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INTRODUCTION

Le sepsis est une cause majeure de morbidité et mortalité, tant chez I'adulte que chez le nouveau-né.
De diagnostic difficile, de pronostic incertain, c’est une éventualité clinique a évoquer
systématiquement devant toute situation de fiévre.

Pourtant, le clinicien se retrouve souvent démuni devant le peu d’examens biologiques permettant
d’affirmer ou d’infirmer la présence de cette situation clinique et d’évaluer sa gravité. Le
prélevement de séries d’hémocultures reste I'examen diagnostique de référence, cependant le délai
de pousse étant particulierement long, I'affirmation rapide du diagnostic de sepsis ne peut étre
déterminée par cet unique moyen. Restent la numération formule sanguine (NFS), contributive mais
aspécifique, ou encore de nombreux dosages biochimiques utilisés en pratique courante comme la
protéine C-réactive (CRP) ou encore la procalcitonine (PCT). L'idéal serait I’existence d’un marqueur
de rendu de résultat raisonnablement rapide, suffisamment sensible et spécifique, dans I'optique de
confirmer ou infirmer d’emblée I'éventualité d’un sepsis; cela aurait notamment I'avantage
d’orienter précocement le clinicien vers la prescription ou non d’une antibiothérapie, ou permettrait
de raccourcir la durée de celle-ci.

En particulier, le diagnostic du sepsis néonatal demeure un défi avec peu d’outils tant sensibles que
spécifiques en vue d’un diagnostic précoce. De plus en plus d’études mettent en lumiere I'intérét
potentiel de la cytométrie en flux (CMF) dans ce but; tel est le sujet de cette these, qui se
concentrera sur le cas particulier des situations de sepsis chez les nouveau-nés et plus
particulierement les nouveau-nés prématurés.
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1. GENERALITES SUR LA CYTOMETRIE EN FLUX

1.1. Définition et principe de la CMF

La CMF est une technique permettant d’étudier les parameétres physiques et biologiques des cellules
individuellement présentes dans un prélévement (sang, moelle ou autres) ; puis, en regroupant les
informations issues d’'un tres grand nombre de cellules, d’en déduire les caractéristiques de la
population étudiée (on parle d'immunophénotypage cellulaire).

Les phénomenes optiques engendrés permettent une analyse des caractéristiques physiques (taille,
structure).

Pour cela, des anticorps monoclonaux, couplés a des fluorochromes ou molécules fluorescentes, sont
utilisés. Ceux-ci rendent possible la détection tres précise des antigenes de différenciation a la
surface cellulaire : on parle de « cluster de différenciation » (abrégé en CD, voir en 1.2.).

Schématiquement, le systéme, particulierement sophistiqué, se compose en trois parties (figure 1) :

- un systeme fluidique, qui a pour objectif d’'une part d’aligner les cellules les unes derriere les
autres dans une veine liquide et, d’autre part, de permettre le passage d’un maximum de
cellules en un minimum de temps. A la base de la CMF, ce phénomene est appelé focalisation
hydrodynamique,

- un systeme optique (constitué de lasers comme source de lumiére ainsi que de filtres optiques
qui séparent la lumiere émise et la dirigent vers les détecteurs) qui a pour but de transformer
les caractéristiques physiques et biologiques des cellules en signaux lumineux mesurables,

- un systeme électronique qui convertit les différents signaux lumineux en données
informatiques exploitables (1,2).

Figure 1 : principe général de la CMF
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1.1.1. Systéme fluidique : focalisation hydrodynamique

La suspension cellulaire est injectée a l'intérieur du flux du liquide de gaine dont la vitesse est
constante. Il s’écoule ensuite par une buse de plus faible diamétre qui permet a débit constant une
accélération de la vitesse d’écoulement. Cela entraine un étirement de la suspension cellulaire. Ainsi,
les cellules se retrouvent alignées au centre du jet et peuvent étre analysées une par une a grande
vitesse (figure 2).

— RN

Suspens%r?ODDOD 009 OOOD fe

L O
entrainée O
S o 00 o o © O O
o
“——~—> Liguide d'entrainement

Figure 2 : systéeme d’hydrofocalisation (1)

1.1.2. Systeme optique

Le passage des cellules devant le faisceau laser permet de générer trois grands types d’informations
lumineuses :

- La diffusion aux petits angles (forward scatter ou FS). Elle est collectée dans I’axe du faisceau
laser et correspond a la diffraction de la lumiéere lors du passage des cellules devant le
faisceau. Elle est donc liée a la taille des cellules (figure 3).

- La diffusion aux grands angles (side scatter ou SS). Elle est collectée perpendiculairement au
faisceau laser et correspond a la lumiére diffusée par les éléments intracellulaires. Elle est
donc liée a la granulosité du contenu cellulaire (figure 3).

Side Scatter Detector

Light Source Forward Scatter Detector

Figure 3 : principe des FS et SS (5)
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Le graphique suivant (figure 4) illustre la séparation en FS/SS des cellules circulantes.

250 =
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Forward Scatter

Figure 4 : séparation conventionnelle des cellules circulantes en FS/SS (5)

- Lintensité de fluorescence. Les molécules fluorescentes excitées par une source de lumiere a
une longueur d’onde donnée émettent un signal lumineux d’une longueur d’onde supérieure
a celle absorbée. La fluorescence est émise dans toutes les directions de I'espace et est
mesurée a 90° de I'axe du faisceau excitateur.

Le banc optique (figure 5) a pour objectif de séparer les différentes longueurs d’onde de fluorescence
et d’acheminer chacune d’entre elles vers un détecteur dédié. Pour cela, des jeux de miroirs sélectifs
(dichroiques) et des filtres interférentiels sont répartis au niveau du banc optique (6,7).

Figure 5 : banc optique d’un cytomeétre de flux (4)
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1.1.3. Systéme électronique et informatique

Les différents types de signaux lumineux sont séparés par des filtres optiques, collectés par des
photomultiplicateurs (PMT), amplifiés, numérisés, traités et stockés par un ordinateur. La conversion
du signal lumineux en courant électrique est assurée par les PMT. Les signaux électriques vont étre
analysés par un convertisseur analogique-digital. Ces fichiers peuvent par la suite étre modifiés et
retraités grace a des logiciels informatiques spécifiques.

L’ordinateur calcule les données statistiques associées a la distribution des paramétres mesurés et les

représente sous deux formes classiques :
- les nuages de points (ou dot-plots) qui montrent I'expression de deux parametres 'un par
rapport a l'autre (les axes représentant alors les intensités de fluorescence),
- les histogrammes mono-paramétriques qui exposent le nombre d’événements en fonction de

l'intensité de fluorescence

Les figures 6 a 9 illustrent les divers types de graphiques exploitables qu’il est possible d’obtenir en
CMF.

Figure 6 : exemple d’un histogramme monoparamétrique

Figure 7 : exemple d’un dot-plot en deux dimensions : en ordonnée l'intensité de fluorescence SS en
fonction de I'intensité de fluorescence en CD45 (marqueur pan-hématopoiétique)

17



Figure 8 : exemple d’un dot plot en 3 dimensions (ici permettant de les séparer plus précisément les
granuleux en prenant en compte 3 intensités de fluorescence : CD45, CD10 et CD16)

Figure 9 : exemple de dot plot en 2 dimensions ayant pour but d’identifier 4 types de populations ; ici
CD11b+CD16+, CD11b+CD16-, CD11b-CD16+ et CD11b-CD16-
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1.2. Définition des CD

Le développement de la CMF a abouti a I'utilisation en pratique courante d’une vaste nomenclature
s’efforcant de classer les marqueurs cellulaires utilisés en les désignant par le vocable de clusters de
différenciation (CD) suivi par nombre attribué pour des raisons le plus souvent historiques. La
nomenclature de ces CD, glycoprotéines membranaires exprimées ou non en fonction de la cellule,
de la pathologie, etc., a pour but de faciliter leur utilisation pour l'identification et
I'immunophénotypage de cellules. Plus de 360 CD différents ont été identifiés chez I'étre humain
(12).

Figure 10 : CDs les plus couramment utilisés en hématologie : principaux marqueurs des lignées
cellulaires (8)

On parle alors des molécules CD quand il s'agit de trier des cellules par CMF. On symbolise alors par
un «+» ou un «—» la présence ou l'absence d'un marqueur sur une population, par exemple
« CD3+CD4- » signifiera que celle-ci exprime le CD3, CD commun a tous les lymphocytes T mais pas
le CD4. On parle de méme de cellules présentant une expression augmentée (forte) ou diminuée
(faible) du marqueur étudié.
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1.3. Applications de la CMF

La CMF est le complément indispensable de la morphologie pour le diagnostic et le suivi d'un certain
nombre d’hémopathies. On la considere ainsi comme la méthode de référence pour compter les
éléments cellulaires circulants ainsi que pour caractériser I'immunophénotypage d’un leucocyte.
Celui-ci est un élément clé du diagnostic de la plupart des hémopathies malignes, en particulier pour
les syndromes lymphoprolifératifs et les leucémies aigués. Il s’articule dans une démarche
pluridisciplinaire avec la cytologie, la cytogénétique, la biologie moléculaire et I'anatomo-pathologie.

En hématologie, la CMF est aussi utilisée dans I’évaluation de la MRD (maladie résiduelle) en réponse
au traitement dans certaines hémopathies, la numération des cellules souches hématopoiétiques
(CSH), le diagnostic de I’'hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN), de certaines thrombopathies

(1)...

De plus, les possibilités de tri cellulaire offertes par cette technique débouchent sur des applications
de recherche fondamentale et ce méme bien au-dela du champ médical.

1.4. Place au laboratoire d’hématologie

Des progrés considérables ont été réalisés dans I’harmonisation de la CMF (9,10). En journée, cette
méthode peut rendre des résultats fiables rapidement, la CMF en routine étant utilisée pour
identifier et quantifier des cellules hématopoiétiques, car plus précise, plus rapide et plus
reproductible que la cytologie classique. Toutefois la technique nécessite le plus souvent la présence
sur place d’un technicien et d’'un biologiste spécialisés ou tout au moins qualifiés pour traiter les
échantillons et en interpréter les résultats.

La CMF ne peut ainsi que difficlement étre mise en ceuvre en routine d’urgence H24, ou alors de
facon exceptionnelle.

On vient de voir les applications de la CMF en pratique courante, devenue maintenant
incontournable dans le diagnostic et le suivi de tres nombreuses hémopathies. Moins connue et
encore peu développé, de nombreuses études ont montré le potentiel intéressant de la CMF face aux
situations de sepsis, tant chez I'adulte que chez le nouveau-né, ce dernier cas de figure faisant I'objet
du sujet de cette théese.
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2. SEPSIS

2.1. Chez I'adulte — état des lieux

Un sepsis (du grec ancien onyig « putréfaction »), anciennement désigné par le terme « septicémie »
est un syndrome d'infection générale et grave de I'organisme par des agents pathogénes, le plus
souvent bactériens.

Historiquement, depuis sa premiére définition par Bone et al. en 1991 (12), le sepsis est divisé en
stades : SIRS (syndrome de réponse inflammatoire systémique) — ce dernier ne sous-entendant pas
nécessairement a la base une étiologie infectieuse, sepsis simple, sepsis sévere lorsqu’une
dysfonction organique est présente, choc septique lorsque celui-ci est réfractaire au remplissage
vasculaire ; cette classification, en pratique pas utilisée en néonatalogie, est par ailleurs aujourd’hui
obsoléte.

