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Par délibération en date du 3 mars 1967, la faculté a arrété que les opinions émises
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propres a leurs auteurs et qu’elle n’entend leur donner aucune approbation ni

improbation.
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intempestives a m’accompagner sur la piste de danse des journées DES !!

La parenthése de ma promotion étant refermée reprenons les remerciements

Un grand merci a toute I'équipe médicale de pneumologie pour m’avoir accompagné
pendant 4 ans et de m’avoir aidé a acquérir les compétences nécessaires pour
devenir pneumologue

Merci aux équipes paramédicales.

Merci a toute ma famille et belle famille qui m’a soutenue pendant mes longues
années d’études. Merci d’étre présent aujourd’hui, hier et demain.

Paul HERMAN

Je tenais absolument a te remercier dans cette thése pour souligner notre
amitié de 30 ans. Je suis heureux de t'avoir a mes co6tés pour les bons et mauvais
moments. J'espére vivre encore plein de moments magnifiques a 2, enfin a 6 dans
trés peu de temps.

Benoit PETIT

Tu auras réussi a passer ta these avant moi! Merci pour m’avoir supporté
pendant notre externat et merci pour cette amitié qui ne demande qu’a se poursuivre.
J’ai hate de continuer ce chemin.
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Mes beaux-parents

Eh oui je remercie mes beaux-parents. Car pour moi voir mes beaux-parents
c’est loin d’étre une corvée. J'adore discuter avec vous et confronter nos idées. Je
sais que je peux compter sur vous en cas de besoin et vous étes préts a nous
conseiller lorsque nous vous le demandons. Alors merci a vous et merci de continuer
a étre vous.

Mes parents

Il'y 20 ans, alors que jétais encore a I'école primaire, je dévalai les marches
de la fac de médecine de Lille en disant « papa, maman c’est bon je suis docteur ».
20 ans plus tard j'ai réussi. Un grand merci de m’avoir accompagné dans mes études
mais aussi dans ma vie. Vous avez réussi a m’aider, me guider dans mes choix et
surtout vous m’avez permis de les réaliser grace a cet accompagnement de tous les
instants. Il me reste a continuer de faire fructifier votre éducation pour poursuivre
mon parcours professionnel et personnel. Je compte (encore) sur vous pour les
années qui arrivent et m’aider dans mon prochain défi, celui de devenir papa.

A Marion

Voila maintenant 10 ans que tu partages ma vie. En 10 ans, nous avons fait
un chemin immense, Nous avons appris a nous connaitre, puis nous avons appris a
vivre ensemble et maintenant nous voila décidé a construire une vie ensemble. Plein
d’étapes remplies de bonheur. J'ai hate d’écrire la suite et de vivre pleinement ces
moments a venir. || me s’emble que notre prochain défi est de devenir parent. Je suis
heureux de le relever avec toi car ce défi ne se relévera qu’ensemble avec une union
de tous les instants.
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ABREVIATIONS

- DMD : Discussion Multi-Disciplinaire

- LBA : Lavage broncho-alvéolaire

- MCFF : Microscopie confocale fibrée en fluorescence
- SDRA : Syndrome de détresse respiratoire aigué

- PEEP : Pression positive télé-expiratoire

- PNP : Pneumopathie

- PnpA : Pneumopathie a 'amiodarone
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INTRODUCTION

a. Amiodarone

L'amiodarone, molécule synthétisée depuis 1962 de la famille des benzofuranes,
était initialement utilisée a visée anti-angineuse. Ses puissantes propriétés anti-
arythmiques ont été reconnues durant les années 1980 tant dans le traitement des
arythmies supraventriculaires que des arythmies ventriculaires. L'amiodarone, agent
anti-arythmique de classe Ill, est I'un des médicaments les plus couramment

prescrits dans le monde(1).

Sa formule chimique est le chlorhydrate de (2-butyl-3-benzofuranyl)[4-[2-

(diéthylamino)éthoxy]-3,5-diiodophényllméthanone. (Figure 1)

Figure 1 : Formule chimique de I'amiodarone

Son action principale est de retarder la repolarisation de la cellule cardiaque et d’en
allonger la période réfractaire. En complément de cette activité antiarythmique de
classe lll, 'amiodarone posséde une activité antiarythmique de classe |. Cet effet est
obtenu par le blocage des canaux sodiques dans leur conformation inactivée. Cela a
pour conséquence un ralentissement de la conduction de l'influx nerveux des fibres

musculaires myocardiques (effet dromotrope négatif).
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L'absorption de I'amiodarone par voie orale est lente et trés variable. Sa
biodisponibilité est en moyenne de 40% et varie de 20 a 86%. Pour favoriser son

absorption il est conseillé de la prendre pendant les repas. (2)

L'amiodarone a une fixation aux protéines plasmatiques voisine de 95%, dont 62% a
I'albumine et 33% a des bétalipoprotéines. L'amiodarone se caractérise par une treés
importante fixation tissulaire a I'origine de concentrations tissulaires pouvant étre 100
a 1000 fois supérieures aux concentrations plasmatiques.(3). La demi-vie de
'amiodarone est en moyenne de 50 jours (20-100 jours). Son métabolite, la

déséthylamiodarone, a quant a lui une demi-vie de 60 jours.

Son élimination s’effectue principalement par voie hépatique via la voie du
cytochrome P450. La molécule d’amiodarone se compose de deux atomes d’iode.
Environ 10% de cet iode sera relargué dans l'organisme durant son élimination

entrainant un apport quotidien d’environ 10mg/j.

L’amiodarone est responsable d’'un allongement du segment QT. Il faut donc rester
vigilant lors de la prescription d’autres médicaments allongeant le QT au risque de

voir apparaitre des effets indésirables graves comme la torsade de pointe.

Les effets indésirables de I'amiodarone sont habituellement bénins. Cependant il
existe un effet toxique potentiellement létal de cette molécule en particulier sur le

parenchyme pulmonaire.(4) (5)

b. Amiodarone et atteinte pulmonaire

Le premier cas de toxicité pulmonaire induit par 'amiodarone a été décrit dans
’American Heart Journal en 1980.(6) L’amiodarone compte aujourd’hui parmi les
molécules les plus fréquemment incriminées dans les registres de pneumopathies

interstitielles diffuses médicamenteuses (7).
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L’amiodarone ainsi que son métabolite, s’infiltrent dans le poumon, le foie, la peau, la
thyroide et I'ceil. Ces tissus sont des sites courants d'effets indésirables du
médicament. La séquestration du médicament et de son métabolite est envisagée

comme un déterminant majeur de la toxicité.

