 'examen cytobactériologiqgue des urines

L’Examen Cytobactériologique des Urines (ECBU) est le seul examen qui permet de
poser avec certitude le diagnostic d’IU. Il repose sur les résultats a la fois de I’examen direct
(compte des leucocytes et hématies) et de la culture quantitative (isolement, identification,
quantification et antibiogramme). Un examen direct apreés coloration de Gram peut aussi étre

pratiqué.

1.2.3. Interprétation des résultats

Le seuil de leucocyturie est fixé a 10*/ml. Cependant, le seuil de bactériurie définissant une

IU varie selon les modes de prélévements et méme selon les différentes recommandations (Tableau

1.
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Tableau 1 : Seuil de bactériurie significative en fonction des recommandations, du mode de préléevement,

du type de germe et du sexe du patient

Cathétérisme

Recommandations Ponction sus pubienne Milieu de jet
vésical
Gargon :
American Academy of BGN : pas de seuil >10* UFC/ml
>105 UFC/ml
Pediatrics. 2011 (16,17) CGP :>103 UFC/ml Fille :
>10% UFC/ml
National Institute for Health
and Clinical Excellence: pas de seuil >10% UFC/ml >105 UFC/ml
Guidance. 2007 (1,18)
Si symptomatique :
European Association of , >10* UFC/ml
pas de seuil >5x10% UFC/ml ) )
Urology (EAU). 2014 (19) Si asymptomatique :
>10% UFC/ml
Agence Francaise de Sécurité
BGN : pas de seuil
Sanitaire des Produits de >103 UFC/ml >105 UFC/ml
CGP :>103 UFC/ml
Santé (AFSSAPS). 2007 (20)
Groupe de Pathologie
Infectieuse Pédiatrique
(GPIP) et Société de pas de seuil >103 UFC/ml >10% UFC/ml

Pathologie Infectieuse de

Langue Francaise (SPILF) (21)

1.3.Méthodes de recueil actuelles des urines

Ainsi, afin de pouvoir réaliser ’ECBU, indispensable a 1’établissement d’un diagnostic
documenté, il est nécessaire de pouvoir disposer d’un échantillon d’urine obtenu dans des
conditions garantissant le plus possible sa non contamination par les germes du milieu extérieur.

De plus le mode de prélévement, pour étre adapté a une utilisation chez le nourrisson, doit-étre le
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moins invasif possible, de réalisation aisée dans le contexte de I'urgence et, s’agissant d’une
situation fréquente, potentiellement peu cotliteux.
11 existe différentes méthodes de prélevement des urines : le sondage, la ponction sus pubienne, le

sac collecteur et le recueil en milieu de jet.

1.3.1. Le sondage urinaire

Le sondage urinaire (Schéma 1) est recommandé par /’American Academy of Pediatrics
(AAP) pour prélever les urines (16). Cette méthode présente I’avantage de recueillir des urines de
qualités avec un taux de contaminations tres bas (8-14 % de contamination) (22,23). Cependant
cette méthode est invasive et difficilement acceptée par les parents. En effet il s’agit d’un acte qui
peut étre mal vécu par les parents ou I’enfant et qui n’est pas sans risque de complications telles
que le traumatisme de I’uretre ou I’infection urinaire secondaire. Il est obligatoirement réalisé dans
un service hospitalier par un soignant (infirmiére ou médecin) selon les recommandations et les

pratiques habituelles de chaque service.

/. vessie

Sonde
urinaire
tuyau

poche
| urinaire

Schéma 1 : Le sondage urinaire

1.3.2. La ponction sus pubienne

La ponction sus pubienne permet de prélever I'urine directement dans la vessie de maniere
aseptique pour une culture d'urine (Schéma 2). C’est le mode de prélévement qui a le taux de

contamination le plus bas (1- 9 %) (16,22,23), mais il est trés invasif et douloureux. Avant la
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ponction il est nécessaire de vérifier le remplissage de la vessie soit par percussion soit par

échographie.

Ponction sus-pubienne

" A
.é/f \‘ Vessie (globe
._j *— yvésical)
e~y Prostate

-

..——""-

Schéma 2 : La ponction sus pubienne

1.3.3. Le sac collecteur d’urine

Le sac collecteur d’urine (Schéma 3) est une poche stérile permettant le recueil des urines.
La poche est collée, apres désinfection, au niveau du périnée et est changée idéalement toutes les

30 minutes.

Schéma 3 : Sacs collecteurs fille et gargon

Cette technique présente ’avantage d’étre peu invasive et facile d’accés notamment pour les
médecins de ville souhaitant faire réaliser un examen des urines dans un laboratoire de ville. Son
principal inconvénient est qu’elle présente un taux de contamination élevé pouvant aller de 26 a 62
% (22,24). De plus, le sac collecteur peut étre chronophage car il faut attendre une miction
spontanée de I’enfant, changer la poche toutes les 30 a 45 minutes avec un risque non négligeable

de miction au cours du changement, un risque de fuite des urines directement dans la couche ou
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enfin I’émission de selles concomitante ne permettant pas 1’utilisation des urines récoltées et nous

obligeant alors a reposer un sac collecteur et a attendre de nouveau une miction spontanée.

1.4.Qualité du prélevement en fonction du mode de recueil

Le recueil des urines est indispensable pour le diagnostic, mais pose donc deux problemes :
- difficulté a récolter I’urine chez I’enfant non continent (propre a la pédiatrie)
- la fiabilité de son interprétation qui dépend de la qualité du prélévement
La qualité des urines est évaluée par la présence d’une contamination sur ’ECBU. Cette
contamination se définit a ’ECBU de la fagon suivante :
e culture poly microbienne > 2 germes quel que soit le seuil
e ou germe non uropathogene (lactobacilles, Staphylocoque Coagulase négative,
Corynébacterium)
e ou bactériurie > 0 UFC/ml mais < 10* UFC/ml pour le sondage vésical et <10° UFC/ml
pour les urines de milieu de jet.

e ou leucocyturie < 10* /ml

La contamination des urines fait croire, a tort, a une infection urinaire et entraine des
hospitalisations et des antibiothérapies inutiles. L’estimation du taux de contamination selon le
mode de recueil des urines est variable en fonction des études. Le taux de contamination pour les
urines de milieu de jet décrit dans ces études concerne une population d’enfants continents (Tableau

2).
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Tableau 2 : Taux de contamination chez les nourrissons et les enfants selon le mode de recueil dans la

littérature

Auteurs Ponction sus Cathétérisme Milieu de jet Sac
pubienne vésical collecteur

Tosif et al (22) 1% 12% 26%
Altuntas et al (25) 27.2%
Herreros et al (26) 8,0%
Alam et al (27) 14,9% 26,6%
Teo et al (28) 0% 3.8% 13%
Al-Orifi et al (29) 9,1% 62,8%
Karacan et al (30) 9,1% 14,3% 14,3% 43,9%

La ponction sus pubienne et le sondage urinaire, avec un taux de contamination des urines
de 1-9 % et 8-14 % respectivement, sont les méthodes de recueil recommandées par 1’American
Academy of Pediatrics (AAP). Cependant, ces techniques sont invasives et mal acceptées par les
parents. Les urines de 2éme jet sont un mode de recueil considéré comme acceptable bien que
présentant un taux de contamination de 13-27 %. Cette méthode est non invasive mais plus
compliquée chez des nourrissons non continents. Enfin, la poche collectrice est trés employée mais
c’est une technique chronophage et qui présente un risque ¢levé de contamination (26-62 %). Ce
moyen de prélevement n’est plus recommandé pour faire le diagnostic d’infection urinaire. Ces
techniques sont donc soit invasives soit source de recueil d’urine de mauvaise qualité en termes de
contamination potentielle, ce qui a motivé la recherche d’un nouveau mode de recueil des urines

alliant qualité et confort pour I’enfant : la stimulation vésicale (Tableau 3).