C>Septic

Severe Shock
Se pSiS Severe Sepsis + Hypotension

Sepsis + End Organ Damage

O

Sepsis

SIRS + Infection

O

“SIRS

Temp. >38°C or <36°C, HR >90, RR >20 or PaC0, <32,
WBCs >12,000 or <4,000 or >10% bands

Figure 11 : ancienne définition du sepsis (12)

En effet, depuis 2016, le sepsis a été largement redéfini (13), sa définition impliquant un
dysfonctionnement d'organe secondaire a une réponse inappropriée de I'héte envers l'infection. Le
sepsis est maintenant défini comme une dysfonction d’organe menagant le pronostic vital et causé
par une réponse dérégulée inappropriée de I’'h6te a une infection (14,15).

Il n’y a plus de notion de SIRS ou de distinction sepsis/sepsis grave. La présence de 2 points minimum
ou une augmentation de 2 points si dysfonction présente avant infection dans le score SOFA pour
Sequential Organ Failure Assessment (tableau 1) définit le sepsis chez un patient avec infection, ce
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seuil étant associé a une mortalité a I'hopital de 10% (13). C’est ce score, reflet des défaillances
organiques, qui permet désormais en pratique I'opérationnalisation clinique.

ICalcul du score SOFA 0 point 1 point 2 points 3 points 4 points

Pa0,/FiO, >400 301-400 201-300 101-200 et VA <100 et VA

Plaquettes x10°/mm” >150 101-150 51-100 21-50 <20

Bilirubine, mg/L (mmol/L) | <12 (<20) |12-19 (20-32) 20-59 (33-101) 60-119 (102-204) >120 (>204)

Hypotension PAM PAM Dopamine €5 ou Dopa > 5 ou adrénaline|Dopamine > 15 ou adré >
270mmHG| < 70mmHG | dobutamine (toute dose) | € 0,1 ou noradré €0,1 0,1 ou noradré >0,1

Score de Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6

ICréatinine, mg/L <12 12-19 20-34 35-49 >50

pumol/L) ou diurése (<110) (110-170) (171-299) (300-440) ou <500mL/j| (>440) ou <200mL/j

VA : ventilation assistée. PAM : pression artérielle moyenne [estimée par (PAS + 2 x PAD) / 3]. Amines : dose en y/kg/mn

Tableau 1 : score SOFA d’apres la Société de Pathologie Infectieuse de Langue Francaise (SPILF)

La fréquence du choc septique, exprimée pour 100 admissions en réanimation, est en augmentation
croissante au cours des 20 derniéres années en France (8,2 en 1993 a 15,4 en 2010). Toutefois, une
diminution significative de sa mortalité en réanimation (60,1 % en 1993 a 39,5 % en 2010) et, a un
moindre degré, a I’'hopital (62 % en 1997 a 48,7 % en 2011) est a souligner (16).

Cette amélioration nette de la survie, liée sans doute a I'optimisation de la prise en charge des
patients adultes, ne doit pas faire oublier le pronostic sombre du tableau clinique, les chiffres de
mortalité restant trés élevés. Malgré une détection précoce des cas de sepsis et des soins appropriés,
un des principaux enjeux reste la détection rapide de I'aggravation clinique survenant chez certains
patients et I'existence de marqueurs d’une potentielle gravité de la maladie.

2.2. Chez le nouveau-né

2.2.1. Définitions — EOS — LOS

On définit le sepsis néonatal (SN) comme une infection invasive, habituellement bactérienne,
survenant au cours de la période néonatale. La survenue du SN peut étre précoce (avant 72 heures
de vie) ou tardive (apres 3 jours) (17,18).

Le terme de « nouveau-né » est employé pour les bébés de moins de 28 jours ; au-dela, le terme de
« nourrisson » est préféré.

Le SN est une cause d'admission fréquente aux soins intensifs pédiatriques. Malgré les importants
progres réalisés dans la compréhension de sa physiopathologie, la mortalité du choc septique
demeure aux alentours de 20%, et ce dans les pays développés ayant de hauts standards médicaux. A
I’échelle mondiale, ce serait la cause de la mort d’un million de nouveau-nés par an dans le monde
(source OMS 2017).

La littérature a ce sujet envisage chez les nouveau-nés deux cas de figure : 'EQS (early onset sepsis,
sepsis précoce) et le LOS (late onset sepsis, sepsis tardif) (18), ces deux présentations se divisant
elles-mémes en trois possibilités, selon si le sepsis est possible, probable ou certain.

On parle d’infection certaine lorsqu’un prélévement central, hémoculture ou ponction lombaire, est
positif. Les infections certaines concernent de 1%o. a 4%o des naissances vivantes. L'infection est dite
probable lorsqu’il existe un faisceau d’arguments clinico-biologiques en faveur de l'infection (par
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exemple contexte infectieux a la naissance, mauvaise adaptation a la vie extra-utérine, élévation
isolée de la CRP, signes cliniques chez I'enfant, prélevements périphériques positifs) mais sans
préléevement central positif. Cette situation concerne 3 a 8 % des naissances vivantes. L'incidence est
multipliée par 20 chez le prématuré (19).

Les facteurs de risque d’infection néo-natale bactérienne précoce (EOS) sont les suivants :

- colonisation maternelle a streptocoque du groupe B (SGB) durant la grossesse actuelle
(préléevement vaginal (PV) de dépistage de SGB positif soit par culture, soit par PCR rapide en
per-partum, et/ou bactériurie a SGB),

- antécédent d’infection néonatale a SGB lors d’'une précédente grossesse,

- durée de rupture des membranes supérieure a 12 heures,

- prématurité spontanée et inexpliquée < 37 SA,

- fievre maternelle > 38,0° C en per-partum (ou dans les 2 heures qui suivent I'accouchement).

Le LOS rentre quant a lui dans le cadre des infections nosocomiales ; I'incidence des sepsis néonataux
a apparition tardive est inversement proportionnelle au degré de maturité et varie
géographiquement de 0,61% a 14,2% chez les nouveau-nés hospitalisés, survenant chez 15 a 25% des
nouveau-nés de trés faible poids de naissance et tout particulierement les prématurés (20).

2.2.2. Prématurité
2.2.2.1. Définitions

On parle de naissance prématurée lorsque celle-ci intervient avant le terme de la grossesse qui
correspond a 41 SA, soit 9 mois et demi a compter de la date des dernieres menstruations. Un enfant
est considéré comme prématuré s’il naft avant 37 SA, soit a 8 mois et demi de grossesse (23).

On distingue la prématurité induite, lorsque celle-ci a été provoquée médicalement en raison d’un
risque pour I'enfant ou pour la mére et la prématurée dite spontanée, contexte a haute suspicion
d’infection.

Trois niveaux de prématurité sont définis :

2éme

- la prématurité moyenne qui correspond a une naissance intervenant entre la 3 et la
36°™ SA révolue (7 mois a 8 mois de grossesse),

- la grande prématurité correspondant a une naissance intervenant entre la 28°™ et la 32°™
SA (6 mois a 7 mois de grossesse),

- et latres grande prématurité pour les naissances intervenant avant 28 SA, soit en-dessous de
6 mois de grossesse. L'extréme prématurité spontanée aurait presque toujours une origine

infectieuse (24).
2.2.2.2. Epidémiologie

Aucune survie n’a été obtenue en-dessous de 23 semaines (23), soit en-dessous de cing mois de
grossesse. En France et dans de nombreux pays développés, le taux de naissances prématurées est
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en hausse ces dernieres années. La prématurité est passée de 5,9% des naissances en 1995 a 7,4% en
2010. Entre 50 000 et 60 000 enfants naissent prématurément chaque année. Parmi eux, 85% sont
des prématurés moyens (32-37 SA), 10% sont des grands prématurés (28-32 SA) et 5% sont des tres
grands prématurés, nés a moins de 28 SA (chiffres INSERM).

La prématurité reste un probléme de santé publique majeur. Les accouchements prématurés
concernent 5 a 9% des grossesses, mais représentent 75% de la mortalité périnatale et au moins la
moitié de la morbidité a long terme. De 50 a 70 % sont spontanés — dont 30% font suite a une
rupture prématurée des membranes — et le mécanisme de ces accouchements reste mal élucidé.

Les études bactériologiques suggérent que I'infection intra-utérine est responsable de 25 a 40% des
accouchements prématurés, chiffre probablement sous-estimé en raison notamment des limites des
techniques de culture conventionnelles. On estime que l'infection méme peut étre a I'origine d’une
partie de la prématurité (24).

2.2.2.3. Causes

Environ 50% des naissances prématurées sont spontanées (23), dues a des contractions précoces
dont la cause est rarement identifiée, ou a la rupture prématurée des membranes (ces ruptures
étant parfois d’origine infectieuse).

L'autre moitié des naissances prématurées correspond a des naissances provoquées. |l s’agit alors
d’une décision médicale et la naissance a le plus souvent lieu par césarienne. Une naissance
prématurée peut étre décidée en raison d’un risque de décés du feetus ou de la mére en cours de la
grossesse. Ce risque peut étre lié a un retard de croissance grave du foetus, une hypertension
artérielle sévere chez la mere, ou une hémorragie maternelle dont 'origine n’est pas toujours
expliquée.

L’hypertension maternelle sévere représente environ 20% des motifs d’accouchements avant 32
semaines de grossesse. Elle peut en effet entrainer des complications graves comme la pré-
éclampsie, caractérisée par des anomalies rénales, ou I'éclampsie qui se manifeste par des
convulsions chez la mére en raison d’une souffrance cérébrale. Elle peut aussi entrainer des troubles
hépatiques, une destruction des globules rouges et des plaquettes.

Parmi les autres causes possibles d’accouchement prématuré, citons : les infections génito-urinaires
ou généralisées, des anomalies de 'utérus et du placenta (comme le placenta praevia qui peut se
compliquer d’'une hémorragie), le diabéte maternel ou encore I'hématome rétro-placentaire

(décollement prématuré du placenta accompagné d’'un hématome).

Un tiers des enfants prématurés sont issus de grossesses multiples (23).
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2.2.3. Mode de contamination et germes incriminés

La contamination peut étre prénatale, par voie hématogene (voie ombilicale lors d’une bactériémie
maternelle, transitoire ou non) ou par voie ascendante (infection du liquide amniotique par des
germes vaginaux). Elle peut étre pernatale, lors du passage a travers la filiere génitale. Enfin, elle
peut survenir en post-natal par auto-infestation ou contamination par I'entourage ou le matériel,
hospitalier ou familial.

Certains éléments en pré-partum doivent attirer I'attention quant au risque de survenue d’une
infection materno-foetale : I'absence d’une antibioprophylaxie bien menée en cas de portage du
streptocoque B chez la mere, un antécédent d’infection materno-foetale, la présence d’une
chorioamniotite, une fievre maternelle, une rupture de la poche des eaux prématurée, c’est-a-dire
avant 37 semaines d’aménorrhées SA), ou prolongée, supérieure a 18 heures. Au moment de la
naissance, des anomalies du rythme cardiaque foetal, un liquide amniotique teinté ou méconial sans
raison évidente doivent faire suspecter une infection.

Le streptocoque B représente a lui seul 40 a 50 % des infections materno-foetales. Escherichia coli est
quant a elle responsable de 20 a 30 % des infections mais serait la principale cause de mortalité (21),
7 a 8 % sont dues au streptocoque D, Listeria ayant quasiment disparu actuellement (22). Ces chiffres
concernent uniquement le nouveau-né et ne sont pas ceux rencontrés chez les plus grands enfants
(tableau 2).