Le tissu pulmonaire présente une forte affinité pour 'amiodarone ainsi que pour son
métabolite. Les mécanismes physiopathologiques sont partiellement compris mais il
existerait deux types de toxicité : une toxicité directe et une toxicité indirecte,

immunologique (8).

La toxicité directe pulmonaire est secondaire au caractére amphiphile de la molécule,
qui permet une forte fixation tissulaire par l'intermédiaire des phospholipides
membranaires intracellulaires. Cette fixation est responsable de l'inhibition d’'une
enzyme lysosomale, la phospholipase A. L’inactivation de cette enzyme est
responsable d’'une lipidose pulmonaire aboutissant a la mort cellulaire, notamment
par lésions membranaires. L’amiodarone est également responsable de la
production de radicaux libres oxygénés, eux-mémes responsables d’une toxicité

cellulaire importante.

Le second mécanisme, indirect, est un mécanisme immunologique a médiation

cellulaire via les lymphocytes T.

En I'absence de données scientifiques robustes sur le traitement des pneumopathies
a I'amiodarone, actuellement, la prise en charge des pneumopathies sévéres a
'amiodarone repose sur la corticothérapie a haute dose, et bien sur larrét du

médicament.

D’aprés le registre Pneumotox®, le type d’atteinte pulmonaire de I'amiodarone est

extrémement varié. Elle peut s’exprimer sous la forme de pneumopathies
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interstitielles (pneumopathie interstitielle aigué/subaigué/chronique, pneumopathie a
éosinophiles, pneumopathie organisée), de défaillances respiratoires aigués
(syndrome de détresse respiratoire aigué), d’atteintes alvéolaires (ex : hémorragie
alvéolaire, hémoptysie), d’atteintes bronchiques (ex: toux, bronchospasme),
d’atteintes  pleurales (pleurésie), d’atteintes vasculaires et d’atteintes

neuromusculaires.

La fréquence de la pneumopathie a I'amiodarone (PnpA) reste variable selon les
études et se situe entre 0,5% et 15% (9). Le risque de développer une PnpA est

estimé a 1% par an (10) (11).

La PnpA peut se développer dés la mise en route du traitement et jusqu’a plusieurs
années aprés son initiation (12)(13)(14). Certains patients vont méme développer la

maladie jusqu’a trois mois aprés I'arrét de 'amiodarone (15).

En France la posologie la plus prescrite est 200mg/j ou moins. Pour ces doses
d’amiodarone, la prévalence se situe entre 0,1 % et 0,5 %. Elle peut atteindre 50 %
chez les patients qui regoivent des schémas posologiques élevés (ex 1200 mg/jour).
La PnpA se développera chez 5 % a 15 % des patients pour une posologie de 500

mg/jour ou plus (16).

Elle est plus fréquente chez les hommes de plus de 40 ans (17). Cette probabilité
augmente avec l'age (18). Les stress pulmonaires comme une chirurgie, une
ventilation mécanique et une forte oxygénothérapie peuvent également favoriser

I'apparition des pneumopathies a 'amiodarone (19) (20) (21).

c. Diagnostic de pneumopathie a 'amiodarone

Actuellement, les données cliniques, les tests de laboratoire et les examens

radiologiques ne permettent pas de poser de maniére certaine le diagnostic de
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PnpA. Il reste un diagnostic d’exclusion. En moyenne, il faut deux mois entre le début

des symptdmes et le diagnostic de PnpA (22).

Les signes fonctionnels et cliniques de PnpA sont aspécifiques et nombreux (23). En
effet, une toux, une dyspnée de repos ou d’effort, des sibilants, des crépitants, une

diminution du murmure vésiculaire peuvent témoigner d’'une PnpA.

Sur le plan iconographique, le scanner thoracique retrouve habituellement une
atteinte alvéolo-interstitielle, bilatérale volontiers asymétrique. Cette asymétrie
semble plus marquée comparativement aux autres pneumopathies
médicamenteuses. Cependant il existe de nombreux patterns radiologiques

compatibles avec ce diagnostic.(24) (Figure2)
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Figure 2 : Imageries de pneumopathie a I'amiodarone.
Image A : Radiographie de thorax montrant des opacités
pulmonaires bilatérales prédominant dans les lobes
inférieurs / Image B et C : Scanner thoracique retrouvant
des images associant verre dépoli et condensations
péribronchovasculaires

Images issues de Sakai F(25).

Une étude, menée sur 20 patients atteints de PnpA, visant a décrire les images
scannographiques, retrouve chez tous les patients des opacités en verre dépoli.
Chez 4 patients, il est retrouvé des condensations et chez 5 patients des réticulations
intra-lobulaires. La distribution des anomalies est principalement sous pleurale

(n=18) (25).

Un épanchement pleural exsudatif est occasionnellement retrouvé en association

avec la maladie pulmonaire (26).

Les données cytologiques du liquide alvéolaire permettent d’orienter le diagnostic en
écartant les diagnostics différentiels (27). En cas de PnpA, il est retrouvé dans le

LBA des macrophages spumeux associés a une augmentation du nombre de

25



lymphocytes et de leucocytes. Il est généralement admis que l'absence de
macrophages spumeux élimine la toxicité de lI'amiodarone, alors que leur présence

ne fait que confirmer I'exposition a I'amiodarone (28).

La biopsie pulmonaire est rarement réalisée car elle présente une agressivité
importante pour le patient et 'expose a de graves complications. Elle n’est pas

réalisable dans un contexte de détresse respiratoire aigué.

L’histologie de la PnpA correspond a une fibrose interstitielle sévére avec un
épaississent des septas alvéolaires. La présence d’hyperplasie voire de dysplasie
des cellules pulmonaires de type Il et la présence d’une accumulation tissulaire de
cellules spumeuses sont alors spécifiques de la toxicité de I'amiodarone (29)

(Figure3).