De récentes études (25,31,32) ont montré que la stimulation vésicale (tapotements sus
pubiens et massages lombaires) est une nouvelle méthode de recueil des urines efficace, non

invasive et rapide chez les nourrissons.
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Tableau 3 : Faisabilité, invasivité et contamination selon les modes de recueil

Faisabilité Invasivité Contamination
Sondage urinaire Nécessite du personnel formé Importante Faible
Nécessite du matériel
Ponction sus pubienne (échographie) et du personnel Importante Faible
formé
Poche collectrice Facile a poser Faible Elevée

1.5.La stimulation vésicale

La technique de stimulation vésicale nécessite la présence de 3 personnes (1 parent et 2
personnels soignants) : la premiére (le parent) maintien 1’enfant sous les aisselles, jambes
pendantes (photo 1). La deuxiéme réalise la technique de stimulation : tapotements rapides en sus
pubien (au niveau de la vessie) (photo 2), alternés avec des mouvements de rotations externes sur
les fosses lombaires (au niveau des reins) (photo 3). Ces 2 manceuvres seront alternées toutes les
30 secondes jusqu’a obtention des urines avec une durée maximale de 3 minutes. La troisiéme

lance le chronometre des le début de la stimulation, et recueille les urines de 2éme jet dans un pot

stérile.
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Photo 1 : Soulever I'enfant par les aisselles, jambes pendantes

Photo 3 : Massage circulaire au niveau des lombes
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Les urgences pédiatriques de Nice ont réalisé une étude transversale, monocentrique, entre
Septembre 2013 et Novembre 2014 (33). Etaient inclus 142 nourrissons de moins de 2 ans, n’ayant
pas encore acquis la marche, nécessitant un prélévement urinaire, réalisé par un des 4 investigateurs
formés. Le taux de succés d’obtention d’urine était de 55,6 % a la 1°© tentative et de 23,2 % a la
274 dans un délai moyen de 63,6s (+ 54,9s). Les taux de succés décroissent significativement avec
I’age et le poids avec respectivement des taux variant de 88,9% chez les nouveaux nés, a 28,6 %
pour les enfants de plus d’un an (p =0,0001), et variant de 85,7% chez les nourrissons pesant moins
de 4 kg a 28,6 % pour les nourrissons de plus de 10 kg (p = 0,0004). Elle a permis d’obtenir des
urines pour 60 % des nourrissons de moins de 6 mois. Cette technique pourrait étre une alternative
pour récolter des urines dans le diagnostic d’infection urinaire chez le nourrisson non continent.
En effet, les urines récoltées par cette technique pourraient étre apparentées a celles obtenues par
2¢me jet car durant la miction obtenue par stimulation vésicale le soignant en charge du recueil des
urines s’applique a récolter les urines apreés émission du premier jet (urines de milieu de jet).
Cependant, nous n’avons pas de données fiables sur la contamination de 1’échantillon avec ce
nouveau mode de recueil des urines et, selon la littérature (tableau 2), les données de contamination
Héme

concernant le jet portaient sur des enfants continents.

1.6.Hypothese de I'étude

Nous formulons I’hypothése que les urines recueillies par stimulation vésicale seraient de
qualité suffisante, c’est-a-dire avec un taux de contamination équivalent aux urines recueillies par

sondage vésicale chez les nourrissons de moins de 6 mois suspect d’infection urinaire.

La stimulation vésicale étant indolore et non invasive elle pourrait remplacer les techniques

habituellement utilisées chez le nourrisson.
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2. Matériel et méthode

2.1.Les objectifs de I'étude

2.1.1. L'objectif principal

L’objectif principal de cette étude est de comparer le taux de contamination des urines

recueillies en milieu de jet, par la technique de stimulation vésicale, avec celui des urines obtenues
par sondage urinaire, chez le nourrisson de moins de 6 mois suspect d’infection urinaire fébrile aux

urgences pédiatriques.

Nous émettons I’hypotheése que les urines obtenues par stimulation vésicale ont un taux de

contamination équivalent aux urines obtenues par sondage urinaire.

2.1.2. Les objectifs secondaires

Les objectifs secondaires sont :

- Comparer la douleur au cours du prélévement urinaire entre les 2 techniques.

- Evaluer la performance diagnostique de la bandelette urinaire, réalisée sur des urines
recueillies par stimulation vésicale ou par sondage urinaire, en prenant ’ECBU comme
gold standard pour le diagnostic d’infection urinaire.

- Etudier les facteurs de risques associés a I’échec de la technique de stimulation vésicale.



33

2.2.Les criteres d’évaluation

2.2.1. Le critere de jugement principal

Le critere de jugement principal est la contamination des urines. Celle-ci est définie par :

- une culture polymicrobienne > 2 germes, quel que soit le seuil,

- ou la présence d’un germe non uropathogene (lactobacilles, Staphylocoque Coagulase
négative, Corynébactérium),

- ou une bactériurie < 10* UFC/ml pour le sondage vésical et <10° UFC/ml pour les urines
de milieu de jet recueillies par stimulation vésicale,

- ou une leucocyturie < 10%/ml,

- une culture stérile (absence de germe) définit I’absence d’infection urinaire et 1’absence

de contamination.

2.2.2. Les criteres de jugement secondaires

La douleur sera évaluée a 1’aide de I’échelle EVENDOL (34) (validée en frangais)
mesurée a 3 moments différents:
Le Temps 1, avant la désinfection quelle que soit la technique utilisée.
Le Temps 2:
Pour la stimulation vésicale, la douleur sera évaluée des les premicres secondes de la manceuvre,
c’est a dire dans les 10 premiéres secondes du tapotement sus pubien.
Pour le sondage vésical, la douleur sera évaluée a I’introduction de la sonde urinaire dans 1’urétre.
Temps 3 : 1 minute aprés la fin de la manceuvre.
Pour les enfants chez qui 2 manceuvres de stimulation ont été nécessaires, la valeur a la deuxiéme

manceuvre sera utilisée pour 1’analyse.

La performance diagnostique de la bandelette urinaire sera établie grace a la sensibilité, la
spécificité, la valeur prédictive positive et la valeur prédictive négative (Se, Sp, VPP et VPN) en

prenant comme Gold Standard ’ECBU. La performance diagnostique, ainsi que la précision, seront
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¢tablies dans chacun des deux groupes, c’est-a-dire pour chaque mode de recueil. Une infection
urinaire a la BU et a ’ECBU sera objectivée de la facon suivante : une infection urinaire a la BU,
BU « positive », est définie par la présence de leucocytes au moins « faible » ou « + » et/ou des
nitrites positifs. Une infection urinaire a I'ECBU est définie par une leucocyturie > 10%/ml et des
germes > 10° UFC/ml pour les urines de milieu de jet (stimulation vésicale) et > 10* UFC/ml pour
le sondage urinaire. Un résultat de culture stérile a ’ECBU (absence de germe) définit I’absence

d’infection urinaire et [’absence de contamination.

L’¢étude des facteurs de risque d’échec ne concerne par définition que les patients du groupe
stimulation vésicale. Notre étude préliminaire sur la stimulation vésicale (33) montrait un taux
d’échec de 40 % pour les nourrissons. L’échec est défini par I’absence d’un recueil d’urine apres
2 tentatives de stimulation vésicale espacées de 20 minutes ou un recueil d’urine dont le volume
est inférieur a 2 ml. Les facteurs de risques d’échec potentiels que nous allons étudier sont : la
douleur évaluée aux temps 1 et 2 telle que définie ci-dessus (critére d’évaluation secondaire 1), a
I’aide de I’échelle EVENDOL, le poids (en kg), le sexe, I’age (en mois), la derniére prise
alimentaire (délai avant le recueil d’urine en heures), le délai depuis la derniére miction (délai entre

le recueil d’urine et la derniére miction, en minutes).