Germes
frequents
Nouveau-né Streplocoque groupe B
E. coli
Petit enfant Haemophilus influenzae
Pneumocogque

Staphylocogue doré
Streptocoque groupe B

Enfant Pneumaocogue
Méningocogue
Haemophilus influenzae

Tableau 2 : pathogénes habituels de I'enfant d’aprés (19)

2.2.4. Prise en charge

Les signes cliniques d’une infection chez le nouveau-né sont non spécifiques et souvent discrets,
surtout chez le prématuré. Or, il existe un risque de décompensation rapide. On considére donc tout
nouveau-né symptomatique comme suspect d’infection jusqu’a preuve du contraire. La pauvreté du
tableau clinique au méme titre que son caractere aspécifique doit, en raison de la gravité potentielle
du sepsis chez le nouveau-né, faire systématiquement suspecter son éventualité, en particulier
devant tout signe de décompensation principalement hémodynamique, pulmonaire ou digestive
devant alerter et faire mettre en place une prise en charge adaptée (bi- voire triantibiothérapie) (19).
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Les infections néonatales restent des pathologies fréquentes, difficiles a diagnostiquer avec certitude
et potentiellement graves. En ce qui concerne le sepsis chez le nouveau-né, le probleme est plus
d’ordre diagnostique que pronostique ; en effet, la prise en charge maximale est toujours entreprise
des la moindre suspicion de sepsis (voir figures 12 a 14). Une bi-antibiothérapie voire tri-
antibiothérapie (céphalosporine de troisieme génération (C3G) + aminoside +/- amoxicilline) est
débutée devant toute suspicion d’infection et arrétée ou non apres réévaluation clinique, biologique
et bactériologique a 48 heures d’évolution (25).

Les symptomes sont multiples, non spécifiques et peuvent comprendre : diminution de l'activité
spontanée, succion moins vigoureuse, apnée, bradycardie, instabilité thermique, détresse
respiratoire, vomissements, diarrhée, distension abdominale, nervosité, convulsions, ictere... Le
diagnostic est clinique et basé sur les résultats de la culture.

Température maternelle > 38°C en periparium & 2 reprises,
tachycardie foetale, chorioamniotite, RPDE > 18H, ATCD IMF Strepto, B,
PV ou PLA ou bactériurie + Strepto. B, Apgar <7 a &'

Liquide gastrique
NFS CRP entre H12 et H24
Hospitalisation 2
RP&J3
si CRP > 30 mglL, Csi Lgi
GB<5GIL, plaguette<100 G/L ou CRP entre 10-30mglL

Figure 12 : approche pratiqgue pour un nouveau-né a terme, sans signes cliniques mais contexte
infectieux (19)
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Figure 13 : indication d’un traitement antibiotique chez un nouveau-né symptomatique (25)

En ce qui concerne la prématurité, la prise en charge differe selon si celle-ci est induite ou bien
spontanée, la prématurité étant plus inquiétante si aucune explication évidente n’est retrouvée

(figure 14).

Cause évidente a la prématurité

Pasd

Nouveau-né prématuré sans signes cliniques

|
'ATB

i

Bilan d'entrée : NFS CRP

CRP H24 +

|
- NFS H48

i

+-ATB

Prématurité inexpliquée
ATB probabiliste
NFS CRP + bactério

CRP HO-H24-H48 /NFS H48

+- arrét des ATB

Figure 14 : approche pratique pour un nouveau-né prématuré sans signes cliniques (19)

27



2.2.5. Diagnostics différentiels

Certaines infections virales, notamment a herpes disséminé, entérovirus, adénovirus, paréchovirus
(21) ou encore virus respiratoire syncitial (VRS), peuvent se traduire par un tableau de sepsis précoce
ou tardif, bien qu’elles n’en aient dans la plupart des cas pas la potentielle gravité, d’ou I'importance
d’un marqueur spécifique de I'infection bactérienne.

2.2.6. Role de la biologie

Les délais imposés par la réalisation des analyses bactériologiques ne sont pas compatibles avec une
utilisation véritablement avisée et efficiente des traitements antibiotiques. Dans ce contexte,
I'utilisation de marqueurs biologiques constitue un élément essentiel de la décision.

Dans le cadre de I'infection néonatale, la sensibilité est a privilégier aux dépens de la spécificité : en
effet, les conséquences potentiellement dramatiques de I'abstention thérapeutique sont tres
largement supérieures a celles qu’impliquerait un traitement par excés d’un enfant non infecté (27).
Un bilan bactériologique est réalisé, avec des prélevements centraux (hémocultures ainsi que
ponction lombaire en fonction de la clinique) et des prélevements périphériques, ces derniers
pouvant mettre en évidence une colonisation, mais ne justifiant pas a eux seuls un traitement
antibiotique : liquide gastrique, oreille, pharynx, flore fécale. Un bilan biologique est
systématiquement réalisé : NFS et dosage de la CRP.

Du fait de la démarginalisation des leucocytes provoquée par le stress de I|’accouchement,
I’hyperleucocytose est physiologique a la naissance, elle est donc peu contributive au diagnostic
d’infection néonatale (24).

La CRP, en raison de ses bonnes spécificité et sensibilité (24) demeure un outil indispensable, bien
que d’élévation relativement tardive ; elle n’est ainsi contributive qu’a partir de 12 heures de vie
(28). Elle reste cependant un bon marqueur de I'infection néo-natale.

La PCT reste d’une utilisation difficile au cours des premiers jours de vie et chez les prématurés (29).
Son dosage n’est pas recommandé au cours des 48 premieres heures de vie en raison de ses
variations journalieres (notamment pic de sécrétion a J1 chez tous les nouveau-nés sains comme
infectés) et de son absence de spécificité (augmentation lors de détresse respiratoire et troubles
hémodynamiques), contrairement a chez I'adulte.

D’autres marqueurs prometteurs sont encore a I'étude et non encore utilisés en pratique courante
(I'lL-6 (26), dont I'élévation semble particulierement précoce, le CD64 ou encore d’autres marqueurs
analysables en CMF).

2.2.7. Perspectives

2.2.7.1. EOS (early onset sepsis)

Les efforts actuels en matiere de prophylaxie antimicrobienne intrapartum par la mére ont réduit de
maniere significative les taux de maladie a SGB, mais ont été associés a des taux accrus d'infections a
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Gram négatif, en particulier chez les nourrissons de tres faible poids a la naissance. On I’a vu, certains
virus doivent étre pris en compte dans le diagnostic différentiel (21). Le traitement empirique doit
étre basé sur les profils locaux de résistance aux antimicrobiens, mais consiste généralement en
I'utilisation de C3G + aminoside +/- amoxicilline, jusqu'a ce que I'agent étiologique ait été identifié.
Les recherches actuelles portent principalement sur le développement de vaccins contre le SGB.

2.2.7.2. LOS (late onset sepsis)

La mortalité reste élevée, associée a une morbidité neurologique et pulmonaire significative (30). Les
données épidémiologiques sur les nourrissons de tres faible poids de naissance montrent que les
pathogénes prédominants du LOS sont les staphylocoques a coagulase négative, suivis par les bacilles
Gram négatif (BGN) et des champignons (31). En raison des difficultés liées au diagnostic rapide de la
LOS et du risque élevé de mortalité associé a la LOS et aux séquelles potentielles a long terme, un
traitement antibiotique empirique est initié en cas de suspicion de LOS. Cependant, le traitement
empirique est souvent utilisé de maniére inappropriée avec des antibiotiques a large spectre inutiles
et une durée de traitement prolongée. Le nombre croissant de BGN multirésistants dans les unités
néonatales de soins intensifs dans le monde est un probléme grave, qui nécessite des stratégies de
surveillance rigoureuses et efficaces et des schémas thérapeutiques appropriés.
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3. MARQUEURS DU SEPSIS EN HEMATOLOGIE
3.1. La myélémie — définitions — mécanisme

Les situations septiques, et ce d’autant plus qu’elles sont marquées, sont liées a une augmentation
du taux de polynucléaires neutrophiles (PNN) dans le sang ; en effet, le sepsis a pour conséquence
I'activation de la moelle osseuse (MO) par la sécrétion de G-CSF (granulocyte colony stimulating
factor), permettant une production en moins de 2 heures contre en moyenne 12 jours en temps
normal (32), ce qui peut conduire a la libération prématurée de cellules médullaires immatures dans
le sang (myélémie). Ceci a lieu sous I'influence de la stimulation de la MO par des catécholamines et
des cytokines pro-inflammatoires. Les PNN peuvent aussi étre recrutés a partir du pool
extramédullaire marginal (PNN accolés aux parois des vaisseaux sanguins).

Aussi la myélémie, c’est-a-dire la présence dans le sang de granuleux immatures (métamyélocytes,
myélocytes et promyélocytes) — du moins a I'exclusion de certaines hémopathies type syndromes
myéloprolifératifs — est étroitement liée a I'incidence d’une situation réactionnelle, notamment de
type infectieux. Le sepsis est un tableau ou I'on rencontre fréquemment ce genre de situation, avec
ses spécificités cytologiques et ses enjeux pronostiques. Dans le cadre de sepsis, les PNN peuvent
aussi présenter des anomalies cytologiques a type de corps de Ddhle (inclusions bleutées dans le
cytoplasme) ou de vacuoles cytoplasmiques, bien que ces derniers ne soient pas absolument
spécifiques d’infections systémiques.

Figure 15 : PNN normaux (en haut) comparés a des PNN de patients septiques : on observe certains
signes de souffrance liés au sepsis comme une hyposegmentation du noyau, une hypergranulation
relative ainsi que des vacuolisations cytoplasmiques (coloration au MGG, images du laboratoire
d’hématologie du CHU de Limoges prises au DM)
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Les automates de cytologie de routine détectent généralement assez bien cette myélémie lorsque
celle-ci est présente a un taux significatif, sans toutefois permettre de quantification précise.

En microscopie optique, les granuleux immatures peuvent étre identifiés et numérés
cytologiquement.

Divers auteurs parlent du stade de « band cell », particulierement présent en cas de situation
septique, qui serait un stade intermédiaire entre le métamyélocyte (précurseur granuleux le moins
immature) et le PNN mature se caractérisant par un accroissement de la condensation de la
chromatine et la transformation de la forme du noyau en une configuration en « saucisse » ou en
bande possédant un diametre uniforme tout au long de sa longueur, le stade PNN étant caractérisé
par I'existence de lobes bien individualisés reliés par de minces filaments chromatiniens (33,34,35).

Le décompte ou du moins la détection de la myélémie et des band cells est chose importante, c’est la
reproductibilité ainsi que la variabilité inter-opérateur qui pose probleme. En pratique, la distinction
avec des PNN matures est parfois floue, et varie énormément d’un opérateur a I'autre (36). Cela pose
I'intérét d’autres moyens que la cytologie pure dans le but de I'évaluer.

L’étude des granuleux immatures pour prédire I’évolution clinique de patients septiques a montré les
limites actuelles de la microscopie par rapport a la méthode de référence, la CMF. Bien que la
numération cytologique automatisée alliée a microscopie optique classique joue correctement son
role de sentinelle en détectant les frottis anormaux, la quantification des granuleux immatures tant
en microscopie manuelle qu’automatisée (DM) révele des disparités majeures. De plus, des
anomalies morphologiques notables sont observées dans le sepsis, d’autant plus que celui-ci est
grave (figure 15).