Figure 3 : Image en microscopie optique d’une alvéole retrouvant une inflation du tissu interstitiel et une
hyperplasie des cellules pulmonaires de type Il. Au sein des pneumocytes nous retrouvons des vacuoles
cytoplasmiques de grande tailles (fleche). (Grossissement X400) Image issue de Wolkove N, Baltzan M.
Amiodarone pulmonary toxicity. 2009;16(2):7. (8)
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Il est habituel de distinguer trois formes de pneumopathies a I'amiodarone en
fonction du délai d’'installation des symptomes. On parle de pneumopathie aigué a
'amiodarone lorsque l'installation des symptémes s’effectuent sur moins d’'un mois,
de subaigué si ces derniers s’installent sur trois mois et de chronique au-dela de trois

mois.

Le pronostic de la toxicité pulmonaire induite par I'amiodarone est généralement
favorable. Il existe habituellement une amélioration des signes cliniques aprés un a
trois mois d’arrét de I'amiodarone. Dans 85% des cas, les signes radiologiques

disparaissent complétement (25).

Une partie non négligeable des patients évoluent vers une fibrose pulmonaire induite

par 'amiodarone responsable d’une morbi-mortalité importante.

La mortalité hospitaliére induite par la PnpA se situe entre 21% et 33% (30) (22).

La forme aigué se manifeste le plus souvent par un syndrome de détresse
respiratoire aigué (SDRA). En cas de SDRA secondaire a 'amiodarone le pronostic
est sombre avec une mortalité proche des 50% en particulier lorsque ce dernier se

développe suite a une chirurgie thoracique (31) (20).

Compte-tenu de la sévérité et de la fréquence de cette complication, il semble

intéressant et nécessaire de rechercher d’autres critéres diagnostiques pour la PnpA.

d. Microscopie confocale fibrée en fluorescence (MCFF)

L’endomicroscopie confocale (MCFF) est une nouvelle technique peu invasive qui

permet de fournir une image microscopique d'un tissu vivant. Cette technique permet
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d’observer une coupe optique de cellules ou de tissu a différents plans sous la

surface de I'’échantillon, avec une résolution latérale et axiale optimales (32) (33).

La MCFF résout le probleme majeur de la perte de résolution due a I'émission de
signaux lumineux dits « défocalisés » présents en microscopie optique
conventionnelle. Ces signaux « défocalisés » sont responsables d’images d’additions

se superposant a I'image du plan focal.

La MCFF repose ainsi sur 2 principes : 'observation d’'un point précis de I'échantillon
et le balayage point par point de cet échantillon. La figure 4 illustre le principe de la
microscopie confocale. Une source lumineuse (source laser) illumine I'échantillon a
étudier en un point précis correspondant au plan focal. Un pinhole ou diaphragme,
filtre le rayonnement pour ne laisser passer que les rayons lumineux issus du plan

focal.

Détecteur et
photomultiplicateur

Pinhole -

Filtre =
Miroir

dichroique

4

Source Laser
1

Ouverture ponctuelle =
ou pinhole

Objectif =

Echantillon biologique
et plan focal

Figure 4 : Principe de la MCFF. lllustration issue de SALAUN et al, Revue des maladies respiratoires 2010.(34)
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Le second principe de la MCFF permet I'acquisition de points adjacents par balayage
afin de reconstruire I'image du plan focal. Cette seconde caractéristique permet de
réaliser des coupes optiques a différentes profondeurs dans un échantillon par

variation du plan focal.

Le systéme Cellvizio® (Mauna Kea Technologies, Paris, France), utilisé dans cette
étude, repose sur le principe d’'un balayage proximal. La source laser balaye
'extrémité proximale d’'une minisonde, d’'un diamétre de 300 um a 1,4 mm,
indépendante de lI'endoscope et composée de 15000 a 30 000 fibres optiques.
Chacune de ces fibres transmet la lumiére, source excitatrice, et recueille le signal

fluorescent émis par le tissu qu’elle retransmet vers le détecteur (35).

Le diameétre des mini-sondes étant de 1 mm, il est possible de les utiliser avec un
bronchoscope standard possédant un canal opérateur de 2 mm. Elles permettent
d’obtenir une profondeur de champ de 0 a 50um correspondant a I'épaisseur du plan
focal, une résolution latérale de 3 um et offrent un champ de vue de 600x600 um. Le
systéme fournit une image endomicroscopique en temps réel de neuf a douze

images par seconde.
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Figure 5 : Schéma du microscope confocal fibré en fluorescence (Cellvizio®). Issu de Thiberville et al. Eur Respir
J (2009).(36)
Le signal obtenu dépend des propriétés de fluorescence intrinséque du tissu observé

et/ou de la distribution d’'un fluorophore exogéne.

En pneumologie, la technique permet I'exploration microscopique des bronches
proximales et des régions alvéolaires en temps réel, chez un sujet en ventilation

spontanée, au cours d’'une bronchoscopie souple (36) (37) (38).

e. Imagerie normale du tissu pulmonaire sain en MCFF

L’exploration en MCFF de I'arbre bronchique proximal est obtenue facilement lors
d’'une séance de bronchoscopie standard. Il suffit d’'introduire la mini-sonde dans le
canal opérateur du bronchoscope et d’appliquer I'extrémité de cette derniére sur la

mugqueuse bronchique.

La profondeur de champ étant de 50 um sous la zone de contact, le systéme permet
théoriquement d’observer les premiéres couches épithéliales et le tissu conjonctif
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bronchique sous-épithélial, vraisemblablement la lamina densa et |la lamina reticularis

(Figure 6) (37).

Figure 6 : Aspects d’une imagerie bronchique normale en MCFF montrant le réseau élastique de la membrane basale et la
microstructure des bronchioles distales. A. Canal d’une glande bronchique (étoile). B. Réseau élastique fibré orienté selon I'axe
longitudinal de la bronche. C. Empreinte hélicoidale des muscles lisses péribronchiques sur la face interne d’une bronchiole
membraneuse (fléche). D. Bronchiole transitionnelle montrant un bourgeon alvéolaire (pointe de fléche) |

lllustration issue de SALAUN et al, Revue des maladies respiratoires 2010 (34)

L’exploration alvéolaire par MCFF est quant a elle obtenue facilement. Il suffit
d’utiliser un microscope de petit calibre (ex : MP60® Olympus, Japon) qu’on insére
dans les voies aériennes jusqu’a la plus petite bronche possible. Secondairement la
mini-sonde est introduite dans le canal opérateur du bronchoscope et délicatement
poussée jusqu’a atteindre le territoire alvéolaire. Le diamétre de la mini-sonde étant
trop important pour progresser jusque dans le canal avéolaire, cette derniére atteint

le territoire alvéolaire en traversant une paroi bronchiolaire distale.