2.3.Type d’étude

Il s’agit d’une étude randomisée, prospective, en ouvert, multicentrique, d’équivalence,
comparant 2 groupes : stimulation vésicale versus sondage urinaire. Cette étude est réalisée dans
les services d’urgences pédiatriques de 4 hopitaux : le Centre Hospitalier Universitaire de Nice-
Lenval, le Centre Hospitalier Universitaire de Lille, le Centre Hospitalier Général de Grasse et le
Centre Hospitalier Général d’ Antibes. 770 nourrissons de moins de 6 mois seront inclus : 480 dans
le groupe « stimulation vésicale » et 290 dans le groupe « sondage urinaire ». La durée totale de la

phase d’inclusion est de 2 ans. La durée individuelle de participation est de 1 jour.
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2.4.Population d’étude

2.4.1. Criteres d’inclusion

- Nourrissons agés de moins de 6 mois

- Suspects d’infection urinaire fébrile (21), se définissant par :

o

O

o

O

Fievre > 39° isolée
Ou fievre avec antécédent d’infection urinaire ou de néphropathie
Ou fievre mal tolérée (frissons, marbrures, cyanose) a 1I’examen clinique

Ou fievre depuis plus de 48 heures

- Nourrissons de moins de 3 mois avec fiévre > 38°

- Pour lesquels le consentement écrit d’un parent ou du titulaire de I’autorité parentale a été

obtenu

- Bénéficiaires ou affiliés a un régime d’assurance maladie

2.4.2. Criteres de non inclusion

- Nourrissons présentant des signes de détresse vitale (respiratoire et/ou circulatoire et /ou

neurologique)

- Nourrissons présentant des contre-indications au sondage urinaire (I€sion urétrale, sténose

urétrale)

2.5.Déroulement de I'étude

2.5.1. Formation des participants a I'étude au préalable

Afin de nous assurer que la procédure de stimulation vésicale sera réalisée identiquement par

les investigateurs de chacun des centres participants, nous prévoyons :

- une mise a disposition de documents (manuscrit/vidéo) expliquant en détail les modalités

de la procédure
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- une réunion de formation initiale avec les investigateurs associés de chaque centre au moins
2 mois avant le début de 1’étude avec présentation de la procédure (manuscrit/vidéo) et
démonstration de la technique sur un mannequin nourrisson basse fidélité. A I’issue de cette

réunion, chacun des investigateurs devra former son personnel soignant.

- une réunion de consolidation de cette formation au moins 1 mois avant le début de 1’étude
(en respectant un intervalle de 1 mois entre la réunion de formation initiale et la réunion de
consolidation) en vue, d’une part, de vérifier la bonne diffusion de la procédure au sein des

équipes et, d’autre part, de répondre a d’éventuelles questions d’ordre pratique.

- Une réunion téléphonique semestrielle durant la période de 1’étude (soit 4 sur 2 ans) afin de

vérifier la bonne réalisation de la procédure tout au long des inclusions.

2.5.2. Sélection et inclusion

Les parents d’enfants vus en consultation aux urgences dans les centres d’inclusion et
répondant aux critéres de s€lection se verront proposer la participation de leur enfant a 1’étude. Une
information orale compléte leur sera délivrée par un médecin investigateur qui répondra ensuite a
leurs questions. Une note d’information écrite leur sera également remise. En cas d’accord, et aprés
un délai de réflexion, le consentement éclairé sera signé par les deux parents ou le titulaire de
’autorité parentale. L’investigateur recueillera le consentement écrit des parents. L inclusion dans
I’¢tude ne devra toutefois pas entrainer de retard dans la prise en charge qui pourrait occasionner
une perte de chance pour I’enfant. Une fois le consentement éclairé signé, 1’inclusion dans 1’é¢tude
sera effective et I’enfant sera randomisé dans I’un des deux groupes : groupe expérimental avec
recueil d’urine par stimulation vésicale ou groupe controle avec recueil d’urine par sondage

urinaire.

2.5.3. Phase de prélevement

Le recueil des urines est réalisé dans le cadre de la prise en charge habituelle des enfants se

présentant avec une suspicion d’IU fébrile : seul le mode de prise en charge du recueil est a I’étude.
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Suivant le fonctionnement de chaque établissement, I’enfant sera installé avec ses parents dans la

salle d’examen. Apres prescription médicale, 1’équipe para médicale ira au chevet du patient afin

d’y réaliser la toilette antiseptique de la région périnéale et d’effectuer le prélévement par une des

méthodes suivante :

Pour la stimulation vésicale (groupe expérimental) :

Procédure habituelle de désinfection des organes génitaux externes : toilette au Dakin a
I’aide de compresses stériles, et ringage a 1’eau stérile.

La technique de stimulation vésicale nécessite la présence de 3 personnes (1 parent et 2
personnels soignants)

o Lapremicre (le parent) maintien 1’enfant sous les aisselles, jambes pendantes.

o La deuxie¢me réalise la technique de stimulation comme décrite précédemment.

o La troisiéme lance le chronométre dés le début de la stimulation, et recueille les
urines de 2éme jet dans un pot stérile. Afin d’assurer une analyse compléte des
urines, 1’échantillon devra contenir un volume minimal de 2 ml.

En cas d’échec de la 1°* tentative, la technique sera renouvelée 1 seule fois a 20 min, aprés
avoir fait boire l'enfant (33). En cas de nouvel échec (défini soit par I’absence d’urine
malgré 2 tentatives de stimulation vésicale espacées de 20 minutes, soit par un volume
d’urine inférieur a 2 ml a I’issue de la 2éme tentative), les urines seront alors récoltées via
le sondage vésical. Les données de ces enfants ne seront pas incluses dans 1’analyse du
critére de jugement principal mais seront utilisées pour la recherche des facteurs de risque

d’échec de la technique de stimulation vésicale.

Pour le sondage urinaire (groupe contrdle) :

Le sondage urinaire sera réalisé par un soignant présent selon les recommandations et les
pratiques habituelles. Ces recommandations et pratiques habituelles seront vérifiées et

validées avec chacun des centres lors de la réunion de formation initiale.

En cas d’échec de la 1ére tentative, la technique sera renouvelée 1 seule fois a 20 minutes,
apres avoir fait boire I'enfant. En cas de nouvel échec il sera noté un échec pour la technique

dans le cadre de 1’étude. Néanmoins dans le cadre du soin et devant la nécessité d’obtenir
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des urines un autre mode de prélévement laissé€ a I’appréciation du praticien en charge sera

utilisé.

2.6.Randomisation

Les patients seront randomisés dans un des 2 groupes de I’é¢tude: groupe
intervention (recueil des urines par stimulation vésicale) ou groupe controle (recueil des urines
par sondage vésical). La randomisation sera réalisée de manicre centralisée a la Délégation de la
Recherche Clinique et de I’Innovation du CHU de Nice (DRCI) apres signature du consentement
¢éclairé par les deux parents et vérification des critéres d’inclusion. L’investigateur devra se
connecter au cahier d’observation électronique dédié¢ a I’étude (réalisé avec le logiciel Open
Clinica®) et ouvrir un nouveau dossier patient en renseignant la premicre lettre du nom, la premiere
lettre du prénom et la date de naissance de I’enfant. En retour il lui sera communiqué
automatiquement (module de randomisation Inclusio) par mail le numéro d’inclusion du patient et
le bras de randomisation. La randomisation pourra ainsi étre effectuée rapidement, 24h/24, 7 jours
sur 7. Dans cette étude la randomisation sera stratifiée sur le centre. Les listes de randomisation
seront réalisées a 1’aide du logiciel nQuery Advisor® v 7.0 en prenant en compte le déséquilibre

entre les groupes (technique des blocs, blocs de 7).

2.7.Recueil des données

2.7.1. Le cahier d’observation

Afin de permettre la collecte des données relatives a 1’étude, un cahier d’observation (CRF)
spécifique sera réalisé. La conception de ce CRF sera faite par I’Attaché de Recherche Clinique
(ARC) en charge de la promotion de 1’étude et le Data-Manager de la DRCI du CHU de Nice, en
lien avec et sous la responsabilité de 1’investigateur principal. Un contréle qualité des données sera
organis¢ sur le cahier d’observation €lectronique (e-CRF) par le promoteur au cours des visites de

monitoring planifiées par les ARC promoteurs de la DRCI.
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2.7.2. La base de données

Les données relatives a 1’étude seront consignées dans un e-CRF. Celui-ci sera réalisé par
le Data-Manager de la DRCI avec le logiciel OpenClinica®. Le paramétrage et la mise en place de
I’e-CRF pour le recueil des données, incluant la formation des utilisateurs, seront sous la
responsabilité de la DRCI. Les investigateurs se chargeront du recueil et de la saisie des données
collectées aux cours de 1’é¢tude directement dans I’e-CRF avec I’aide de I’ARC de 1’étude. Les
données seront sécurisées par la création de droits d’acces spécifiques suivant le role des

intervenants dans 1’étude.