3.2. Intérét potentiel de la CMF dans le sepsis

En hématologie, nous venons de voir que la quantification de la myélémie est chose malaisée et de
reproductibilité plus qu’imparfaite. C'est pourquoi la CMF, technique permettant de caractériser
précisément les phénotypes cellulaires, offre d’intéressantes perspectives de développement,
pouvant grandement améliorer la reproductibilité de la quantification de la myélémie et la mise en
évidence des cellules exprimant certains marqueurs pro-inflammatoires.

En CMF, ces cellules immatures constituant la myélémie présentent un défaut d’expression de
certains marqueurs, dont CD10 et CD16 (figure 16), acquis plus tardivement au cours de la
maturation cellulaire. Dans le cadre de situations réactionnelles, on observe de plus sur ces
granuleux immatures certains marqueurs d’inflammation dont le CD64 (FcyRlI, récepteur au fragment
Fc des IgG).

Dans le sepsis, la présence de « band cells », de la myélémie, équivalents cytologiques des granuleux
immatures CD10dim et CD16dim et I'expression du CD64 sont bien connues. Au plan cytologique, on
vient de le voir, ces situations sont mal définies, mal codifiées et peu reproductibles.
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La frise suivante (figure 16) illustre I'acquisition de certains marqueurs au cours de la maturation
granuleuse :

Figure 16 : maturation granuleuse (Loken, 2008)

La CMF permet de discriminer avec une plus grande acuité les populations de granuleux matures et
immatures par rapport a la cytologie conventionnelle. Le tableau 3 expose les marqueurs qui seront
utilisés dans I'étude qui fait I'objet de ce mémoire.

Marqueur Noms usuels Granuleux immatures Granuleux matures

CD10 Néprilysine - CALLA — | Expression diminuée Expression normale
endopeptidase neutre

CD16 Récepteur au fragment Fc des IgG Expression diminuée Expression normale

Cbé64 Récepteur au fragment Fc des IgG Situations inflammatoires

CD11b Mac-1 —intégrine aM Marqueur de sepsis (58,59)

CD24 BA-1 — HAS Présent a partir du | Présent

stade myélocyte (57)

Tableau 3 : principaux CD présents sur les granuleux potentiellement utiles dans le cadre du sepsis
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3.3.Place de la CMF dans le sepsis — revue de la bibliographie

3.3.1. Etudes chez I’adulte

3.3.1.1. Dysfonctionnements immunitaires dans le sepsis

On sait que les syndromes septiques graves alterent profondément I'immunité innée et adaptative
en entrainant des dysfonctionnements immunitaires a I'origine d’une immunosuppression.

Le sepsis, qui a ainsi pour effet de perturber certains mécanismes immunitaires, induit une énorme
réponse inflammatoire systémique accompagnée d'un processus anti-inflammatoire agissant comme
rétroaction négative (37). L'hyperinflammation qui initie le sepsis est essentielle pour éradiquer
I'infection, mais provoque également une hypoperfusion et une insuffisance organique (38) ; de plus
la réponse inhibitrice devient en deuxieme lieu délétére car compromettant un grand nombre de
fonctions immunitaires, celles-ci pouvant étre directement responsables d’'une aggravation clinique
(37,39). Les lymphopénies observées en situation de sepsis pourraient étre partie intégrante de ce
processus, une lymphopénie persistante (60) apres la survenue d’un sepsis apparaissant prédictive
d’une mortalité précoce et tardive et pouvant servir de marqueur de I'immunosuppression induite
par le sepsis. Récemment, il a été montré que le sepsis induisait une immunosuppression marquée et
de longue durée partageant des similitudes avec I'immunosénescence ou les désordres immunitaires
tels que ceux rencontrés dans les situations de cancer (61).

Bien que les PNN représentent la premiére ligne de défense contre l'infection, on en sait peu sur leur
phénotype et leurs fonctions quelques jours apreés le sepsis, lorsque la phase immunosuppressive est
maximale (c'est-a-dire entre 3 et 8 jours).

Il a toutefois été mis en évidence chez les patients septiques une chimiotaxie des PNN nettement
altérée ainsi qu’un nombre accru de granuleux immatures circulants (CD10dim et CD16dim), bien
que les capacités notamment de phagocytose soient conservées (37). Ces aspects sont associés a un
risque accru de déces par choc septique. Les PNN circulants présentent des altérations
phénotypiques, fonctionnelles et morphologiques quelques jours aprés le début du sepsis et ces
dysfonctionnements peuvent participer au réle délétere de l'immunosuppression induite par celui-ci.
En effet, ce sont des granuleux en circulation — dits MDSC, pour myeloid-derived suppressor cells (39)
— qui semblent présenter des propriétés immunosuppressives et étre responsables de
I'immunosuppression observée lors du sepsis par I'induction d'une lymphopénie T.

Les résultats actuels ouvrent de nouvelles perspectives, notamment dans les mécanismes favorisant
les infections nosocomiales aprés un choc septique.

3.3.1.2. Intérét de la CMF dans le sepsis

En dépit du fait que la CMF reste encore un outil utilisé de fagon confidentielle et largement
cantonné a la recherche en ce qui concerne le sepsis, son utilisation pourrait étre utile a chaque
étape de gestion des patients en situation de sepsis, tant potentielle qu’établie. En effet, la relation
entre situations septiques et variations des marqueurs d’immaturité granulaire est aujourd’hui bien
établie.
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Parmi ceux-ci, I'expression du CD64 est augmentée dans les situations de sepsis, particulierement
chez le nouveau-né (voir plus bas) et une certaine corrélation avec la morbi-mortalité est mise en
évidence. En effet, le sepsis induit une modulation de I'expression de Fc récepteurs pour les IgG
(FcyR) sur les PNN, dont CD16 et CD64 (40).

De nombreuses études (voir en 3.2.1.4.) ont mis en évidence que la présence de granuleux CD64+
semble un outil sensible et spécifique pour le diagnostic de sepsis chez les adultes, les enfants et les
nouveau-nés (41), 'augmentation du CD64 étant de plus spécifique a l'infection bactérienne (42).

Les patients atteints de sepsis présentent une augmentation des taux de granulocytes CD64+, de
monocytes CD16+ dits pro-inflammatoires (44) et de granuleux immatures avec lymphopénie T, la
gravité clinique étant associée a des pourcentages plus élevés de granuleux immatures et a une
lymphopénie T plus profonde et parfois une monocytopénie (48). Le pourcentage de granuleux
immatures a aussi tendance a étre plus élevé chez les patients dont I'état clinique s'aggrave
rapidement, en particulier lorsque celui-ci est associé a une lymphopénie T (46) ; I'augmentation des
pourcentages de granuleux immatures étant également liée a la survenue de nouvelles défaillances
d'organe, elle semble associée a une augmentation du risque de déces tant précoce que tardif. En
résumé, la gravité clinique apparait associée a des pourcentages plus élevés de granuleux immatures
et a une lymphopénie T plus profonde.

En revanche, dans les études menées, les autres antigenes de surface des PNN ne diminuent que
légerement (CD11a) ou bien augmentent légerement (CD11b, CD18, CD35, CD66b et CD63) (46).

Au vu de la littérature, les principales caractéristiques immunophénotypiques du sepsis sont donc la
diminution des expressions du CD10 et du CD16 sur les PNN ainsi que I'augmentation du CD64.

3.2.1.3. Approche théorique — exemple du CD10

L'expression des antigenes de surface des PNN en réponse a l'inflammation a été étudiée chez
I’animal et I’humain par immunohistochimie (46) : il a été observé une diminution rapide et profonde
de I'expression du CD10 sur les PNN de babouins (jusqu’a 95%) en réponse a des injections de
quantités différentes d’E. Coli qui a par la suite progressivement retrouvé les niveaux d’avant
I'injection, la réduction dépendant a la fois de la dose injectée et du temps. L'expérience a été
reproduite chez I’humain au moyen d’injections de LPS : les volontaires ont ainsi présenté frissons,
nausées, fievre et myalgies transitoires. Jusqu'a environ 20% de leurs PNN avaient une expression du
CD10 réduite, atteignant un pic 2 a 8 heures apres l'injection. Au bout de 24 heures, I'expression du
CD10 des PNN était revenue aux niveaux d’avant l'injection. Ces données présentent I'observation
selon laquelle I'expression de CD10 des PNN est diminuée de maniére significative en réponse a une
réaction inflammatoire in vivo.

In vitro, I'expression de CD10 mesurée sur des échantillons provenant de patients septiques,
objective une capacité d'expression de CD10 significativement réduite par rapport aux témoins sains
(47).
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3.2.1.4. Exemple de deux études menées chez I'adulte

Deux études prospectives successives, conduites a Limoges, ont eu pour but la caractérisation
cellulaire en CMF dans le cadre du sepsis, et ce chez I'adulte.

Etude Septiflux 1

Tous les patients admis aux urgences ou en réanimation pour un sepsis évoluant depuis moins de 24
heures étaient éligibles. Les critéres d’exclusion étaient : grossesse en cours, age inférieur a 18 ans,
tumeurs solides, infection par le VIH, pathologie hématologique ou inflammatoire autre que le
sepsis, médicaments immunosuppresseurs. Au final, 177 patients ont été inclus.

Pour chaque patient, une stratégie de fenétrage a permis d’isoler les lignées cellulaires d’intérét. Par
exemple, la combinaison CD10/CD24/CD34/CD64/CD45 a permis de sélectionner les granulocytes qui
exprimaient faiblement CD10.

Pour isoler les granuleux CD16dim, la combinaison CD14/CD45/CD16/CD11c/CD11b a été utilisée.
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Figure 17 : Septiflux 1 : courbes de survie de Kaplan-Meier

(a) absence d’augmentation de la proportion de granuleux immatures CD16dim et CD10dim :
référence

(b) absence d’augmentation de la proportion de granuleux immatures CD16dim/augmentation
de la proportion de granuleux immatures CD10dim : pas de différence significative, avec
95,5% des patients en vie aJ30

(c) augmentation de la proportion de granuleux immatures CD16dim/absence d’augmentation
de la proportion de granuleux immatures CD10dim : survie diminuée, avec 85% des patients
en vie aJ30

(d) augmentation de la proportion de granuleux immatures CD16dim/augmentation de la
proportion de granuleux immatures CD10dim : survie diminuée, avec 63% des patients en vie
alJ3o

Les seuils de 90% de CD10dim et de 15% de CD16dim ont permis de prédire une aggravation du
sepsis a 48h avec une sensibilité de 57% et 70%, et une spécificité de 78% et 82% respectivement. Le
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taux de survie a J30 était de 99% pour les patients sans CD10dim ni CD16dim, 85% pour les patients
avec seulement une augmentation de la proportion des granuleux immatures CD16dim et 63% pour
les patients présentant une augmentation de la proportion de granuleux immatures CD16dim et
CD10dim.

Etude Septiflux 2

L'étude Septiflux 2 était cette fois-ci multicentrique (48). La aussi, il a été montré le réle majeur de la
guantification précise des granuleux immatures dans le but d’évaluer le risque de mortalité. De facon
prospective, de novembre 2013 a juin 2015, tous les patients admis dans un service d’urgence ou une
unité de réanimation pour un sepsis évoluant depuis moins de 24 heures étaient éligibles. Ils étaient
regroupés selon leur état septique a I'admission : contréles (c’est-a-dire individus non septiques),
sepsis, sepsis sévere, et choc septique. Une NFS et une lame colorée au MGG étaient réalisées a
I'inclusion ainsi qu'une étude par CMF en 8 couleurs (CD64, CD10, CD14, CD16, CD24, CD11b, CD3 et
CD45) permettant d’isoler et quantifier : les lymphocytes CD3, les granuleux CD64+, les monocytes
en distinguant la proportion de pro-inflammatoires CD16+ et les granuleux immatures (expression
diminuée du CD10 et du CD16).