Une étude portant sur 41 sujets volontaires sains a démontré que la technique était
trés bien tolérée lorsque I'examen était réalisé sous anesthésie locale en ventilation

spontanée (36).
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La MCFF du poumon sain est différente chez le sujet fumeur et chez le sujet non-

fumeur.

Chez le sujet non-fumeur, la MCFF permet d’étudier les fibres élastiques qui cerclent
les bouches alvéolaires, qui renforcent la paroi virtuelle des canaux alvéolaires et qui

entourent les microvaisseaux extra-alvéolaires.

L’'imagerie alvéolaire en MCFF chez le fumeur actif differe de maniére radicale de
celle observée chez le sujet non-fumeur. Les espaces alvéolaires sont généralement

remplis de cellules trés fluorescentes, correspondant a des macrophages alvéolaires

activés (Figure7).

Nombre de measures (n)

100-124 125-149 150-174 175-199 200-224 225-249 250-274 275-299 300-324 325-349 350-374 375-399 400-424 425-449

Diamétre des bouches alvéolaires (um)

Nombre de measures (n)

7599 100-124 125149 150-174 175199 200-224 225249 250-274 275299

Diamétre des micro-vaisseaux extra-alvéolaires (um)

Figure 7 :Aspects typiques des images d’endomicroscopie confocale alveiolaire in vivo chez le sujet sain fumeur et non-fumeur.
Al gauche : A. Observation du squelette eilastique axial avec mesure d’une bouche alveiolaire chez un sujet non-fumeur. Au
second plan, on devine la fluorescence de la gaine eilastique externe d’un vaisseau extra-alveiolaire. C. Vaisseau extra-
alveiolaire (fleiche) chez un sujet non-fumeur. B et D. Aspects d’un territoire alveiolaire chez un sujet fumeur : on observe de
nombreux macrophages dans les espaces alveiolaires, la structure heilicoidale du canal alveiolaire (fleiches), ainsi que des
parois alveiolaires. Al droite : distribution des diameitres des bouches alveiolaires et de la taille des vaisseaux extra-alveiolaires
dans cette seirie de volontaires sains.

Ilustration issue de SALAUN et al, Revue des maladies respiratoires 2010 (34)

32



Cette étude a pu montrer que I’intensité de I’auto fluorescence alvéolaire en MCFF
était corrélée a I'intensité de I’alvéolite macrophagique chez le fumeur et était plus

importante que chez le sujet non-fumeur.

L’infiltration cellulaire par les macrophages alvéolaires fluorescents présente chez les

sujets fumeurs impose de n’étudier que les sujets non-fumeurs.

Grace a la description précise du poumon sain distal chez les non-fumeurs en MCFF
par Thiberville et al, il est maintenant possible de relier certaines pathologies du
poumon profond avec des anomalies observé en MCFF, parmi lesquelles la
protéinose alvéolaire (39), les microlithiases alvéolaires (40), le rejet aigu cellulaire
en transplantation pulmonaire (41)(42), la pneumocystose et plus récemment les
pneumopathies interstitielles diffuses fibrosantes (fibrose pulmonaire idiopathique et
asbestose), la sarcoidose, les pneumopathies d’hypersensibilité et les
pneumopathies associées aux connectivites (43). En 2013, notre équipe a décrit les

aspects spécifiques en endomicroscopie confocale de la PnpA (44).

f. MCFF et diagnostic de PnpA

En 2013, notre équipe a démontré l'intérét de l'utilisation de la MCFF in vivo pour le

diagnostic de PnpA (Figure 8).

Dans cette étude les auteurs retrouvaient une infiltration caractéristique des alvéoles
avec des cellules fortement fluorescentes de grande taille (>20um) chez tous les
patients du groupe a fort probabilité de présenter une PnpA. A linverse cette
observation n’a été faite que chez un patient du groupe faible probabilité de

présenter une PnpA.
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Ainsi, dans cette série, la technique a une sensibilité de 100% (IC 95 % = [0,66-1]),
une spécificité de 88% (IC 95 % = [0,47-1]) et des valeurs positives et négatives de
90 % (IC 95 %= [0,55-1]) et de 100 % (IC 95 % = [0,59-0,1]) pour le diagnostic de

PnpA chez les patients non-fumeurs.

Figure8 : MCFF chez des patients présentant une pneumopathie a la cordarone (a-b-c) comparativement a un
patient ne présentant pas de pneumopathie a la cordarone (d). On peut observer un nombre plus important de
cellules et une taille de cellule plus importante (>20um) chez les patients présentant une pneumopathie a la
cordarone (a-b-c) .

Issu de SALAUN m et al, Eur Resp J 2013)(45))

Les analyses cytologiques des LBA de cette étude retrouvaient, chez les patients du
groupe a fort probabilité, 55% d’alvéolite lymphocytaire, 22% d’alvéolite

neutrophilique et 22% d’alvéolite macrophagique.

Si la technique est particulierement pertinente pour le diagnostic de la PnpA, elle ne
peut pas étre utilisée chez tous les patients. En effet, le matériel n’est pas facilement

déplagcable et il est donc nécessaire que le patient soit transféré dans un
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centre/service disposant de cette technique. Dans notre CHU, seule l'unité de
bronchoscopie du service de pneumologie en est équipée, et la procédure ne peut

donc étre réalisée que chez un patient stable, hors d’'un secteur de soins intensifs.

Afin de palier a ces difficultés, nous avons souhaité évaluer la pertinence d’étudier le
liguide de LBA en endomicroscopie confocale chez les patients atteints de

pneumopathie interstitielle diffuse aigué ou subaigué et traités par amiodarone.

L’objectif de cette étude rétrospective était de déterminer la précision diagnostique
de la MCFF ex-vivo sur le LBA chez des patients non-fumeurs pour le diagnostic de

PnpA aigué ou subaigué.