2.7.3. Le controle des données

Le contrdle de la qualité des données sera effectué sur 1'e-CRF, a l'aide du dossier médical du
patient par le promoteur, au cours des visites de surveillance planifiées par I'ARC de la DRCI. Une
fois les données finales entrées, leur validité et leur cohérence seront vérifiées par le Data-Manager
de la DRCI. Tout au long de I’étude, toute modification apportée a la base de données sera
enregistrée, ce qui permettra une piste d’audit compléte. A la fin du processus de controle de la
qualité, la base de données sera verrouillée et approuvée par I’investigateur principal et le Data-
Manager de la DRCI. Aucune modification des données ne sera possible ensuite. La base de
données verrouillée, ainsi que le rapport de gestion des données, seront ensuite transférés au

statisticien pour analyse.

2.8.Analyses statistiqgues

2.8.1. Généralités

Les analyses statistiques seront effectuées par le biostatisticien de la DRCI de I'Hopital

Universitaire de Nice. Avant chaque analyse, les conditions d’application des tests utilisés seront
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vérifiées. Les différents tests seront considérés comme significatifs au seuil de 5% (sauf indication
contraire). Les variables continues seront décrites a l'aide du nombre d'observations (N), de la
moyenne arithmétique (moyenne), de 1'écart type, des valeurs minimales (MIN), médianes
(médiane) et maximales (MAX). Les variables catégorielles seront résumées par les fréquences
absolues (N) et relatives (%). L'analyse statistique sera réalisée a I'aide du logiciel SAS Enterprise

Guide 7.1 (Copyright © 2017, SAS Institute Inc., Cary, Caroline du Nord, Etats-Unis).

2.8.2. Caractéristique de la population

Les données démographiques et les caractéristiques cliniques de la population seront listées
et résumées par groupe. Conformément aux recommandations de CONSORT, les principales

caractéristiques des patients seront comparées entre les deux groupes lors de I'inclusion.

2.8.3. Perdus de vue

La durée de participation a 1’étude de chaque patient étant courte, nous prévoyons trés peu

de données manquantes, et aucun remplacement de ces données ne sera prévu.

2.8.4. Analyse du critére de jugement principal

Le taux de contamination sera présenté dans chaque groupe avec son intervalle de confiance
(IC) a 95 %. L'équivalence sera évaluée si les 95 IC exacts de la différence entre les taux de

contamination sont entiérement inclus dans l'intervalle [-20 %; 20 %].

Le taux d'échec (analyse bactériologique de l'urine non réalisée) de chaque technique sera
¢galement présenté, globalement et selon le motif de I'échec (urine non collectée, volume urinaire
insuffisant, probléme technique de laboratoire ...). Dans le groupe de stimulation vésicale, le taux
d'échec sera indiqué apres la premicre et la deuxiéme tentative, ainsi que la proportion de parents
refusant la deuxieme tentative. Comme il est recommandé pour les études d'équivalence, 1'analyse

principale sera effectuée sur la population per protocole. Il nous semble pertinent ici de ne pas
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considérer, dans 1’analyse, les patients en échec. En effet, un fort taux d’échec est attendu dans le
groupe stimulation vésicale (de I’ordre de 40 %) et le remplacement de ces données manquantes
de ’ECBU pour réaliser 1’analyse ne semble pas pertinent et donner lieu a des résultats trop biaisés
dans la comparaison des taux de contamination. En revanche la prise en compte du taux d’échec
observé et de ses répercussions dans la discussion sur la pertinence de cette nouvelle technique est

indispensable.

2.8.5. Analyse des criteres secondaires

Le premier objectif secondaire a pour but de comparer la douleur au cours du prélévement
urinaire entre les 2 techniques. La douleur sera mesurée avant, pendant et apres la technique de
recueil. La mesure de I’intensité de la douleur sera réalisée grace a I’échelle d’hétéroévaluation de
la douleur EVENDOL. Cette échelle est composée de 5 items comportementaux simples, notés de
0 a 3, et donne en résultat un score final allant de 0 a 15. Les scores obtenus seront décrits a chaque
temps en continu. Pour comparer la douleur entre les deux groupes, les scores seront analysés
séparément au temps 2 (pendant le geste) et au temps 3 (1 min apres le geste). Au temps 2, un
modele de régression type ANCOVA sera réalisé pour comparer la douleur des patients entre les
groupes de prise en charge. La variable a expliquer sera le score de ’"EVENDOL obtenu au temps
2 en continu. La variable dépendante testée sera le groupe de prise en charge. Le mode¢le sera ajusté
sur la valeur du score EVENDOL obtenu au temps 1 (état de base) et sur le centre qui est un
parametre de stratification. Si deux stimulations sont nécessaires alors la valeur T2 sera celle
mesurée lors de la 2™ stimulation. Au temps 3, la douleur est mesurée dans le but de vérifier si
les patients ont retrouvé leur état de base 1 minute apres le geste. Ainsi, le méme modele que
précédemment décrit sera réalisé mais en prenant en compte la différence entre le score EVENDOL
obtenu au temps 3 et le score obtenu au temps 1 (delta) en variable dépendante. Ce modéle

permettra de comparer 1’évolution de douleur induite entre les deux groupes.

Le second objectif a pour but d’évaluer la performance diagnostique de la bandelette
urinaire réalisée sur des urines recueillies par stimulation vésicale ou par sondage urinaire, dans
le diagnostic d’infection urinaire en comparaison avec ’ECBU considéré comme le Gold Standard.

Pour évaluer la performance diagnostique de la bandelette urinaire, la sensibilité et la spécificité
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seront calculées ainsi que leurs intervalles de confiance a 95% calculés a I’aide de la méthode du
score de Wilson. La valeur prédictive positive ainsi que la valeur prédictive négative seront aussi
présentées. La précision diagnostique sera également précisée, définie comme la proportion de cas
concordants qui est égale au rapport entre le nombre de cas correctement classés (infection urinaire
oui/non) et le nombre total de sujets. Seuls les patients avec une bandelette urinaire et un ECBU

¢valuables seront pris en compte dans cette analyse.

Le troisieme objectif a pour but d’étudier les facteurs de risques associés a I’échec de la
technique de stimulation vésicale chez les patients ayant bénéficié de cette technique. Ainsi, seuls
les sujets du groupe stimulation vésicale seront pris en compte dans cette analyse. L’échec est
défini par 1’absence d’un recueil d’urine apres 2 tentatives de stimulation vésicale espacées de 20
minutes. Les enfants pour lesquels il n’y aura pas eu de recueil d’urine apres la premiére tentative
de stimulation et qui n’auront pas réalis¢ la deuxiéme tentative pour quelque raison que ce soit ne
seront pas pris en compte ici. Les facteurs testés seront : la douleur (mesurée a T1 et a T2, variable
quantitative), le diagnostic final d’infection urinaire (oui/non), le poids (en Kg), le sexe, 1’age (en
mois), le délai entre la derniére prise alimentaire et la réalisation de la technique de stimulation
vésicale (en heures), le délai depuis la derniére miction (délai supérieur ou inférieur a 1 heure avant
le recueil d’urine). Un modéle de régression logistique sera réalisé. La variable dépendante sera le
succes ou 1’échec de la stimulation vésicale. Dans un premier temps, les différents facteurs de
risques seront testés en univari¢. Les variables ayant montré une association significative avec
I’échec de la technique au seuil p<0,2 seront finalement incluses dans un modéle multivarié. Un

ajustement du mod¢le sur le centre sera réalis€.
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3. Discussion

Le diagnostic d’infection urinaire est difficile chez les nourrissons. En effet, les symptomes ne
sont pas spécifiques : fievre > 38°C isolée depuis plus de 48 heures, vomissements, douleurs
abdominales, irritabilité, léthargie, diminution de 1’appétit, ictére (8,18). La prévalence des
infections urinaires chez les enfants de moins de 2 ans est élevée, et un diagnostic précoce permet
de diminuer leurs complications. Recueillir des urines chez un enfant n’ayant pas encore acquis la
propreté est compliqué. L ’American Academy of Pediatrics (16) recommande le sondage urinaire
(8-14% de contamination) (22,23) ou le cathétérisme sus pubien (1-9% de contamination) (22,23).
Ces modes de prélevements ont montré leur efficacité mais ils sont invasifs et peu acceptés par les
parents. De ce fait, ils sont trés peu utilisés en France, et les équipes d’urgences pédiatriques
préferent un mode de recueil moins invasif: la poche collectrice d’urine. Celle-ci est moins
douloureuse pour les enfants, mais les urines recueillies sont souvent de mauvaise qualité, et
entraine donc des hospitalisations et des traitements antibiotiques en exces. L’idéal serait d’avoir

un prélévement d’urine peu invasif, facile a réaliser, fiable et peu colteux.