781 patients ont été étudiés (age : 67 + 48 ans, score SOFA : 5 + 4). lIs étaient divisés en 3 groupes
(sepsis, sepsis sévere et choc septique) a JO et a J2. A JO, les patients septiques présentaient une
augmentation du nombre de granulocytes CD64+, de monocytes CD16+, avec une lymphopénie
CD3+. La sévérité du stade était corrélée d’'une part a un pourcentage plus élevé de granuleux
immatures (figure 18) et d’autre part a une lymphopénie CD3+ plus profonde. Les pourcentages de
granuleux immatures avaient tendance a étre plus élevés chez les patients dont I'état s’aggravait a J2
(35,1 + 35,6 contre 43,5 * 35,2, p=0,07). Un taux élevé de granuleux immatures était aussi associé a
la survenue de nouvelles défaillances d’organes a J2 et de déceés (figure 19).

Figure 18 : expression du CD10 et du CD16 par groupe de patients
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Figure 19 : Septiflux 2 : courbes de survie de Kaplan-Meier

Septiflux 2 a permis de mettre en évidence que la survie était significativement diminuée en
présence de granuleux immatures CD16dim et que la présence de d’une lymphopénie CD3+ profonde
détériorait ce pronostic avec un taux de survie environ égal a 80% a J28.

Ces études ont donc permis de conclure sur I'augmentation des granuleux immatures dans la phase
aigué du sepsis précédant I'aggravation de I’état clinique du patient (défaillance d’organe, décés), par
ailleurs souvent associée a une lymphopénie T.
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3.3.2. Etudes chez le nouveau-né
3.3.2.1. Introduction

On a vu précédemment que le sepsis chez le nouveau-né, particulierement chez le prématuré, pose
de réels problémes diagnostiques ; dans cette population, I'intérét de développer de nouveaux outils
de détection du sepsis se présente. A l'instar des études conduites chez des adultes, d’autres, moins
nombreuses, ont permis d’évaluer au sein de cette population la relation entre sepsis et présence de
marqueurs d’immaturité granulaire notamment. Pour le diagnostic de sepsis néonatal,
particulierement difficile, I’évaluation tant qualitative que quantitative de marqueurs sensibles et
spécifiques par CMF dans ce cas de figure apparait comme une technique prometteuse.

3.3.2.2. Marqueurs potentiellement utiles

L'association significative entre les valeurs augmentées de granuleux CD64+ et le développement
d'un sepsis tardif ou précoce chez les nouveau-nés a été mise en évidence a de nombreuses reprises
(49,50).

De méme que chez I'adulte septique, il est relevé une expression de nCD64 (quantification du CD64)
significativement plus importante, chez les nouveau-nés prématurés présentant un sepsis
d'apparition précoce et tardive les résultats montrant que le nCD64 est un marqueur fiable pour le
diagnostic du SN. Notamment, au méme titre que chez les adultes, en association avec la PCT et/ou
d’autres parametres hématologiques de routine (51), leur utilisation combinée peut améliorer la
sensibilité et la précision du diagnostic des infections bactériennes néonatales (52).

Les valeurs initiales de CRP et de CD64 semblent significativement plus élevées chez les nouveau-nés
septiques (53) que chez les nouveau-nés non septiques. Dans I'étude précitée, CD64 apparait comme
un meilleur marqueur pronostique que la CRP, la valeur initiale de CD64 était significativement plus
élevée chez les nouveau-nés décédés que chez les nouveau-nés survivants bien qu’aucune différence
significative n'ait été observée entre les valeurs initiales de la CRP et l'issue de la maladie. La
combinaison a la fois du CD64 et de la CRP semble améliorer la capacité a diagnostiquer le SN, la
mesure quantitative du CD64 pouvant prédire |'issue de la maladie en SN. La CMF précoce pourrait
aider les cliniciens a cibler les patients présentant un risque élevé de détérioration clinique et
apparait comme un marqueur pronostique performant.

Ainsi, au méme titre que chez I'adulte, I'utilisation du CD64 semble avoir un intérét pronostique, sa
spécificité apparaissant de méme intéressante. En effet, I'expression de CD64 semble
significativement plus élevée chez les nouveau-nés présentant une bactériémie que chez ceux ayant
une maladie non infectieuse et les nouveau-nés en bonne santé et, contrairement a d'autres
biomarqueurs, aucune différence dans I'expression de CD64 n’est observée les mémes jours entre les
nouveau-nés atteints de maladies non infectieuses et les nouveau-nés en bonne santé (54). Il
apparait que l'expression du CD64 peut étre un marqueur particulierement spécifique en ce qui
concerne le diagnostic d'une infection bactérienne au début de la période néonatale, car elle ne
semble présenter aucune variation physiologique chez une population de nouveau-nés d’age
homogene.

Le CD11b augmenté des PNN serait aussi un marqueur diagnostique du SN (55); dans I'étude
précitée, les auteurs suggerent qu’en plus des protéines de phase aigué (CRP, PCT), les antigenes de
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surface cellulaire tels que CD11b et CD64 devraient étre utilisés dans les investigations de routine
pour le diagnostic précoce du SN, |'utilisation de cette combinaison de marqueurs en phase aigué
pouvant améliorer la précision du diagnostic.

3.3.2.3. Variations liées a I'age

La physiologie du nourrisson et de I'enfant en général n’étant que rarement superposable a celle de
modeles réduits d’adultes, on s’attend de maniére intuitive a des variations physiologiques de la
nature et de I'expression des marqueurs présents sur les leucocytes.
Plusieurs biomarqueurs pour le diagnostic du sepsis sont déja élevés au début de la période
néonatale en raison de variations physiologiques (54).
En ce qui concerne le CD64, une étude non publiée de 2012 (56) s’est attelée a comparer I’expression
de ce marqueur en fonction de I'age. Le CD64 est en effet normalement tres faiblement exprimé par
les PNN matures ; les valeurs seuils de I'expression du CD64 étant inconnues, c’est pourquoi dans
|’étude citée précédemment, les taux normaux d'expression du CD64 ont été déterminés chez les
nouveau-nés, nourrissons, jeunes enfants et adultes exempts de toute symptomatologie infectieuse.
Pour quantifier les niveaux d'expression de CD64 des PNN, l'intensité moyenne de fluorescence sur
les PNN a été mesurée par CMF sur 420 échantillons. Les sujets ont été répartis en 7 groupes selon
|'dge :

- nouveau-nés (groupe A, n = 76)

- 1311 mois (groupe B, n=51)

- 1ab5ans(groupeC, n=287)

- 6-10ans (groupe D, n=76)

- 11-15ans(groupe E, n=77)

- 16-20ans (groupe F, n=33)

- plusde 21 ans (groupe G, n = 20)

Il en est ressorti que le niveau d'expression de CD64 dans les groupes A, B et C était significativement
plus élevé que dans le groupe G (p<0,01) ; aucune différence n'a été observée entre les groupes D, E,
FetG.

De la naissance a l'age de 5 ans, I'expression du CD64 apparait physiologiqguement élevée
indépendamment de toute présence de myélémie, cela avant d’atteindre des taux adultes
(négligeables). Ces résultats suggérent que les seuils normaux de CD64 doivent étre déterminés en
fonction de I'age.
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4.  MATERIEL ET METHODES
4.1. Etude Sepsinat

Dans un premier temps, I'objectif a été de transposer I'étude Septiflux Il chez les nouveau-nés et les
nourrissons.

Dans la lignée de ces deux précédentes études Septiflux | et Il (48), I'étude Sepsinat, qui vise a
rechercher des marqueurs du sepsis néonatal sans prélevement supplémentaire afin de repérer plus
rapidement les patients a risque, a vu le jour a Limoges. Y est étudiée la répartition des granuleux
immatures chez le nouveau-né prématuré < 34 SA qui sont susceptibles d’étre des marqueurs
précoces de sepsis néonatal selon les données disponibles dans la population adulte. Tout nouveau-
né < 34 SA suspect de sepsis, qu’il soit précoce ou tardif, bénéficie d’'un bilan comprenant NFS et
hémoculture. Les premiers patients ont été inclus a partir de juin 2018. Les prélévements ont été
collectés dans le cadre de I'activité de la CB-HME (Collection Biologique de I'Hopital de la Mére et de
I’Enfant.

L'objectif principal est d’évaluer en pratique clinique l'intérét pronostique dans le sepsis de la
quantification des granuleux immatures avec expression diminuée du CD10 et/ou du CD16 par CMF
multiparamétrique.

Les objectifs secondaires sont d’étudier les populations suivantes :
- les lymphocytes T CD3+,
- les granulocytes totaux,
- les granuleux CD64+,
- les granuleux avec une expression augmentée du CD24,
- les granuleux avec une expression augmentée du CD11b,
- les granuleux avec une expression diminuée du CD10 et/ou du CD16,
- les monocytes,
- les monocytes Mo1, Mo2 et Mo3 (pro-inflammatoires).

Le principal facteur limitant pour I'analyse réside dans le volume limité des prélevements néonataux
prélevés en microméthode (Microtainer BD), aprés consommation indispensable par 'automate de
numeération et ce malgré le fait que la CMF n’exige qu’un faible volume de prélévement (50uL) ; en
effet, 'analyse cytométrique s’effectue sur des prélevements résiduels aprés numération et formule
sanguine. De plus, un patient septique a une activité apoptotique plus importante qu’un patient non
septique, d’ol I'importance de la rapidité d’analyse.

4.2.Protocole détaillé de la CMF

Les patients ont été sélectionnés par les services cliniques.

Chaque prélevement (témoin ou inclusion) a fait I'objet d’'une NFS sur automate de cytologie
standard (Cell Dyn® Sapphire ou Bayer® Advia), cette analyse nécessitant la prise et par conséquent
la consommation d’un volume de 200 a 250 plL de prélevement. Deux lames de frottis sanguin ont
été tirées, dont une colorée au MGG.

Ont été utilisés les mémes anticorps que pour I'étude Septiflux Il (élaborés par la société Beckman
Coulter®).
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L’analyse cytométrique a été réalisée sur Navios (figure 20) et le retraitement des graphes au moyen

du logiciel Kaluza®.

Figure 20 : cytometre Navios® (source site Beckman)

50 plL sont nécessaires a I'analyse cytométrique, dont la mise en ceuvre technique est détaillée ci-

dessous :
répartition des anticorps suivants (marquage de surface)
CD64- CD10-PE CD3-PE- CD14- CD24- CD11B- CD16-PB CD45-KO
FITC Cy7 PECy5,5 | APC APC
A750
7 uL 7 pL 4 puL 4 uL 4 uL 2.5uL 4 uL 4 puL

FITC : isothiocyanate de fluorescéine — PE : phycoérythrine — Cy : cyanine — APC : allophycocyanine — PB : Pacific Blue® — KO : Krome

Orange®

dépot de 50pL de sang total ou dilué

incubation pendant 15 min dans le noir a température ambiante

lyse avec 500 pL de VersalLyse™ (lyse enzymatique)

incubation a température ambiante 10 min a I'obscurité
vortexer le tube 5 s

passage au cytometre en flux

acquisition des données brutes apres obtention d’au moins 70000 événements CD45+

ou 300s
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4.3.Stratégie de fenétrage
Le fenétrage débute par un ciblage des CD45 totaux en FS/SS classique (figure 21) :

Figure 21

4.3.1. Monocytes
Les monocytes sont fenétrés en CDA45/CD14 (figure 22) ; les granuleux se mélangeant aux
monocytes chez les patients septiques, ceux-ci nécessitent un reciblage en CD45/SS (figure 23).