Matériel et méthode

a. Protocole de I'étude

Nous avons sélectionné tous les LBA de patients avec suspicion de PnpA, provenant
de 4 centres hospitaliers de Normandie (CHU de Rouen, CH Dieppe, CH Evreux, CH

Elbeuf) pour lesquels une exploration en MCFF a été réalisée ex-vivo sur le LBA.

Les LBA étaient réalisés sur le lieu ou le patient était hospitalisé puis acheminé au
dans l'unité de bronchoscopie du service de Pneumologie, Oncologie thoracique et
Soins Intensifs Respiratoires du CHU de Rouen, dés sa réalisation, protégé de la
lumiére. Au moment de I'analyse en MCFF du LBA, l'opérateur (Pr SALAUN) ne

connaissait pas la probabilité radio-clinique de PnpA.

Nous avons étudié les 17 LBA qui ont été adressés pour analyse en MCFF entre

décembre 2016 a juillet 2019.

L’ensemble des données a été recueillie de maniére rétrospective.
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b. Criteres d’inclusion

Les patients dont le LBA avait été étudié en MCFF avaient :

1) une prise d’amiodarone sans limite ni de temps ni de dose, a l'interrogatoire.

2) un tableau d’altération respiratoire subaigué (< 3 mois) ou aigué (< 1 mois).

3) un scanner thoracique montrant une pneumopathie interstitielle diffuse et pour

laquelle le diagnostic de PnpA était évoqué.

4) une fibroscopie bronchique avec LBA a visée diagnostique réalisée dans le centre

ou le malade était hospitalisé

5) un tabagisme absent ou sevré depuis plus de 5 ans.

c. Analyse du LBA

Le LBA était adressé spontanément par le clinicien en charge du patient qui avait
réalisé la bronchoscopie. Le liquide de LBA était par ailleurs traité selon le protocole
habituel dans le centre/service ou la bronchoscopie avait été réalisée, avec en

particulier, une étude microbiologique et cytologique.

d. Analyse du LBA en microscopie confocale

Environ 10ml de LBA étaient nécessaires pour réaliser 'analyse. Cette derniére était
réalisée directement dans la salle de fibroscopie bronchique du CHU de Rouen, a
l'aide du dispositif Cellvizio® Lung avec excitation a 488 nm, couplé a un
spectrométre (Mauna Kea Technologies, Paris, France) et une sonde AlveoFlex®.

L’analyse était réalisée apres avoir laissé reposer le liquide de LBA pendant environ
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30 minutes, permettant aux cellules du LBA de sédimenter. Aucun traitement
particulier n’était réalisé sur le LBA avant I'analyse en microscopie confocale, qui
consistait a plonger la sonde AlveoFlex® dans le flacon contenant le liquide de LBA.
Le résultat de I'analyse était disponible immédiatement. Les critéres utilisés pour le
diagnostic de PnpA en MCFF ex vivo étaient les mémes que ceux utilisés en in vivo
dans I'étude de Salaun et al en 2013(45). Le LBA était considéré comme évocateur
de PnpA lorsque les experts y observaient des cellules de grandes tailles (>20um),
fluorescentes avec une intensité supérieure a 100 unités arbitraires de fluorescence

(U.A).

Les séquences obtenues par I'analyse en MCFF ex-vivo sont enregistrées et
stockées dans le systeme Cellvizio, permettant, a postériori, une double analyse en
aveugle des LBA par les Pr. SALAUN et THIBERVILLE, experts dans l'interprétation

de cet examen.

Secondairement nous avons réalisé une analyse sur 5 images par LBA, choisies sur
avec lintensité de fluorescence la plus importante visualisée sur I'’histogramme

d’intensité de fluorescence des images de chaque série.

Sur chacune des images sélectionnées, nous avons mesureé les dix cellules les plus
fluorescentes puis réalisé une moyenne des tailles des cellules afin de les comparer
entre les groupes « certain », « probable » et « improbable » de présenter une PnpA,

définis par les experts lors d’une réunion de discussion multidisciplinaire.

Enfin, nous avons évalué et comparé lintensité de la fluorescence des images

d’intérét entre les différents groupes de probabilité de PnpA.

37



Nous avons évalué la variabilité inter observateur en comparant les résultats obtenus
entre le Pr THIBERVILLE et le Pr SALAUN lors de leur analyse respective des LBA

en MCFF.

e. Diagnostic de PnpA

Afin d’établir le diagnostic étiologique final de la pneumopathie interstitielle ayant
motivé le lavage broncho-alvéolaire, et de confirmer ou non le diagnostic de PnpA,
les données cliniques, radiologiques, biologiques et de suivi, lorsqu’elles étaient
disponibles, ont été analysées au cours dune réunion de concertation
multidisciplinaire (RCP-PID) par un panel dexperts: un pneumologue (Dr
DOMINIQUE), un radiologue (Dr DELACOUR) et d’un anatomopathologiste (Dr

PITON), en aveugle du résultat de la MCFF.

Le diagnostic de PnpA a été posé sur la base des informations susmentionnées. A la
suite de cette RCP-PID, les experts classaient les patients en probabilité de PnpA
(improbable, probable, certaine). Lorsque les experts classaient le patient comme

improbable de présenter une PnpA, ils proposaient un diagnostic alternatif.

Afin d’évaluer la valeur diagnostique de la MCFF ex-vivo sur le LBA, nous avons
comparé le diagnostic de la MCFF ex-vivo versus le diagnostic retenu par les experts

en DMD-PID.
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f. Statistiques

Les variables continues ont été exprimées en moyenne * écart-type ou médiane %
interquartile, et les comparaisons entre groupes effectuées a l'aide du test de Mann-
Whitney. Les variables catégorielles ont été exprimées en effectifs et pourcentages,
et les comparaisons entre groupes effectuées a l'aide du test du Chi? (ou test exact

de Fisher si approprié).

Le risque a a été fixé a 5%.

Résultats

a. Caractéristiques de la population

17 LBA ont été étudiés en MCFF sur la période de décembre 2016 a juillet 2019.

L’ensemble des dossiers des patients a pu étre analysé.

Les caractéristiques de chaque patient sont présentées dans le tableau I. La quasi-

totalité des patients étaient des hommes (14 hommes et 3 femmes)
L’age médian était de 73 ans (z 8,3).