La stimulation vésicale semble étre un moyen de recueil d’urine adapté aux nourrissons. Les
équipes de Tran (33), Herreros (31) et Altuntas (25) ont montré sa faisabilité. Peu d’études ont

comparé la stimulation vésicale aux autres méthodes de recueil d’urine.

Herreros et al ont comparé la technique de la stimulation vésicale et le sondage urinaire
chez 60 nourrissons de moins de 90 jours de vie. Les nourrissons inclus ont bénéficié des 2
méthodes de recueil. Le taux de contamination des urines recueillies par stimulation vésicale était

de 5 %, et celui des urines recueillies par sondage urinaire était de 8 %.

Labrosse et al ont inclus 126 enfants de moins de 6 mois. 57 ont été inclus dans le groupe
stimulation vésicale et 62 dans le groupe prélévement invasif (sondage urinaire ou ponction sus
pubienne). Le taux de contamination des urines était de 16 % (95 % CI : 8 %- 27 %) dans le groupe
stimulation vésicale et de 6 % (95 % CI: 3 %- 15 %) dans le groupe prélévement invasif. Cette
différence n’est pas statistiquement significative. Mais cette étude a inclus peu de patient et manque

de puissance.
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Notre étude est la premiére a comparer des urines recueillies par stimulation vésicale et par
sondage urinaire chez un nombre aussi important de nourrissons de moins de 6 mois. Cependant,
elle présente plusieurs limites. Premi¢rement, idéalement, le patient devrait étre son propre témoin,
et chaque nourrisson devrait bénéficier des 2 techniques de recueil d’urine. Mais cela aurait été peu
accepté par les parents, et ne nous semblait pas éthique. Deuxiémement, la définition de la
contamination varie en fonction des différentes références retrouvées dans la littérature. L’examen
permettant de confirmer ou d’infirmer le diagnostic de pyélonéphrite aigue avec certitude est la
scintigraphie rénale au DMSA, mais cet examen n’est pas réalisable pour un nombre de nourrisson

aussi conséquent du fait de son cot, et de sa pénibilité.
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4. Conclusion

Si notre hypothése se révele exacte, les nourrissons inclus dans cette étude auront bénéficié d’un

prélevement d’urine fiable et non invasif.

Cette étude a obtenu un financement du Ministére de la Santé dans le cadre d’un Programme

Hospitalier de Recherche Clinique Inter-régional, avec un budget de 202 500 euros.

Les inclusions commenceront dés 1’obtention du CPP, au cours de I’année 2019. Les résultats

feront I’objet d’une autre these.
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Tableau. EVENDOL :
échelle d’évaluation de la douleur (naissance a 7 ans)

Moter ce que I'on observe mé&me si on pense que les symptdmes ne sont pas dus a la douleur,

mais a la peur, a l'inconfort, a la fatigue ou a la gravité de la maladie.

Signe Signe Signe Signe 1= évaluation a lI'arrivee
absent falble moyen fort e e e L S A O
oLl ou ou Au « repos »' - Al'examen?
passager | environ quasl au calme ouala
la moltié |permanent mobilisation
du temps
(expression vocale ou verbale)
pleure et/ou 0 1 2 3
crie etfou
gémit et/ou
dit qu'il a mal
{mimique)
a le front plissé et/ou 0 1 2 3
les sourcils froncés et/ou
la bouche crispée
{mouvements)
s‘agite et/ou se raldit et/ou ] 1 2 3
se crispe
(positions)
a une attitude inhabituelle 0 1 2 3
et/ou
antalgique et/ou
se protege etfou
reste immobile
(relation avec l'envircnnement) trés
peut étre consolé et/ou normale | diminuée | diminuée | absente
s'intéresse aux jeux et/ou =0 = =2 =3

communicque avec I'entourage

Score total /15

Date et heure

Initiales évaluateur

Score de 0 & 15. Seuil de traitement : 4/15
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ANNEXE 2 : Article en anglais (soumission prévue dans la revue ClinicalTrial Journal)

Evaluation of the bladder stimulation, a non-
invasive technique for urine collection, in infant
less than 6 months to diagnose urinary tract
infection: a randomized multicenter study.

Demonchy D.(1)*, Ciais C.(1)*, Fontas E.(2), Berard E.(3), Bréaud J. (4), Rohrlich PS.(5), Dubos F.(6), Guiguonis V.(7),

Fortier C.(8), Desmontils J.(9), Donzeau D.(2), Haas H.(1), Tran A. (1)

Université Cote d’Azur, Centre Hospitalier Universitaire de Nice-Lenval, Service d’Urgences Pédiatriques, Nice,
France (1), Université Cote d'Azur, Centre Hospitalier Universitaire de Nice, Délégation a la Recherche Clinique et a
I'Innovation, Nice, France (2), Université Coéte d’Azur, Centre Hospitalier Universitaire de Nice, Service de
Néphrologie Pédiatique, Nice, France(3), Université Coéte d’Azur, Centre Hospitalier Universitaire de Nice-Lenval,
Service de Chirurgie Pédiatrique, Nice, France (4), Université Coéte d’Azur, Centre Hospitalier Universitaire de Nice,
Service d’'Hématologie Pédiatrique, Nice, France (5), Université de Lille, Centre Hospitalier Universitaire de Lille,
Service des urgences et maladies infectieuses pédiatriques, Lille, France (6), Centre Hospitalier Universitaire de
Limoges, Service d’Urgences Pédiatriques, Limoges, France (7),Centre Hospitalier Général d’Antibes, Service
d’Urgences Pédiatriques, Antibes, France (8), Centre Hospitalier Général de Grasse, Service d’Urgences

Pédiatriques, Grasse, France (9)

* Contributed equally to this work
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ABSTRACT

Background: Febrile urinary tract infection (UTI) is common in infants and needs to be diagnosed quickly.
This diagnosis is difficult in infant because symptoms are not specific and a good quality urinalysis is
therefore essential for the diagnosis of U certainty.

The American Academy of Pediatrics (AAP) recommends the supra pubic puncture (1-9% contamination)
and urinary catheterization (8-14% contamination) but those are invasive. Recent studies have shown a
new method of collecting urine that is noninvasive, quick and safe: the bladder stimulation. However,
few data are known on bacterial contamination rates using this technique.

We hypothesize that the bladder stimulation is a technique for obtaining urine with a contamination rate
equivalent to those obtained by bladder catheterization, in the diagnosis of febrile urinary tract infection
in infants under 6 months of age.

Methods/design: The trial aims to assess equivalence, regarding bacterial contamination, of urinary
samples collected using urinary catheterization and urinary samples collected using bladder stimulation
to diagnose UTI. Seven hundred seventy infants under of 6 months, who visit for unexplained fever
without any source, in one of four Pediatric Emergency Department in France will be enrolled.
Randomization will preset which child will benefit from bladder stimulation or urinary catheterization.
The primary endpoints will be the validity of the urine sample, assessed by the presence of a
contamination on bacterial culture.

Discussion: Only few studies have evaluated the bacterial contamination of urine sample collected using
bladder stimulation. Due to the high prevalence of suspected urinary tract infection, a high recruitment
rate is achievable. As we analyze patients with isolated fever, the medical risk is not different that the
routine clinical cares.

If our hypothesis is true and the rate of urine contamination collected by bladder stimulation is
acceptable, the infants included in the study will have benefited from a non-invasive and reliable means

of collecting urine.

Trial registration: ID RCB 2018-A01014-51

Keywords: Bladder stimulation, urinary tract infection, contamination, urine specimen collection, infant,
feasibility study.