Figure 22

Figure 23
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Le fenétrage en CD14/CD16 (figure 24) permet ensuite de faire la distinction entre Mol
(CD14++/CD16-), Mo2 (monocytes intermédiaires CD14++/CD16+) et Mo3 (monocytes non
classiques CD14 faible/CD16+) tels que décrits dans (44) :

Figure 24

4.3.2. Lymphocytes
Les lymphocytes CD3+ sont ciblés par un fenétrage CD3/SS simple a partir des CD45 totaux (figure
25):

Figure 25
Les lymphocytes totaux sont quant a eux ciblés par un fenétrage en CD45/SS ordinaire excluant les
monocytes précédemment sélectionnés afin de pallier le chevauchement sur le graphe des nuages
représentatifs des deux population cellulaires (figure 26) :

Figure 26
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Aprées ciblage des lymphocytes totaux, ceux-ci sont discriminés entre lymphocytes B et non B, les
premiers exprimant constamment le marqueur CD24 a I'inverse des seconds (figure 27) :

Figure 27
4.3.3. Granuleux

Les granuleux sont fenétrés en CD45/SS aprés l'exclusion des lymphocytes et monocytes
précédemment identifiés (figure 28). Les éosinophiles, négligeables chez les patients septiques, sont
exclus par I'utilisation d’'un « radar » en 3 dimensions (CD45/CD10/CD16) permettant de séparer les
éosinophiles des autres granuleux avec une plus grande acuité (figure 29) :

Figure 28

Figure 29
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Aprés sélection des granuleux non éosinophiles, I’expression de chaque marqueur peut étre étudiée
individuellement (figure 30) :

Figure 30

Les fenétres suivantes (figure 31) permettent de relever les pourcentages de granuleux d’expression
diminuée ou augmentée pour les différents marqueurs. Les seuils ont été fixés en fonction des
controles et ne sont plus destinés a étre modifiés :

Figure 31
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5. RESULTATS

La présentation des résultats est divisée en deux parties distinctes :
- Premiérement, comparaison entre nouveau-nés sains et adultes sains, achevée (5.1.); ces
résultats ont donné lieu a la rédaction d’un poster (annexe 7).
- Dans un second temps, inclusion de nouveau-nés suspects de sepsis, en cours a I’heure
d’écriture de ce mémoire (5.2.).

5.1. Caractérisation de nouveau-nés sains

5.1.1. Méthodologie

Dans un premier temps, il a été nécessaire de caractériser en CMF 8 couleurs une population de
nouveau-nés sains afin d’établir les seuils, utilisables a terme en vue du diagnostic du sepsis
néonatal.

Dans ce but, 30 témoins ont été analysés entre juin et ao(t 2018 : il s’agit de nouveau-nés sains,
exempts de toute pathologie — confirmé a posteriori et nés a terme — prélevés a J3 a |'occasion du
préléevement dans le cadre du dépistage néonatal a I'Hbpital Mére et Enfant du CHU de Limoges.
Ceux-ci ont été comparés a 10 jeunes adultes en bonne santé (dge = 27.9 ans + 3.8 ans), dont
I'immunophénotypage a permis de fixer les seuils.

En vue de la comparaison des deux populations saines, la significativité a été déterminée par I'usage
du test de Kruskal-Wallis.

5.1.2. Résultats obtenus

Dans un souci de lisibilité, les résultats ont été regroupés en « box plots » (voir en annexe 6 pour plus
de précisions) faisant apparaitre la médiane ainsi que les premier et troisieme quartiles.

5.1.2.1. Etude des granuleux
1) CD10dim et CD16dim
La proportion de granuleux immatures CD10dim et CD16dim est retrouvée significativement plus

élevée chez les nouveau-nés par rapport aux controles (respectivement 3% + 2.86 contre 0.17% *
0.15, p<0.0001 et 4.05% + 3.46 contre 0.5% + 0.09, p<0.0001), voir figures 34 et 35.
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Figure 34 : contrble adulte en CD10/CD16 (a gauche) comparé a un nouveau-né témoin (a droite) :
les seuils étant les mémes sur les deux graphiques, on observe le décalage vers CD10- et CD16- de la
population granuleuse des NN, et ce indépendamment de la présence de myélémie (minime sur les
deux prélevements, figurée par les nuages diffus tres faibles en CD16).

Figure 35 : proportion de granuleux CD16- et de CD10- exprimés en pourcentage chez les NN témoins
et les contréles adultes parmi les granuleux totaux
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2) CD64+

De méme, il a été observé une expression du CD64 chez les nouveau-nés parmi les granuleux alors
qu’elle est absente chez les contréles (81.84% + 18.99 contre 0.41% + 0.36, p<0.0001) (figures 36 et

37).

Adulte sain

Adulte sain

NN sain

NN sain

Figure 36 : profils d’expression du CD64 sur les granuleux comparés d’adultes sains (a gauche) et de

NN sains (a droite)

Figure 37: proportion de granuleux CD64+ exprimés en pourcentage chez les nouveau-nés témoins et

les controles adultes parmi les granuleux totaux
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En ce qui concerne les intensités de fluorescence, il a été retrouvé une moyenne de fluorescence
significativement augmentée pour le CD64 chez les nouveau-nés sains par rapport aux adultes sains
(3562 £ 1146 contre 772 £ 57, p<0.0001), ainsi que significativement diminuée pour le CD10 (5175 +
1878 contre 10830 * 3146, p<0.0001), aucune variation n’étant cependant retrouvée pour le CD16
(50243 £ 19011 contre 48234 + 7891, p=0.89).

3) CD11lbetCD24
En ce qui concerne la moyenne de fluorescence des granuleux pour le CD11b, aucune différence
n’est mise en évidence pour les 2 populations (23695 + 6320 contre 25431 + 7685, p=0.5485), a
I'inverse du CD24 qui semble, par rapport aux nouveau-nés sains, davantage exprimé par les

contrdles adultes (21071 + 4269 contre 32091 + 9540, p=0.0010), comme le montrent les figures 38
et 39:

Figure 38 : moyenne d’expression de CD11b

Figure 39 : moyenne d’expression de CD24
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5.1.2.2. Etude des lymphocytes
La lymphocytose CD3+ a été retrouvée augmentée chez les nouveau-nés par rapport aux controles

adultes (2.65G/L + 0.7 contre 1.71G/L + 0.23, p=0.0008), parallélement a la lymphocytose totale
(3.29G/L £ 0.84 contre 2.48G/L + 0.44, p=0.0150), comme le montre la figure 32 :

Figure 32 : lymphocytose CD3+ chez les nouveau-nés témoins et les controles adultes

5.1.2.3. Monocytes
Il en va de méme pour la monocytose (1.30G/L + 0.42 contre 0.63G/L + 0.13, p<0.0001), celle-ci étant

davantage composée de monocytes pro-inflammatoires Mo2 et Mo3 (44) (respectivement 17.76% +
6.18 contre 2.66% * 0.98, p<0.0001 et 8.98% + 3.97 contre 6.43% * 1.66, p=0.0492) (figure 33) :

Figure 33 : monocytose totale et pourcentage de Mo3 chez les nouveau-nés témoins et les contréles
adultes
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5.2. Présentation des résultats préliminaires a I'étude Sepsinat

5.2.1. Méthodologie

Tout d’abord, il convient de préciser que les résultats présentés ci-apres, s’ils permettent de dégager
certaines tendances, notamment aprés prise en compte de la littérature existant a sujet, n’ont rien
d’encore significatif. Les inclusions n’ayant débuté qu’au mois de juillet 2018, ce mémoire expose les
premiers résultats d’'une étude amenée a se prolonger plusieurs mois voire années.
A I'heure de I'écriture de ce travail, outre les 30 nouveau-nés sains analysés a des fins de témoins et
les 10 controles adultes, 24 préléevements de nouveau-nés et nourrissons ont été inclus :
o 19 préléevements de nouveau-nés de réanimation néonatale dont :
= 4 de trés grands prématurés (< 28 SA)
= 8de grands prématurés (de 28 a 32 SA)
= 7 de prématurés modérés (> 32 SA)
o 5 prélevements de nourrissons des urgences pédiatriques, tous nés a terme et agés
de 45 + 30 jours
Parmi les 19 prélevements de nouveau-nés prématurés : 14 proviennent de bébés ayant été classés
non septiques, 3 en sepsis probable et 2 en sepsis prouvé a la culture conformément a la
classification définie en 2.2.1. (tableau 4).
Parmi les 5 nourrissons des urgences, 2 présentaient une infection bactérienne systémique, les 3
autres ne présentaient pas d’infection bactérienne (deux avec une infection virale et un sans
infection retrouvée).

<28 SA 28-32 SA >32SA
non septique 1 7 6
sepsis probable 2 1 0
sepsis prouvé 1 0 1

Tableau 4 : répartition des prélevements de nouveau-nés prématurés en fonction du degré de
prématurité et de la classification non septique/sepsis probable/sepsis prouvé

Il a donc été procédé a la division en 8 groupes distincts :

- groupe 1 : prématuré < 28 SA non septique (n=1)

- groupe 2 : prématurés > 28 SA non septiques (n=13)
- groupe 3 : prématurés sepsis probable (n=3)

- groupe 4 : prématurés sepsis prouvé (n=2)

- groupe 5 : témoins nouveau-nés (n=30)

- groupe 6 : nourrissons non infectés (n=3)

- groupe 7 : nourrissons infectés (n=2)

- groupe 8 : contrdles adultes (n=10)

Comme le montre le tableau 5, les pourcentages de granuleux CD64+, et de granuleux immatures
CD10dim et CD16dim des nouveau-nés non septiques des groupes 28-32 SA (patients 4 a 9) et > 32
SA (patients 11 a 16) n’étant pas significativement différents (test de Mann-Whitney), ceux-ci ont été
regroupés au sein d’un méme ensemble. En revanche, les valeurs de CD64+, CD10dim et CD16dim de
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I"'unique prématuré extréme (< 28 SA) retrouvé non septique (patient 1) se détachant nettement de
celles des autres, il a constitué a lui seul un groupe a part.

patients % CD64+ % CD10dim % CD16dim terme

I scposis prouve
_ sepsis probable
U non septique

Tableau 5 : répartition des nouveau-nés prématurés

On parle bien ici de « prélevements » et non de nouveau-nés/nourrissons : en effet, deux bébés ont
été prélevés a deux reprises dans le cadre de deux épisodes successifs distincts et peuvent par
conséquent figurer dans deux groupes différents: dans les résultats présentés, un nouveau-né
prématuré figure a deux reprises dans le groupe 2 rassemblant les nouveau-nés prématurés non
septiques (patient 5) et un autre (patient 3) une fois dans le groupe 3 (sepsis probable) et une autre
dans le groupe 4 (sepsis prouvé).
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5.2.2. Résultats de I'immunophénotypage des différentes lignées
Pour chaque parametre, un tableau consigne les valeurs obtenues ; dans un souci de lisibilité, elles
ont été regroupées en « box plots » faisant apparaitre la médiane ainsi que les premier et troisieme
quartiles.