Concernant I'indication de la prescription d’amiodarone : 15 patients (87%) I'avaient
pour une fibrillation atriale, 1 patient pour un flutter et 1 pour une maladie de

I'oreillette.

La posologie prescrite était de 200mg/j d’amiodarone excepté pour deux patients,
'un avait 150mg/j d’amiodarone et l'autre 200mg/j d’amiodarone cinq jours par

semaine.
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Il existait une grande disparité de la dose cumulée d’amiodarone entre les patients
avec une médiane de 176 grammes (+/- 352 grammes). Le maximum était de 1046g

d’amiodarone cumulée (patient 16), pour un minimum de 6g (patient 13).

Le temps d’exposition a 'amiodarone est également trés variable. Le maximum étant
de 5233 jours (patient 16), et le minimum étant de 31 jours (patient 13). La médiane

calculée est de 883 jours (+/- 1757).

Deux patients présentaient un antécédent de maladie pulmonaire au moment de la
réalisation de la MCFF (1 HTAP groupe 1’ et 1 BPCO). Aucun patient ne présentait

d’effet secondaire extra-pulmonaire a 'amiodarone au moment du LBA.

Onze patients (65%) présentaient un tableau clinique aigu et 6 patients (35%)

présentaient un tableau clinique subaigu d’atteinte interstitielle pulmonaire.
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4 patients sont classés comme certains (groupe A) de présenter une PnpA par les
experts, 4 patients comme probables (groupe B) et 9 patients comme improbables

(groupe C).

Le groupe A inclut les patients numéro 8, 10, 15 et 17. Le groupe B inclut les patients
numéro 6, 9, 11 et 16. Le groupe C est constitué des patients numéro 1, 2, 3,4, 5, 7,

12,13 et 14.

Le tableau Il compare I'age, la dose cumulée d’amiodarone, le temps passé sous

amiodarone et le tableau clinique entre les 3 groupes de probabilité de PnpA.

Dans les groupes A et B le temps passé sous amiodarone et la dose cumulée
d’amiodarone sont plus importants que dans le groupe C. En effet, le temps médian
passé sous amiodarone est respectivement de 685 jours et 3582 jours pour les
groupes A et B contre 365 jours pour le groupe C. La dose médiane cumulée est
respectivement de 137 grammes et 716 grammes pour les groupes A et B contre 70
grammes pour le groupe C. Cependant cette différence n’est pas statistiquement

significative (test de Mann-Whitney ; p>0,05). "

En groupant les patients avec PnpA certaine et probable, la durée d’exposition et la
dose cumulée tendent a étre supérieures en comparaison avec le groupe des
patients avec PnpA improbable (2230 jours [508 - 3927] vs 365 jours [123 - 3013];
446 grammes [101 - 785] vs 70 grammes [24 - 603]; p = 0,1 et p = 0,09

respectivement ; test de Mann-Whitney) (Figure 9 et 10 ).
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Tableau Il : Caractéristiques générales en fonction des groupes de probabilité

Certain (N=4) Probable (N=4) | Improbable (N=9)
Age (années) 76 (£ 8,9) 73 (2 7,2) 73 (x9)
Temps sous amiodarone (jours) 685 (+ 1765) 3582 (+ 1857) 365 (+ 1492)
Dose cumulée (g) 137 (+ 353) 716 (£ 371) 70 (+ 300)
- Aigu : 3 Aigu : 3 Aigu : 5
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Figure 9 : Comparaison de la durée de traitement par amiodarone entre les groupse PnpA certaine/probable vs

improbable
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Figure 10 : Dose cumulée d'amiodarone entre les groupes PnpA certaine/probable vs improbable

44



b. Analyse standard du LBA

Dans le Tableau lll sont présentées les données standards des LBA faits chez les 17

patients.

Sur le plan cellulaire, le profil des LBA recueillis est trés varié entre les patients.
Nous retrouvons 8 alvéolites macrophagiques (47%), 3 alvéolites neutrophiliques
(18%), 3 alvéolites avec formule panachée (18%) et 3 alvéolites lymphocytaires

(18%).

L’analyse cellulaire compléte de chaque LBA est disponible en annexe.

Deux patients présentaient un score de Golde élevé. Il s’agit du patient numéro 2
avec un score a 124 et du patient numéro 17 avec un score a 80. Cependant,

I'analyse du score de Golde n’a pu étre réalisée que pour 9 patients (tableau lIlI).

L’analyse cytologique des LBA est revenue normale pour 16 des 17 patients.

Sur les 17 patients de cette série, 11 ont bénéficié de I'analyse anatomopathologique
(6 non analysés : 3 par absence d’envoi au laboratoire d’anatomopathologie et 3 par
manque de matériel exploitable). On ne retrouvait de macrophages spumeux chez

aucun des 11 patients analysés.

Concernant I'analyse bactériologique des LBA : 5 présentaient des anomalies. Le
patient numéro 2 présentait une infection grippale a grippe A, les patients 4, 6 et 7
avaient une pneumocystose, le patient 6 avait en plus une infection a
Staphylococcus aureus et a Escherichia coli. Le patient 16 avait une infection a

Parainfluenza virus.
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Le tableau IV présente les données cytologiques du LBA en fonction des 3 groupes

de probabilité de PnpA.

Table IV : Répartition de la formule du LBA en fonction des groupes de probabilité diagnostique de PnpA

Formule du LBA Certain (N=4) Probable (N=4) | Improbable (N=9)
Macrophagique 2 1 5
Neutrophilique 1 1 1
Lymphocytaire 1 1 1
Panachée 0 1 2

c. Evaluation de la valeur diagnostique de I'analyse en MCFF du

LBA

Nous avons comparé les résultats de I'analyse en MCFF du LBA avec celui obtenu

par la DMD-PID.

En utilisant les criteres de PnpA en MCFF in vivo sur les 8 patients du groupe A et B,
4 avaient un LBA compatible avec le diagnostic de PnpA en MCFF ex vivo. Sur les 9
patients du groupe C, 6 avaient un LBA en MCFF compatible avec le diagnostic de

PnpA en MCFF ex vivo (Tableau V).