BACKGROUND

Urinary tract infection (UTI) is common in infants and
needs to be diagnosed quickly. The risk for urinary
tract infection before the age of 2 years is about 1- 4
% in boys and 3-8 % in girls (1, 2) . Adelay in diagnosis
exposes to severe complications: renal scarring (7.2-
15 %), high blood pressure (0.7- 35 %), kidney failure
(0.4 %) and severe sepsis (5.6- 9.3 %) (1,3,4). In
infants, as symptoms are not specific (unexplained
fever of 38°C or higher, vomiting, lethargy, irritability,
jaundice, poor feeding, abdominal pain, hematuria),
the diagnosis of UTI requires a good quality of the
urine sample, (5,6) that is not easy for infant before
potty training.

In routine, different techniques exist to collect urine
samples in these children: supra pubic aspiration,
catheterization, urine collection bag and clean catch
urine. The American Academy of Pediatrics (AAP)
recommends supra pubic aspiration (1-9 % bacterial
contamination) (7-9) and urinary catheterization (8-
14 % bacterial contamination) (7-9) for collecting
urine but these techniques are invasive and painful.
The sterile bag is a non-invasive method of urine
collection, but with a high bacterial contamination
rates (26-62 %) (4,6) leading to unnecessary antibiotic
treatment. Finally, clean catch urine is an accepted
urine sample to diagnose UTI according to the
recommendations (13-27 % of bacterial
contamination) (8,11-14) but this method is only
possible for potty-trained children.

Recent studies have shown that bladder stimulation,
which consists of pubic tapping and lumbar massage,
would be a new, effective, non-invasive and safe
method of collecting urine in infants. Tran et al (15)
showed that bladder stimulation seems to be efficient
in obtaining midstream urine in 142 infants under
walking age. The success rate decreased with age
from 88.9% (newborn) to 28.6% (>1 y) (p = 0.0001)
and with weight, from 85.7% (<4 kg) to 28.6% (>10 kg)
(p =0.0004). Altuntas et al (11) include 127 term new
born. Bladder stimulation and lumbar paravertebral
massage maneuvers were applied. The success rate of
urine collection was 78 % within 5 min of starting the
stimulation maneuvers. Herreros et al (16) showed
that the sensitivity and specificity of urine cultures
obtained using bladder stimulation in 60 infants < 90
days old were accurate and the contamination rate
was low (5%).

Microscopy and culture are the preferred methods for
diagnosing UTI (6). However, we do not have data
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from robust study on the bacterial contamination rate
for urine sample using this new technique in infants <
6 months. We hypothesize that the bladder
stimulation is a technique for obtaining urine with a
contamination rate equivalent to those obtained by
bladder catheterization, in the diagnosis of febrile
urinary tract infection in infants under 6 months of
age.

If our hypothesis is true and the rate of urine
contamination collected by bladder stimulation is
acceptable, the infants included in the study will have
benefited from a non-invasive and valid means of
collecting urine.

METHODS/DESIGN

Aim of the trial

The aim of the trial is to assess equivalence, regarding
bacterial contamination, of two techniques for urine
sample collection, bladder stimulation versus urinary
catheterization in infants less than 6 months
suspected to have an UTI.

Primary and secondary outcomes

Primary outcome is the bacterial contamination,
defined as a growth of two or more micro-organisms,
or the presence of a non-uropathogenic germ
(lactobacilli, Staphylococcus Coagulase negative,
Corynebacterium), or a bacteriuria less than 10* CFU /
ml for bladder catheterization and less than 10> CFU /
ml for clean catch urine collected by bladder
stimulation, or leukocyturia less than 10* / ml. (6, 7,
17-19). To choose these criteria, we assumed that the
clean catch urine collected via the bladder stimulation
was at least as good as the clean catch urine obtained
during the urination of the continent infants. The
principle of the clean catch urine being to avoid
contamination by commensal flora of the urethra,
there should be no difference in quality between
these two modes of collection. A sterile culture result
(absence of germ) defines the absence of urinary tract
infection and the absence of contamination.

We will calculate the bacterial contamination rates for
the two techniques as the ratio between the number
of cytobacteriogical testing of urine presenting a
contamination and the number of cytobacteriogical
testing of urine carried out in each group.



Secondary outcomes will assess the discomfort of the
technique, the diagnostic performance of the urinary
dipstick using both techniques of urine sample
collection and the risk factors associated with the
failure of the bladder stimulation.

The discomfort of the technique will be evaluated at
different times of the procedure using the EVENDOL
scale (20) (validated tool to evaluate pain in infants
from birth to 7 years old in the context of the
emergency room): Time 1: before disinfection, Time
2: For bladder stimulation, the discomfort will be
evaluated when the technique is started. For urinary
catheterization, the discomfort will be evaluated
when catheter is introduced into the urethra. Time 3:
For both techniques, the discomfort will be evaluated
1 minute after the end of the maneuvers (end of the
miction for bladder stimulation and removal of
catheter for urinary catheterization). At the end of the
maneuvers, the infant is put back in the arms of his
parents. For children who will have had two
stimulation maneuvers (cf infra: Intervention), scores
registered during the second maneuver will be
considered for for the analysis.

The diagnostic performance of the urinary dipstick
will be established through sensitivity, specificity,
positive predictive value, negative predictive value
(Se, Sp, VPP and VPN) and accuracy taking urine
culture as Gold Standard. A urinary infection with
urinary dipstick, "positive urinary dipstick”, is defined
by the presence of leukocytes at least "low" or "+"
and/or positive nitrites.

Risk factors potentially associated with the failure of
the bladder stimulation technique (no urinary or
quantity < 2 ml) that we will study are: pain, weight
(in kg), sex, age (in months), time since last meal
(delay between the time when we collect urine
sample and the time of the last meal, in minutes),
time since last urination (delay between the time
when we collect urine sample and the time of the last
urination, in minutes).

Design/setting/participants

Our study is a prospective multicenter randomized
clinical trial. This research is conducted in 4 Pediatric
Emergency Departments: the University Children’s
Hospital of Nice (France), the University Hospital of
Lille (France), the General Hospital of Grasse (France),
and the General Hospital of Antibes (France). The
regional ethics committee approved the trial protocol
(Comité de Protection des Personnes Sud-
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Méditerranée V, ID RCB: 2010-A00784-35). The study
has been registered in the ClinicalTrials.gov protocol
registration system (NCT XXXXXX). (ref). Seven
hundred seventy infants under the age of 6 month
suspected to present UTI will be included: 480 in the
bladder stimulation group and 290 in the urinary
catheterization group.

Inclusion criteria are: infants under the age of 6
months, urine sample required for the diagnosis of an
UTI and signed parental consent.

Exclusion criteria are: vital distress signs, and a
contraindication to bladder catheterization (external
genitalia or bladder malformation).

The total duration of inclusion will be 2 years. The
duration of participation of the patient will be 1 day.

Intervention

The bladder stimulation technique is performed
following genital cleaning with a 2 % castile soap,
which is part of the sterile clean catch urine collection
cup kit. For the technique, infants will be held under
their armpits by a parent over the bed, with legs
dangling in males and hips flexed in females. The
nurse or technician will then alternate between
bladder stimulation maneuvers: gentle tapping in the
suprapubic area at a frequency of 100 taps per minute
alternated with lumbar paravertebral massage
maneuvers. These 2 maneuvers will be alternated
every 30 seconds until the urine is obtained with a
maximum duration of 3 minutes. In case of failure, the
maneuver can be repeated after 20 minutes . es. In
case of failure of the 2 attempts, urine will be
collected by urinary catheterization.

The urinary catheterization will be carried out by a
nurse or technician present according to the usual
recommendations and practices. These usual
recommendations and practices will be verified and
validated with each of the centers at the initial
training meeting.

The urine was immediately sent to the laboratory in
urine culture tubes. An initial analysis of all samples
using Multistix  colorimetric test strips for
determination of nitrite and leukocyte esterase was
performed. The urine was inoculated with 10 plL
calibrated loop in parallel in URlI SELECT medium
(chromogenic  medium). Samples were then
incubated at an ambient air temperature of 37°C.
Urine culture results were evaluated after 24 h.
Samples without any growth or less than minimum
colony counts were considered to be negative. The
identification of bacteria growing in positive culture



was based on biochemical reaction. When evaluation
after 24 h of incubation was not clear, plates were
checked again after 48 h.