5.2.2.1. Etude des granuleux

1) CD16 et CD10

Le tableau et les figures suivantes illustrent les valeurs obtenues pour les deux marqueurs
d’'immaturité granulaire CD16 et CD10 :

Groupe CD16dim (%) CD10dim (%)
prématuré < 28 SA non septique (n=1) 62.08 15.83
prématurés > 28 SA non septiques (n=13) 11.14 £5.22 5.21+2.46
prématurés sepsis probable (n=3) 11.40+6.31 8.69 +6.86
prématurés sepsis prouvé (n=2) 50.39+5.33 13.21+2.00
témoins nouveau-nés (n=30) 4.05 +3.46 3.00+2.86
nourrissons non infectés (n=3) 9.02+11.17 4.84 +6.20
nourrissons infectés (n=2) 3.39+2.59 10.21+1.09
contrdles adultes (n=10) 0.50+£0.09 0.17 £0.15

Tableau 6 : pourcentage de CD10dim et CD16dim parmi les granuleux moins éosinophiles

Figure 40 : pourcentages de granuleux CD16dim parmi les granuleux totaux
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Figure 41 : pourcentages de granuleux CD10dim parmi les granuleux totaux

2) CD64

Le tableau et les figures suivantes illustrent les valeurs obtenues pour le CD64 :

Groupe % CD64+ moyenne de fluorescence
prématuré < 28 SA non septique (n=1) 78.71 3475

prématurés > 28 SA non septiques (n=13) 30.58 + 11.65 1776 £ 202

prématurés sepsis probable (n=3) 62.11 £ 25.59 2616 + 692

prématurés sepsis prouvé (n=2) 94.48 +4.82 5705 + 1579

témoins nouveau-nés (n=30) 81.84 + 18.99 3561 + 1145

nourrissons non infectés (n=3) 59.39 + 16.98 2494 + 573

nourrissons infectés (n=2) 67.43 + 40.54 3477 + 2242

contrdles adultes (n=10) 0.41+0.36 772 +57

Tableau 7 : pourcentage de granuleux CD64+ parmi les granuleux et moyenne de fluorescence
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Figure 42 : variétés d’expression du CD64 sur les granuleux : a droite, profil des 2 patients septiques
de I'étude ; en haut a gauche, NN sain né a terme ; en bas a droite, grand prématuré non septique ;
on observe la plus forte expression de CD64 chez les deux patients septiques ; la myélémie apparait

en marron.
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Figure 43 : pourcentages de granuleux CD64+ parmi les granuleux totaux

Si I'on compare les pourcentages d’expression de CD64 sur les granuleux entre le groupe de
prématurés non septiques (n=13) — si tant est que celui-ci puisse servir de « témoin » pour les
nouveau-nés prématurés — avec ceux du groupe de nouveau-nés témoins (n=30), on observe une
moindre expression de CD64 significative chez les premiers par rapport aux nouveau-nés nés a terme
(30.58 % + 11.65 contre 81.84 % + 18.99, p<0.0001).

3) CD24

Le tableau et la figure suivantes illustrent les valeurs obtenues pour le CD24, marqueur pour lequel il
ne se dégage pas de tendances évidentes :

Groupe Moyenne de fluorescence CD24
prématuré < 28 SA non septique (n=1) 39074

prématurés > 28 SA non septiques (n=13) 41399 + 20582

prématurés sepsis probable (n=3) 24782 + 1923

prématurés sepsis prouvé (n=2) 32763 +£124

témoins nouveau-nés (n=30) 21071 + 4269

nourrissons non infectés (n=3) 51318 + 14202

nourrissons infectés (n=2) 51412 + 36200

controéles adultes (n=10) 32091 + 9540

Tableau 8 : moyenne de fluorescence de CD24 parmi les granuleux moins éosinophiles
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Figure 44 : moyennes de fluorescence du CD24 par groupe

4) CD11b

Le tableau et la figure suivantes illustrent les valeurs obtenues pour le CD11b, marqueur pour lequel

il ne se dégage pas de tendances évidentes :

Groupe Moyenne de fluorescence CD11b
prématuré < 28 SA non septique (n=1) 17349

prématurés > 28 SA non septiques (n=13) 23459 + 6326

prématurés sepsis probable (n=3) 13933 + 5971

prématurés sepsis prouvé (n=2) 13276 + 5573

témoins nouveau-nés (n=30)

23695 + 6320

nourrissons non infectés (n=3)

41751 +£19611

nourrissons infectés (n=2)

33826 + 5823

controdles adultes (n=10)

25431 + 7685

Tableau 9 : moyenne de fluorescence de CD11b parmi les granuleux moins éosinophiles
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Figure 45 : Moyennes de fluorescence du CD11b par groupe

5.2.2.2. Etude des lymphocytes

Les tableaux et les figures suivantes illustrent les valeurs obtenues concernant I'immunophénotypage

des lymphocytes :

Groupe Lymphocytose (G/L) | lymphocytose CD3+ (G/L)
prématuré < 28 SA non septique (n=1) 4.72 3.12

prématurés > 28 SA non septiques (n=13) |3.87 +1.03 2.71+£0.70

prématurés sepsis probable (n=3) 4.17 £2.27 2.29+0.76

prématurés sepsis prouvé (n=2) 3.49 +3.00 2.77+£2.42

témoins nouveau-nés (n=30) 3.30+0.84 2.65+0.70

nourrissons non infectés (n=3) 3.38+1.69 2.12+1.11

nourrissons infectés (n=2) 2.74 £2.50 1.86+1.90

contrdles adultes (n=10) 2.49+0.45 1.71+0.23

Tableau 10 : lymphocytose totale et CD3+
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Figure 46 : lymphocytose totale (a gauche) et CD3+ (a droite)

On remarque une importante hétérogénéité des valeurs ainsi qu’une absence de tendance

concernant la lymphocytose des différents groupes.

5.2.2.3. Etude des monocytes

Les tableaux et les figures suivantes illustrent les valeurs obtenues concernant I'immunophénotypage

des monocytes :

Groupe Monocytes (G/L) | % Mol % Mo?2 % Mo3
prématuré < 28 SA non septique (n=1) 4.64 74.30 22.88 0.77
prématurés > 28 SA non septiques (n=13) [1.37 +0.80 82.14+529 |13.14+4.62 |1.59+1.46
prématurés sepsis probable (n=3) 2.53+2.26 73.82+7.70 [22.00+7.43 [1.76+1.10
prématurés sepsis prouvé (n=2) 2.22+1.09 69.17 +10.33 [ 26.06+12.52 [3.42+1.20
témoins nouveau-nés (n=30) 1.30+£0.42 70.67+7.77 |[17.76 +6.18 |[8.98+3.97
nourrissons non infectés (n=3) 1.49+0.95 63.74+£11.05 |22.86+9.56 |10.64+5.81
nourrissons infectés (n=2) 0.81+0.49 74.07 £16.67 [17.20+11.93 (3.28+0.23
contrbles adultes (n=10) 0.63+0.13 88.79+2.29 |2.66+0.98 6.43+1.66

Tableau 11 : monocytose et pourcentage de Mo1, Mo2 et Mo3 parmi les monocytes totaux
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Figure 47 : monocytose totale

Figure 48 : profil CD14/CD16 des monocytes chez 3 NN sains (a gauche) et 3 NN grands prématurés (a
droite)
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Le profil de répartition habituel avec décalage vers la gauche di a la présence de monocytes CD14-
(Mo3) est remplacé chez les NN prématurés par un profil en flamme de bougie en raison parfois de la
guasi absence de monocytes CD14- (Mo3) (voir figure 49).

Figure 49 : proportion de Mo3 parmi les monocytes totaux par groupe

Fait intéressant, chez 3 patients de I’étude — un trés grand prématuré (< 28 SA) classé sepsis probable
et deux grands prématurés (28-32 SA) classés non septiques — ont été détectés des promonocytes a
un taux significatif (figure 50)

Figure 50 : fenétrage en CD11b/CD14 faisant figurer la présence de promonocytes (graphes de deux
patients de I'étude)
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6. DISCUSSION

La comparaison entre nouveau-nés sains et adultes sains met en évidence I'existence de différences
significatives :

- de par 'augmentation de la population de lymphocytes, notamment CD3+, ce point n’étant
pas une surprise (formule dite « inversée » chez I'enfant) ;

- de par une plus grande proportion de monocytes notamment pro-inflammatoires chez le
nouveau-né — la description de cette entité chez I'adulte (44) étant déja récente (2015),
aucune étude a ce sujet n’a été menée chez les nouveau-nés ;

- ainsi que de par la modification de I'expression de marqueurs caractéristiques de I'immaturité
granulaire (CD10dim et CD16dim) et de I'inflammation (CD64+).

Sur ce dernier point, aucun des nouveau-nés sains n’avait de myélémie détectable en cytologie;
toutefois, une proportion significative de leurs granuleux présente une expression diminuée de CD10
et CD16.

De plus, la diminution significative de I'expression du CD24 sur les granuleux des contréles adultes
par rapport aux nouveau-nés témoins peut évoquer un retard d’acquisition de ce marqueur, ou tout
au moins un passage dans le sang de cellules ne I'exprimant pas encore. Aucune tendance n’a été
notée au sujet de I'expression du CD11b.

On peut intuitivement émettre I'hypothése d’une présence dans le sang circulant de nouveau-nés
sains de cellules non parfaitement matures, cette immaturité partielle, non détectable en cytologie a
I'inverse de la CMF, ne présentant aucun retentissement clinique.

L'absence de certains marqueurs d’immaturité granulaire chez les nouveau-nés sains, et ce
indépendamment de la présence de myélémie, évoque une immaturité médullaire qu’il serait
intéressant de caractériser plus précisément.

En ce qui concerne les résultats préliminaires de I'immunophénotypage des nouveau-nés prématurés
inclus, le groupe de patients classés « sepsis certain » semble — sous réserve du trés faible nombre de
patients inclus — présenter des profils de granuleux immatures CD10dim, CD16dim et pro-
inflammatoires CD64+ plus fortement exprimés, conformément a la bibliographie disponible a ce
sujet chez I'adulte.

En effet, le groupe des patients classés « sepsis certain » se détache nettement des autres groupes, a
I’exception de l'unique patient prématuré < 28 SA ayant été retrouvé non septique, présentant un
profil a part.

La diminution du CD16 apparait d’exploitation plus intéressante que celle du CD10 — comme montré
chez l'adulte, I'étude Septiflux 1 ne retrouvant pas de relation clinique significative entre la
diminution de I'expression du CD10 seul et une expression normale de CD10 associée a une
expression normale du CD16.

Pour CD16, chez tous les nouveau-nés prématurés hors sepsis certain, la proportion de granuleux
CD16dim reste inférieure a 20%, tandis que les deux nouveau-nés dont le sepsis a été confirmé
affichent une proportion de granuleux CD16dim avoisinant les 50% (figure 40). Ces valeurs semblent
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a interpréter en fonction du degré de prématurité, I'unique nouveau-né prématuré < 28 SA classé
non septique présentant lui aussi une importante proportion de CD16dim : ceci est a mettre en
relation avec le fait que les prématurés extrémes ont une myélémie circulante majeure, les granuleux
immatures sous-exprimant de maniére constante CD16. Ces seuils seraient donc a considérer en
fonction du degré de prématurité, étant peut-étre inutilisables chez les prématurés extrémes avec
une myélémie importante impliquant une forte proportion de granuleux immatures circulants. En
revanche, aucune différence ne semble pour le moment étre mise en évidence entre les populations
« non septiques » (groupe 2) et « sepsis probable » (groupe 3). On rappelle que les seuils de gravité
pour le sepsis chez I'adulte ont été fixés pour le CD16 a 16% (Septiflux 1) et 30% (Septiflux 2).

Ces résultats encouragent a poursuivre I'étude en vue de |'obtention de résultats réellement
significatifs.