Table V : mesure de la validité intrinseque de la MCFF ex vivo

Test + 4 6

Test - 4 3
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Dans notre série, la spécificité de la MCFF ex vivo est de 33%, pour une sensibilité

de 50% (p= 0,64 ; test exact de Fisher)

La figure 9 montre les images que nous avons obtenu en MCFF ex vivo. L'image A
correspond a un LBA considéré comme positif par les experts. L'image B est quant a
elle issue d’'un patient ou les experts MCFF n’ont pas retenu le diagnostic de PnpA
sur les données du LBA. On peut observer sur 'image A la présence de cellules
fortement fluorescentes et de taille supérieur a 20um. A linverse sur limage B

aucune cellule a forte fluorescence n’est visualisée.

Figure 9 : Les images A et B sont les images observé en MCFF ex vivo sur le LBA. Les images C et D sont des
exemples de cytologie d’un LBA adressé d’un centre extérieur. Image A : patient classé par les experts comme
susceptible de présenter une PnpA. /Image B : LBA non en faveur de PnpA./ Image C :coloration MGG : au
centre, on identifie un volumineux macrophage spumeux (fleche) / Image D : cytologie en auto-fluorescence
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La concordance inter observateur est trés bonne, puisque les 2 experts ont classé

les patients en MCCF ex vivo de maniére identique pour 100% d’entre eux.

En regardant la taille moyenne des cellules observées sur 5 images d’intérét, nous
retrouvions une différence significative entre les groupes A et B comparativement au
groupe C. En effet, dans le groupe C les cellules observées en MCFF ex vivo étaient
significativement plus grandes que dans les groupes A et B. (20um vs 17um;

p=0,0008) (Figure 10)
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Figure 10 : Comparaison entre le diametre moyen des cellules observées sur le LBA en MCFF entre les groupes

A et B (PNP amiodarone +) versus le groupe C (PNP amiodarone -)
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La fréquence de distribution du diamétre cellulaire est illustrée sur la figure 11. On

observe que les courbes de distribution sont superposables entre les deux groupes.

Diameétre cellulaire : fréquence de distribution
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Figure 11 : Fréquence de distribution des diametres cellulaires observés en MCFF ex vivo en fonction du groupe

diagnostic : PNP amiodarone positif versus PNP amiodarone négatif

La comparaison de lintensité de fluorescence moyenne entre les groupes A + B
versus C, retrouve une intensité de fluorescence moyenne plus importante dans le

groupe C. Cette différence est significative (39 UA vs 49 UA ; p = 0,048) (figure 12).
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Figure 12 : Comparaison de l'intensité de fluorescence moyenne en fonction du diagnostic de PNP a

I"'amiodarone.



Discussion

A ce jour le diagnostic de PnpA repose sur un ensemble d’éléments non
discriminants. La présence de macrophages spumeux au LBA est le signe le plus
couramment utilisé pour suspecter l'atteinte pulmonaire de I'amiodarone (27).
Cependant ce signe ne témoigne pas de maniére certaine d’'une toxicité pulmonaire
(28). La clinique et I'imagerie étant non spécifiques, il est actuellement indispensable
de réunir un panel d’experts pour poser le diagnostic de PnpA. Ce processus lourd
entraine un retard diagnostic et donc une incertitude thérapeutique. Néanmoins,

I'amiodarone doit étre arrétée devant toute suspicion de PnpA.

Malgré une sensibilité et une spécificité intéressante la MCFF in vivo du poumon
distal ne peut pas étre réalisée chez tous les patients. Il existe en effet de
nombreuses contre-indications rendant son utilisation en routine difficile, en

particulier dans un contexte d’'urgence diagnostique, ou de défaillance respiratoire.

Notre étude est, a notre connaissance, la premiére visant a évaluer la MCFF ex vivo

dans le LBA pour le diagnostic de PnpA.

Dans cette série étudiant les aspects en MCFF du liquide de LBA ex-vivo chez les
patients de PnpA, les résultats obtenus démontrent que ['utilisation des critéres
diagnostiques de PnpA en MCFF in vivo ne sont pas transposables en analyse ex
vivo. En effet en utilisant ces critéres la sensibilité est de 50% avec une spécificité de

33% dans notre étude.

La taille des cellules observées ne semble pas un bon critere en MCFF ex vivo

puisque dans notre étude les patients classés comme certain ou probable de
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présenter une PnpA, avaient une taille cellulaire inférieure aux patients classés
comme improbable de présenter une PnpA. De méme, l'intensité de fluorescence ne
semble pas non plus un bon marqueur de PnpA en MCFF ex vivo. En effet dans
notre étude nous avons observé que cette intensité de fluorescence moyenne était

plus importante chez les patients ne présentant pas de PnpA.

Une des explications possibles est que dans cette étude I'ensemble des patients
présentaient Pnp aigué, avec une alvéolite intense. Ainsi en MCFF ex vivo nous
visualisons de nombreuses cellules de taille moyenne (neutrophiles, lymphocytes),
fluorescentes. L’échantillon de liquide de LBA n’est pas préparé avant I'observation
en MCFF, et il est possible que les aspects de « grandes cellules fluorescentes »
soient liés a des agglomérats de cellules plus petites (lymphocytes et/ou
neutrophiles). Il est également possible que les conditions de conservation/transport
du liquide de LBA entrainent une altération des cellules et/ou de leurs propriétés de

fluorescence.

La discordance de spécificité et de sensibilité entre la MCFF in vivo et la MCFF ex
vivo retrouvée dans cette étude peut également s’expliquer par la différence du
milieu analysé. En effet dans le cadre de la MCFF in vivo nous étudions les espaces
inter-alvéolaires et alvéolaires. Il est probable que nous observions donc les
macrophages alvéolaires activés dans les compartiments pulmonaires interstitiels et
intra-alvéolaires, s’accumulant pour éliminer les débris cellulaires dans le cadre de
cette maladie de surcharge. La MCFF ex vivo est quant a elle faite a partir du LBA.
Ce dernier refléete les populations cellulaires présentes dans les espaces
bronchiolaires et alvéolaires sans analyser le secteur tissulaire. En effet, il est admis
que la présence d’'une accumulation tissulaire de cellules spumeuses sont alors
spécifiques de la toxicité de I'amiodarone (29) Cette différence de site d’analyse est
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majeure et explique peut-étre a elle seule 'absence de spécificité de la technique

dans cette série ex-vivo.