Randomization:

Patients will be randomized into one of the 2 study
groups: Intervention group (collecting urine by
bladder stimulation) and Control group (collecting
urine by bladder catheter).
Having obtained written informed consent from both
parents, and after verifying the selection criteria, the
investigator in each center will proceed to
randomization. Randomization will be integrated in
the electronic case report file (e-CRF) devised
specifically for the study with Open Clinica® software.
Using their personal access details to login, the
investigator will provide the necessary patient
information (i.e. the first letter of their first and last
name and their date of birth) for random allocation to
treatment by the online randomization module
(Inclusio®). Randomization can then take place
around the clock, 7 days a week. The treatment group
and inclusion number for the patient will then be
relayed to the investigator. The patient's trial records
will then be created automatically, allowing data to be
entered.

Randomization will be performed centrally at the
Delegation for Clinical Research and Innovation of
Nice University Hospital (DRCI). The randomization
will be stratified on the participating centers. The
randomization lists will be carried out using nQuery
Advisor® v 7.0 software, allowing the unbalanced size
of the groups (block technique; the size of the blocks
is not precised to preserve randomization).

Power calculation

There are, to date, no data concerning contamination
rate of urine sample collected using the bladder
stimulation technique. In the literature, the average
contamination rates associated with bladder
catheterization and clean catch urine are about 10%
and 20% respectively (8,11,16).

As we discuss previously, we consider that we can
assume that the contamination rate with bladder
stimulation is of the same order of magnitude as with
the clean catch urine. We then hypothesize a
contamination rate of 20% with bladder stimulation.
Our study hypothesis is that contamination rate with
the techniques studied, bladder catheterization and
clean catch urine through bladder stimulation, are
equivalent.
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Following AAP guidelines (7) that specifies that clean
catch urine is an acceptable technique of urine
collection in the diagnosis of UTI, we consider that
until a threshold of 30% for contamination rate, clean
catch urine is still interesting regarding its non-
invasiveness. Indeed, we consider an equivalence
limit of 20% compare to the contamination rate with
the bladder catheterization to assess equivalence
between the two techniques.
The tested statistical hypothesis, will be:

Ho: | Psladder catheterization = PBladder stimulation | >0.20
Versus

Hi: |PBIadder catheterization = PBladder stimulation | <

0.20

Assuming a type | error rate of 5% and a power of 90%,
the sample size required is 260 children per arm
(nQuery Advisor® v 7.0). From our preliminary study
we anticipate that bladder stimulation technique will
fail in 40% of the children. Then we need to enroll 434
patients to meet expected sample size in this group. If
we consider 10% patients more to allow for
incomplete data or technical problems, we will
include 480 patients in the bladder stimulation arm
and 290 in the bladder catheterization arm for a final
sample size of 770 chidren.

Statistical analysis

General considerations

The statistical analyses will be performed by the
biostatistician of the DRCI at the Nice University
Hospital. Before each analysis is performed, the
conditions for the application of the tests that were
used will be verified. The various tests will be
considered significant at a threshold of 5% (unless
otherwise specified). Continuous variables will be
described using the number of observations (N),
arithmetic mean (Mean), standard deviation,
minimum (MIN), median (Median), and maximum
(MAX) values. Categorical variables will be
summarized by absolute (N) and relative frequencies
(%). The statistical analysis will be performed

using SAS Enterprise Guide 7.1 software (Copyright
(c) 2017 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Disposition of patients

According to the CONSORT 2010 statements, a flow
diagram of the progress through the phases
(enrollment, allocation, follow-up, and analysis) of
this study will be presented.




Demographic and baseline characteristics

Baseline demographics and clinical characteristics
data will be listed and summarized by group. As
recommended by the CONSORT guidelines, the
principal characteristics of the patients will be
compared between the two groups at inclusion, but
no statistical analysis of this will be performed. The
comparability of the two arms will be assessed
clinically rather than statistically.

Missing data
According to the short duration of the participation to

the study for each patient we expect few missing data
and no data replacement is planned.

Models adjustment

The statistical models that are constructed will be
adjusted in the first instance by center, which is a
stratification parameter of randomization. With the
aim of taking into account the potential confounding
that may persist despite the randomization the
adjustment may be completed by factors that would
be clinically imbalanced between groups at baseline.

Analysis of primary endpoint

The contamination rate will be presented in each
group with its 95% confidence interval (Cl).
Equivalence will be assessed if the exact 95CI of the
difference between the contamination rates is
entirely included in the interval [-20% ; 20%].

The rate of failure (urine bacteriological analysis not
done) of each technique will be also presented,
globally and according to the reason of the failure
(urine not collected, insufficient volume of urine,
laboratory technical problem...). In the bladder
stimulation group the failure rate will be given after
the first and second attempt as well as the proportion
of parents refusing the second attempt.

As it is recommended for equivalence studies the
main analysis will be run on the per-protocol
population. Furthermore, in this non therapeutic trial,
it seems relevant to exclude with a failure as already
mentioned. Indeed, as a high rate of failure is
expected (40% in the bladder stimulation group),
replacement of CBEU missing data would lead to a
potentially biased comparison of the techniques.
Rather, it seems more adequate to discuss our results
and the relevance of the bladder stimulation in the
light of the observed failure rates.

Analysis of secondary endpoints
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Discomfort (Evendol score) during the intervention
will be compared between the two groups using an
analysis of covariance with Evendol during
intervention as the dependent variable and the group
as the variable of interest. The model will be adjusted
on the Evendol score at baseline and the center
(stratification parameter). Potential other
confounding factors may be considered as described
above (§ models adjustments). The same analysis will
be rerun to compare discomfort after the
intervention.

Diagnostic performance for UTI diagnosis of the
dipstick using urine collected through catheterization
or stimulation will be assessed considering urine
culture as the Gold Standard. Se, Sp VPP and VPN will
be calculated, as well as their 95% Cl using Wilson’s
score method. Accuracy will be also presented. Only
patients with an evaluable dipstick and CBEU will be
included in this analysis.

Associations between potential risk factors (described
in the “outcome” paragraph) and bladder stimulation
success will be studied using a logistic regression
model with the dependent variable being the success
of the stimulation. Univariate logistic regressions will
be performed to select the risk factors significantly
associated with bladder stimulation success that have
a p-value < 0.20. These risk factors will then be
included in a multivariate regression model. Finally,
the multivariate model will be adjusted as planned
above (§ models adjustment). The OR and their 95%
Cls will be provided. This analysis will be performed
on all patients in the experimental group who
underwent bladder stimulation; infants with an
observed urine collection failure at the the first
attempt and who will not do the second attempt will
not be included in this analysis.

Data management
The database

The data for the study will be recorded in the e-CRF.
This will be implemented by the Data Manager of the
DRCI using OpenClinica® software. Specification of
parameters and the implementation of the e-CRF for
data collection, including user training, will be the
responsibility of the Department of Clinical Research
and Innovation.

The investigators along with the clinical research
assistants in each center will take responsibility for
the data collection and for entering it directly into the
e-CRF. The data will be securely stored, with specific
access rights granted to members of the study team
according to their role in the study.



Data quality control

Data quality control will be performed on the e-CRF,
using the patient medical file by the sponsor, during
the planned monitoring visits by the DRCI Clinical
Research Officer.

Once the final data have been entered, their validity
and coherence will be checked by the Data Manager
of the DRCI, and any requests for verification issued.
Throughout the study, any modifications to the
database will be recorded, thereby enabling a full
audit trail.

At the end of the quality control process, the database
will be locked and signed off by the principal
investigator, the data manager, and the head of
biometrics department at the DRCI. No modification
of the data will be possible after this time.

The locked database, together with the data
management report, will then be transferred to the
statistician for analysis.

Safety

All side effects in relation to the bladder stimulation
or the bladder catheterization will be documented
during the duration of the trial and will be reported to
the sponsor without delay. These data will be
provided for the periodical review of a Data and
Safety Monitoring Board.

DISCUSSION

The diagnosis of UTI in infants is difficult because the
symptoms are not specific: fever> 38 ° for more than
48h without any source, vomiting, abdominal pain,
apathy, irritability, anorexia, jaundice (5,21).

The risk to have a urinary tract infection before the
age of 2 is high (1,2). Because a delay in diagnosis may
expose infant to severe complications it’s important
to do the diagnosis. The diagnosis of UTI requires
collecting urine sample using different techniques,
quite invasive for infants before potty training,
according to the AAP recommendations. Clinician’s
choice on the technique should be guided as follows:
the best quality of the urine sample, the least invasive,
the safest and quickest technique and potentially the
least expensive.