La présence réguliere d’une forte proportion de CD64+, marqueur inflammatoire, sur les granuleux
de nouveau-nés exempts de toute pathologie, a mettre en relation avec notamment I'augmentation
des monocytes Mo3, pose la question d’un possible état pro-inflammatoire présent au sein de cette
population — pouvant étre causé par le récent « traumatisme » de I'accouchement ?

Ceci est néanmoins a relativiser au vu de la trés mince littérature disponible a ce sujet (une seule
étude non publiée retrouvée (56), qui s’attache a comparer I'expression du CD64 sur les granuleux en
fonction de I’age), objectivant sur ce point une surexpression granulaire de ce marqueur tout au long
de la petite enfance, bien que les chiffres ne soient pas disponibles.

Plus surprenante est la significative moindre expression du CD64 chez les prématurés ici classés
« non septiques » par rapport aux nouveau-nés sains (5.2.2.1.), que I'on pourrait interpréter comme
le fait que le CD64 pourrait étre acquis progressivement jusqu’a atteindre des taux « normaux » de
nouveau-nés.

L'usage de seuils pour le CD64 dans le sepsis s'impose chez le nouveau-né en raison d’une
importante expression basale de ce marqueur dans la population néo-natale saine : concernant le
CD64, il semble important de ne pas raisonner en positif/négatif dans les études a venir.

Il est a préciser que dans le protocole mis en ceuvre dans I'étude faisant I'objet de cette these, il a été
utilisé pour la mesure de I'expression du CD64 des réactifs « maison » sans étalon interne, a 'inverse
des études citées tout au long de ce mémoire qui, elles, utilisaient un kit industriel avec étalon
interne (dont Leuko64®).

Chez les nouveau-nés septiques inclus, on ne retrouve pas la lymphopénie qui accompagne
généralement les sepsis séveres chez I'adulte, toutefois le faible nombre de patients ne permet de
tirer aucune conclusion a ce sujet.

Les résultats de I'immunophénotypage des nourrissons admis aux urgences ne mettent en évidence
a priori aucune tendance, d’une part en raison du trés faible nombre de patients inclus, d’autre part
du fait des trés importantes disparités relevées au sein de la population et du caractére non sévere
des situations septiques.
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Plus anecdotique, 'immunophénotypage semble montrer certaines caractéristiques originales chez
les nouveau-nés prématurés, notamment la quasi absence de monocytes CD14- (Mo3), retrouvée
constante chez les grands et trés grands prématurés et la présence ponctuelle de promonocytes,

mais a taux significatif.
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CONCLUSION

Les résultats exposés dans ce mémoire ne sont que la présentation de la mise en place d’un travail
amené a se poursuivre. Bien qu’encore insuffisants et non significatifs, les résultats préliminaires
obtenus présentent déja le mérite de dégager des tendances telles que relevées dans la littérature
existante a ce sujet.

Dans le sepsis, I'objectif a terme de cette étude et des autres qui suivront demeure comme chez
I’adulte de trouver un marqueur intéressant suffisamment sensible et spécifique — CD64 et CD16
semblant pour le moment les mieux placés en ce sens au vu de la bibliographie, possiblement
associés a CD10 ou encore CD11b.

De plus, devant le développement de la CMF d’un point de vue technologique et notamment I'essor
de la CMF « rapide » réalisée sur appareils miniatures, il sera probablement possible, dans un avenir
proche, de quantifier les granuleux immatures par CMF 24/7 en utilisant un nombre réduit de
marqueurs, d’ou l'intérét d’en sélectionner la meilleure combinaison et d’établir des seuils propres
aux nouveau-nés prématurés ainsi qu’aux nourrissons.

Les préléevements sanguins de nouveau-nés sont un matériel biologique d’étude tout a fait unique et
original ; leur étude systématique et approfondie — hors cadre sepsis —, notamment en CMF, pourrait
a terme permettre de mieux décrire I'immaturité médullaire chez les nouveau-nés et nourrissons,
prématurés ou nés a terme, ou encore les jeunes enfants, et ainsi de caractériser précisément les
mécanismes d’acquisition d’'une hématopoiése mature.
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ANNEXES

Annexe 1: valeurs normales de I'hémogramme chez I'enfant jusqu’a 12 ans (P. S. Simpkin, R. F.
Hinchliffe, R. J. Arceci, « Reference Values (chapitre 37) » dans Pediatric hematology, Ed. Blackwell,

3e éd., 2006)

Age PNN Lymphocytes = Monocytes PNE PNB

0-8j 27144 20-7.3 0-1.9 0-0.85 0-0.1

8j-2 sem 1.5-54 2.8-9.1 0.1-1.7 0-0.85 0-0.1
2sem-2mois 0.7-4.8 3.3-10.3 0.4-1.2 0-0.9 0-0.1
2-6 mois 1-6 3.3-11.5 0.2-1.3 0.1-11 0-0.2

6 mois — 2ans 1-8 3.4-10.5 0.2-09 0-0.9 0-0.1
2-6 ans 15-85 1.8-84 0.15-1.3 0-1.1 0-01
6-12 ans 1.5-8 1.5-50 0.15-1.3 0-1.0 0-0.1

Annexe 2 : valeurs normales de ’hémogramme chez I'adulte (X. Troussard, S. Vol, E. Cornet et al., «

Full blood count normal reference values for adults in France », J Clin Pathol, oct.
2013)

(années) Min-max (années) Min-max

PNN 12-15 1.5-6 déc-15 1.5-6
16-49 1.78-6.95 16-44 1.75-7.50
50-59 1.91-6.63 45-49 1.81-7.15
>60 1.85-6.14 50-54 1.72-6.29
>h5 1.69-5.84

Lymphocytes 12-15 1545 déc-15 15-45
16-39 1.34-3.92 16-29 1.37-3.96
>40 1.24-362 >30 1.24-3.56
Monocytes 12-15 0.15-1.3 déc-15 01513
16-39 023077 16-29 0.20-0.71
>40 023-072 30-49 0.20-0.66
>h0 0.19-0.60
FPNE 12-15 0.05-0.8 déc-15 0.05-0.8
16-19 0.05-063 16-19 0.04-0.58
20-29 0.05-0.59 20-49 0.04-0.55
30-59 0.05-0.54 >50 0.04-0.47
>60 0.05-058
FNB >12 0-0.1 =12 0-0.1
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Annexe 3 : table des fluorochromes utilisés en CMF
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Annexe 4 : types de cellules déduits a partir des caractéristiques du fenétrage de chaque cellule

étudiée
Variable Caractéristiques de fenétrage
Lymphocytes 10°/L SSC P, cD45" !
Lymphocytes B, CD24+ 10°/L SSC ™, CD45™" CD24+
Lymphocytes T, CD3+ 10°/L SSC™*, cD45™" CcD3+
Granuleux 10%/L : Ssc "™t cD45™, CD14-, CD3-, CD24-
- CD64"* %* ssc™ cD45™, CD14-, CD3-, CD24-, CD64+
-CD10%™ et non CD16%™ % * ssc™ cp45™, CD14-, CD3-, CD24-, CD10%™-, non CD16™™
-non CD10%™ et CD16%™ % * ssc"™ cp45™, CD14-, CD3-, CD24-, non CD10%™-, cD16™™
-CD10%™ et CD16%™ % * ssc"™ cp45™, CD14-, CD3-, CD24-, CD10%™
Monocytes, 10°/L SSC™, CD45"™" cD14+
- expression augmentée du CD16, %* SSC™, CD45™", CD14+, CD16+

*Le seuil a été déterminé a partir d’'un groupe contréle

Annexe 5 : anticorps utilisés dans le protocole

PE-cyanine §,5 (PC5,5) conjugated CD14 mAb (CD14-PC5,5, clone
RMO52)

PE-cyanine 7 (PC7) conjugated CD3 mAb (CD3-PC7, clone UCHT1)

Allophycocyanin (APC) conjugated CD24 mAb (CD24-APC, clone
ALB9)

APC Alexia Fluor 750 (APC-A750) conjugated CD11b mAb (CD11b-
APC-AT50, clone Bear 1)

Pacific blue (PB) conjugated CD16 mAb (CD16-PB, clone 3G8)
Krome Orange (KO) conjugated CD45 mAb (CD45-KO, clone J.33)

Antibodies Manufacturer
Fluoresceine Iso Thio Cyanate (FITC) conjugated CD84 mAb (CD&4- Immunotech
FITC, clone 22) (Marseille,
phycoerythrin (PE) conjugated CD10 mAb (CD10-PE,clone ALB1) France).
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Annexe 6 : interprétation des box plots avec le logiciel MedCalc

Sur les box plots tracés au moyen du logiciel MedCalc, le cadre central représente les valeurs du
quartile inférieur au quartile supérieur (25°™ & 75°™ percentiles). La ligne médiane représente la
médiane. La ligne horizontale s'étend du minimum au maximum, en excluant les valeurs extérieures
et éloignées qui sont affichées sous forme de points séparés.

Une valeur extérieure est définie comme une valeur inférieure au quartile inférieur moins 1,5 fois
I'intervalle interquartile ou supérieure au quartile supérieur plus 1,5 fois l'intervalle interquartile
(clotures intérieures).

Une valeur éloignée est définie comme une valeur inférieure au quartile inférieur moins 3 fois
I'intervalle interquartile ou supérieure au quartile supérieur plus 3 fois l'intervalle interquartile
(clotures extérieures).
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Annexe 7 : Poster tel que présenté lors du congrés de I’AFC (Association Francaise de Cytométrie)
tenu a Lyon du 17 au 19 octobre 2018
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Serment de Galien

Je jure en présence de mes Maitres de la Faculté et de mes condisciples :

- d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;

- d’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de respecter non
seulement la législation en vigueur, mais aussi les regles de I'honneur, de la probité et du
désintéressement ;

- de ne jamais oublier ma responsabilité, mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine, de
respecter le secret professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les moeurs
et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confreres, si j'y manque.
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RESUME :

Le sepsis, reconnu priorité mondiale en matiere de santé par 'OMS depuis 2017, est une cause
majeure de morbidité et de mortalité, tant chez I'adulte que chez le nouveau-né.

De par son diagnostic difficile et son pronostic incertain, la prise en charge du sepsis néonatal
demeure un défi avec peu d’outils tant sensibles que spécifiques en vue d’un diagnostic précoce et
d’un pronostic fiable. De plus en plus d’études, principalement conduites chez I'adulte, mettent en
lumiere I'intérét potentiel de la cytométrie en flux (CMF) dans ce but.

Cette thése expose les premiers résultats de I'immunophénotypage leucocytaire en huit couleurs
(CD3, CD10, CD11b, CD14, CD16, CD24, CD45, CD64) de nouveau-nés suspects de sepsis et de
nouveau-nés non infectés. A l'instar des études menées chez I'adulte et bien que le nombre de
patients inclus dans I'étude soit encore insuffisant, il en ressort notamment l'intérét potentiel de
I"'utilisation des marqueurs CD64 et CD16, ainsi que la nécessité de déterminer préalablement des
seuils différents de ceux appliqués chez I'adulte.

Devant le développement de la CMF d’un point de vue technologique et notamment I'essor de la
CMF « rapide » réalisée sur appareils miniatures, il sera probablement possible, dans un avenir
proche, de quantifier les granuleux immatures par CMF 24/7 en utilisant un nombre réduit de
marqueurs, d’ou l'intérét d’en sélectionner la meilleure combinaison et d’établir des seuils propres
aux nouveau-nés prématurés ainsi qu’aux nourrissons.
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