D’autres affections pulmonaires aigués et sub-aigués que la PnpA, peuvent entrainer
une infiltration cellulaire fluorescente en endomicroscopie confocale. C’est le cas en
particulier du rejet aigu cellulaire du greffon en transplantation pulmonaire, et de la
pneumocystose. Dans la transplantation pulmonaire, il a été montré que la présence
de cellules fluorescentes alvéolaires était retrouvée a la fois dans les situations de
rejet mais également dans les greffons sans rejet, dans environ 65% des cas (42).
L’origine de la fluorescence cellulaire n’est pas identifiée. Keller et al (43) ont montré
en revanche que l'étude de la distribution des cellules fluorescentes, péri-
vasculaires, signe de rejet aigu cellulaire, était aussi bien identifiée en
endomicroscopie confocale que sur les biopsies transbronchiques, ouvrant la voie a
la biopsie optique pour le suivi des patients transplantés. Il était cependant noté dans
cette étude, concernant linfiltration cellulaire fluorescente des territoires alvéolaires,

des cas faux-positifs en rapport avec des infections virales.

Dans la pneumocystose pulmonaire Shafief et al, (45) ont eux aussi démontré, que la
présence de cellules fluorescentes au sein des espaces intra-alvéolaires, chez des
patients VIH suspectés de présenter une pneumocystose, était un bon marqueur de
la pathologie. En effet dans cette étude la spécificité est de 89% et la sensibilité de
79% (p = 0,0001) pour le diagnostic de pneumocystose en MCFF in vivo. Dans notre
série, 3 patients (patients 4, 6 et 7) présentaient une pneumocystose active au
moment de la MCFF ex vivo. Le patient 6 était classé comme compatible de
présenter une PnpA par les experts en MCFF ex vivo. La présence de cellules
fortement fluorescentes de la pneumocystose a donc pu interférer avec nos résultats
pour le diagnostic de PnpA.

55



Nous notons dans notre série 'absence de macrophage spumeux dans les LBA des
patients. Or 4 patients étaient considérés par les experts comme certains de
présenter une PnpA et 4 probables. Sur les 8 patients des groupes A et B, seuls les
patients 6 et 10 n’ont pas pu bénéficier d’'une analyse anatomopathologique de leur
LBA. Ainsi méme en l'absence de macrophage spumeux, les experts se sont
prononcés en faveur du diagnostic de PnpA. Ce constat est surprenant car il est
généralement admis que I'absence de macrophages spumeux élimine la toxicité de
I'amiodarone (28). Cela renforce l'idée que les cellules observées ou recueillies dans
les alvéoles ne sont pas un bon marqueur de la toxicité de I'amiodarone sur le

parenchyme pulmonaire.

Afin de confirmer ou d’infirmer les résultats de cette étude il serait intéressant de
comparer I'analyse par MCFF ex vivo a I'analyse par MCFF in vivo dans une cohorte

de patients atteints de PnpA, et a la DMD.

En revanche cette étude confirme I'excellente reproductibilité dans linterprétation
des résultats puisque les 2 experts ont classé de maniéere identique les LBA des

patients en MCFF sur la base des critéres de la MCFF in vivo.

Conclusion

L’analyse en MCFF du liquide de LBA est reproductible. Les criteres de MCFF in vivo
ne sont pas extrapolables a I'analyse ex vivo du liquide de LBA pour le diagnostic de

pneumopathie a 'amiodarone.
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RESUME

Introduction : L’'amiodarone est responsable d’une toxicité pulmonaire importante
qui varie selon les séries de 0,5% a 15%. Aujourd’hui il n’existe aucun examen fiable
pour poser le diagnostic de pneumopathie a I'amiodarone (PnpA). La microscopie
confocale fibrée en fluorescence (MCFF) a démontré in vivo son intérét pour le
diagnostic de PnpA. La sensibilit¢ est de 100% (IC 95 % : 0,66-1) avec une
spécificité de 88% (IC 95 % : 0,47-1) chez les patients non-fumeurs dans I'étude
pilote de Salaun et al en 2013.

Objectif : Déterminer la précision diagnostique de la MCFF ex vivo sur le liquide
broncho-alvéolaire (LBA) chez des patients non-fumeurs pour le diagnostic de PnpA
aigué (<1mois) ou subaigué (<3mois).

Méthodes : Chaque patient de la cohorte a bénéficié en I'aveugle d’une évaluation
du LBA en ex vivo et d’'une évaluation par réunion multidisciplinaire (RCP-PID) pour
poser le diagnostic de PnpA. Les patients étaient classés en 3 groupes par la RCP-
PID : certain (A), probable(B), et improbable (C) de présenter une PnpA. lIs étaient
comparés au résultat de la MCFF ex vivo. Nous utilisions le dispositif Cellvizio® Lung
avec excitation a 488 nm, couplé a un spectrométre (Mauna Kea Technologies,
Paris, France), avec une sonde AlveoFlex® pour la MCFF. Le LBA était considéré
comme évocateur de PnpA lorsque les experts y observaient des cellules de grandes
tailles (>20um), fluorescentes avec une intensité supérieure a 100 Lux. Une
deuxiéme analyse portait sur la différence des moyennes de fluorescence et de taille
cellulaire entre les groupes A, B et C.

Résultats : 17 LBA ont été étudiés en MCFF de décembre 2016 a juillet 2019. 11
patients (65%) présentaient un tableau clinique aigu et 6 patients (35%) présentaient
un tableau clinique subaigu de PnpA. 4 patients sont classés comme certains
(groupe A) de présenter une PnpA par la RCP-PID, 4 patients comme probables
(groupe B) et 9 patients comme improbables (groupe C). Dans notre série la
spécificité de la MCFF ex vivo est de 33%, pour une sensibilité de 50% (p= 0,64). La
taille moyenne des cellules fluorescentes est de 17um dans les groupes A et B vs
20um dans le groupe C (p = 0,0008). La fluorescence moyenne est de 39UA pour le
groupe A et B vs 49UA dans le groupe C (p = 0,048)

Conclusion : La MCFF ex vivo ne permet pas de poser avec certitude le diagnostic
de PnpA en utilisant les critéres de la MCFF in vivo.
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