Our team (15) assessed previously the bladder
stimulation technique to obtain a clean-catch urine
sample in infants with a success rate decreasing with
age from 88.9 % (newborn) to 28.6 % (> 1 year),
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justifying why we have decided to include infants less
than 6 month.

Cytobacteriogical examination of urine (CBEU) is the
only test that can positively confirm the diagnosis of
urinary tract infection.

However, improperly collected specimens or
incorrect interpretation of test results may contribute
to under or over diagnosis of UTI.

In order to have the best quality of urinalysis, the
American Academy of Pediatrics (AAP) recommends
supra pubic aspiration (1-9 % bacterial contamination)
(7-9) and urinary catheterization (8-14 %
contamination) (7-9) for collecting urine but these
techniques are invasive and painful. Few studies
compared the bladder stimulation with other
techniques.

Herreros et al (16) compared clean-catch
standardized stimulation technique and bladder
catheterization in 60 infants under 90 days old. Clean-
catch technique sensitivity was 97 % (95 % Cl 82 % to
100 %) and specificity was 89 % (95 % Cl 65 % to 98
%). The contamination rate of clean catch samples
was lower (5 %) than the contamination rate of
catheter specimens (8 %). But this study concerns only
a small sample of infants under 90 days old.

In the present study, we hypothesize that the bladder
stimulation is a technique for obtaining urine with a
contamination rate equivalent to those obtained by
urinary catheterization, in the diagnosis of febrile
urinary tract infection in infants under 6 months of
age in a large sample of 770 infants.

However, our study has limitations. Ideally, clean-
catch urine would have been compared with urine
obtained using a suprapubic aspiration or urinary
catheterization in the same infant (22) but this
method is time consuming and, particularly, the
design study is quite difficult to be accepted by
parents for ethical considerations.

If our hypothesis is true, infants included in the study
will have benefited from a non-invasive and valid
means of collecting urine. Moreover, this new method
of collecting urine, instead of carrying out an invasive
sampling, allows a better acceptability by the parents.

Bladder stimulation is a simple, non-invasive and safe
technique for collecting urine in an infant suspected
of having a urinary tract infection with a significant
success rate (60 % in infants under 6 months of age)
and a reasonable collection time in a patient in
pediatric emergency unit.
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ANNEXE 3 : Rapport d’évaluation (PHRC-1 2017)

Rapport Evaluation Scientifique et Méthodologique PHRC Interrégional 2017
GIRCI PACA

Titre du Projet : Evaluation de la technique de stimulation vésicale comme moyen d’obtenir des urines
de qualité dans le diagnostic d’infection urinaire fébrile chez le nourrisson."EE-Sti.Ve.N"

Investigateur principal : Dr DEMONCHY

Type de projet : — Multicentrique entre plusieurs interrégions — Thématique respectée : OUI — Porteur du
projet habilité : OUI

Evaluation Méthodologique : 13/20 Il s’agit d’un essai de non-infériorité évaluant le taux de
contamination des urines par SV vs sondage vésical chez des enfants des moins de 6 mois pour lesquels
un diagnostic d’infection urinaire est suspecté. Faiblesse méthodologique portant essentiellement sur la
définition méme de I'objectif qui exclut de principe 40% des patients inclus dans le bras SV (dans le cadre
d’une analyse per-protocole), ce qui semble « considérable » pour |’évaluateur, sans tenir compte du fait
que ces nourissons auront dans la suite un sondage vésical. Pour le méthodologiste, il s’agit donc d’une
question mal posée au départ : - Qui ne devrait pas étre la comparaison de la contamination urinaire
entre les 2 groupes - Mais la comparaison de la réussite du diagnostic d’lU entre un groupe SV + sondage
si échec vs sondage vésical d’emblée.

Evaluation Scientifique Evaluateur N°1:17/20 Les critéres les moins robustes (grille de notation) sont la
définition de I'OP (mais pas de précision) et le doute quant a la possibilité de valorisation des résultats
attendus. Cependant, dans les commentaires, il est précisé qu’il s’agit d’un projet pertinent, réalisable et
correspondant a un vrai probléme pratique. Evaluateur N°2 : 18/20 Aucune remarque négative dans la
grille de notation sur la définition de I'OP, de la population choisie ou de la faisabilité. Résultats
potentiellement valorisables et susceptibles d’'amener vers un changement de pratiques. Aucune
remarque négative sur le fond. Projet considéré comme original, innovant et méritant d’étre soutenu.

AU TOTAL : 17/20

Aprés synthése des évaluations et relecture attentive du projet, je retiens avant tout les remarques
positives des évaluateurs scientifiques qui confirment la pertinence de la question posée et la faisabilité
de ce projet pour y répondre. Les remarques plus nuancées du méthodologiste portent en fait sur le
rationnel scientifique et la définition de I'objectif principal en terme de pertinence, ce qui ne semble pas
étre un probléme pour les 2 évaluateurs scientifiques. De plus, dans le projet, la capacité de recrutement
et la faisabilité sont déja justifiées par les résultats de la file active du service des urgences pédiatriques
du CHU de Nice, ainsi que par les résultats d’une étude monocentrique de faisabilité déja menée dans ce
contexte. Il me semble donc que ce projet doit étre soutenu et financé par le GIRCI.
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Résumé

Evaluation de la technique de stimulation vésicale comme moyen d’obtenir des urines de qualité dans
le diagnostic d’infection urinaire fébrile chez le nourrisson de moins de 6 mois

Introduction : Les infections urinaires sont fréquentes chez les enfants et nécessitent d’étre
diagnostiquées rapidement. Le diagnostic est difficile chez les enfants, car les symptédmes ne sont pas
spécifiques. Une analyse d’urine de bonne qualité est donc primordiale. L’American Academy of Pediatrics
recommande la ponction sus pubienne (1 a3 9 % de contamination) et le sondage vésical (8 a 14 % de
contamination), mais ces prélevements sont invasifs. De récentes études ont montré que la stimulation
vésicale, qui consiste a des tapotements sus pubien et des massages lombaires, serait une nouvelle
méthode de recueil des urines efficace, non invasive et sans risque chez les nourrissons. Cependant, nous
n’avons que peu de données concernant la contamination de ce nouveau mode de recueil des urines. Nous
formulons I'hypothese que la technique de stimulation vésicale permet d’obtenir des urines ayant un taux
de contamination équivalent a celles obtenues par sondage vésical, dans le diagnostic d’infection urinaire
fébrile chez le nourrisson de moins de 6 mois.

Matériel et méthode : L'objectif de cette étude est de démontrer que les taux de contaminations des
urines recueillies en milieu de jet par la technique de stimulation vésicale sont équivalents a ceux des
urines obtenues par sondage urinaire chez le nourrisson de moins de 6 mois suspect d’infection urinaire
fébrile aux urgences pédiatriques. 770 nourrissons suspects d’infection urinaire, se présentant dans un des
quatre centres participants, seront inclus, pendant une période de 2 ans. lls seront ensuite randomisés
dans un des 2 groupe : stimulation vésicale ou sondage urinaire. Le critere de jugement principal sera le
taux de contamination des urines sur I'ECBU.

Discussion : Le risque d’avoir une infection urinaire fébrile avant I'age de 2 ans est élevé. Un retard au
diagnostic expose a des complications sévéres. Recueillir des urines chez un enfant n’ayant pas encore
acquis la propreté se révele compliqué. Une nouvelle méthode de recueil, la stimulation vésicale, semble
étre le moyen idéal. Cependant, peu d’études ont évalué le taux de contamination des urines recueillies
par stimulation vésicale chez des nourrissons. Notre étude est la premiéere a évaluer la qualité des urines
recueillies par cette méthode chez un nombre aussi important de nourrissons.

Conclusion : Si notre hypothése se révele exacte et que la qualité des urines recueillies par stimulation
vésicale est acceptable, les nourrissons inclus dans cette étude auront bénéficié d’un moyen de recueil
fiable et non invasif.

Mots clés : stimulation vésicale, infection urinaire, contamination, nourrissons, recueil d’urine



