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I/ RESUME

Contexte

Le cytomégalovirus (CMV) peut étre transmis par le lait maternel. Les nouveaux nés avant
32 semaines d’aménorrhée (SA) et de poids de naissance (PN) inférieur a 1500 g présentent un
risque plus élevé d’infection symptomatique postnatale a CMV que les nouveaux nés a terme. La
pasteurisation du lait détruit le CMV mais diminue ses qualités nutritives, anti infectieuses, anti-
oxydantes, augmentant ainsi le risque de dysplasie broncho-pulmonaire, d’entérocolite ulcero-

nécrosante et de rétinopathie chez les prématurés.

Objectif
Evaluer le protocole Don Direct de lait maternel cru, du service de Médecine et

Réanimation Néonatale, Centre Hospitalo-Universitaire de Marseille—Ho6pital de la Conception.

Méthodes

Etude prospective qui incluait tous les nouveaux nés susceptibles de bénéficier du protocole
de dépistage « Don direct - Immunité ancienne maternelle a CMV- naissance entre 28 et 32 SA et
de PN de 1000 a 1500 g ». Ces nouveaux nés ont fait I'objet d’un dépistage de I'infection a CMV a
la naissance, a 3 et a 6 semaines de vie par Polymerase Chain Reaction (PCR) sur prélevement d’

urines.

Résultats

68 nouveaux nés ont été inclus dans ce protocole. Parmi eux, 23 (34%) ont été inclus par
erreur, 10 n'ont pas été dépistés a 3 ou 6 semaines, 5 ont eu un relai par lait artificiel avant 6
semaines de vie. Au total, 30 respectaient tous les criteres du protocole, dont 5 étaient infectés et

25 non infectés par le CMV.

Conclusion

Le protocole a permis de dépister 5 infections post-natales a CMV par le lait maternel cru.
Aucun patient infecté n’a été symptomatique, ni traité. Cette étude va dans le méme sens que les
dernieres recommandations de 2018, qui sont de ne pas surveiller la survenue de cette infection

et de privilégier I'allaitement maternel chez ces nouveaux nés.



I/ INTRODUCTION
A/ HISTORIQUE

En 1904, Jesionek et Kiolemenoglou décrivent des cellules avec un aspect «d’ceil de
chouette» dans plusieurs tissus (foie, rein, poumon) d’un feetus mort-né (1). In vitro les cellules
infectées par le CMV paraissent rondes, augmentées de volume, avec inclusion d’un corps viral
intracellulaire (2); ces inclusions cytomégaliques ressemblant a un ceil de chouette, cette
description anatomopathologique est pathognomonique du CMV. Dans les années 1930, les
médecins allemands Blgenler et Wagner parlent de la maladie des inclusions cytomégaliques
devant I'observation de cellules avec inclusions cytomégaliques retrouvées a I'autopsie de feetus
morts nés ou morts peu apres la naissance et qui présentaient des malformations anatomiques
(3). En 1955, Weller et son équipe montrent que la maladie des inclusions cytomégaliques est
responsable d’une hépatosplénomégalie, de calcifications, d’'une microcéphalie et de la présence
dans les urines de cellules infectées chez trois enfants. Ils identifient ce virus comme I'agent
responsable de la maladie des inclusions cytomégaliques (4). En 1964, le CMV est isolé chez des
femmes enceintes apres leur accouchement ainsi que chez leurs nouveaux nés (5).

En 1969, Feldman s’intéresse a 6 femmes enceintes présentant une virurie a CMV. Les 6
bébés nés des 6 femmes infectées ne présentent pas de symptdmes particuliers. Ce qui pose la
question du lien entre la date de la primo infection de la mere pendant la grossesse et I'infection
du foetus (6).

En 1971, I'équipe américaine de Davis met en évidence une primo infection a CMV chez

éme

une femme enceinte a 12 SA. lIs réalisent une ponction du liquide amniotique a la 21" semaine
de grossesse et retrouvent du CMV dans le liquide amniotique. Il est décidé une interruption
médicale de grossesse. Aucune anomalie cérébrale n'est détectée et le poids du feetus et de ses
organes est normal pour un feetus de 22 semaines (7).

En 1973, une étude prospective sur 319 femmes enceintes a sérologie négative pour le
CMV montre une relation de causalité entre la primo-infection maternelle (séroconversion avec
apparition d’ immunoglobulines M ou IgM spécifiques du CMV) et celle du foetus. 11 femmes
présentent une primo-infection a CMV. Le taux de contamination du feetus est de 50% en cas de
primo-infection (8,9). Le CMV est donc responsable de la maladie cytomégalique chez les feetus. La

primo-infection de la mere ne conduit pas toujours a une infection du foetus et en cas de

contamination, le foetus n’est pas toujours symptomatique.



B/ CLASSIFICATION

Le cytomégalovirus humain (CMV) ou Human HerpesVirus 5 (HHV5) appartient a la famille
des Herpesviridae (Tableau 1), virus enveloppés. Leur taille varie de 150 a 300 nm. Cette famille se
caractérise par sa capacité a infecter les cellules de maniere latente, avec des réactivations

transitoires. Les Herpesviridae comprennent 3 sous-familles : alpha, beta, gamma.

Abbreviation

Herpesvirus Common Formal Size (kb)
Alphaherpesvirinae
Simplexvirus
Herpes simplex virus type 1 HSV-1 HHV-1 152
Herpes simplex virus type 2 HSV-2 HHV-2 155
Varicellovirus
Varicella-zoster virus vzv HHV-3 125
Betaherpesvirinae
Cytomegalovirus
HCMV HCMV HHV-5 227-236
Roseolovirus
Human herpesvirus type 6 HHV-6 HHV-6 159-162
Human herpesvirus type 7 HHV-7 HHV-7 144-153
Gammaherpesvirinae
Lymphocryptovirus
EBV EBV HHV-4 172-173
Rhadinovirus
Human herpesvirus type 8 HHV-8 HHV-8 134-138

Tableau 1. Classification des Herpésvirus humains (10).



C/ STRUCTURE DU VIRUS

La structure des Herpésvirus comprend : un génome a ADN linéaire, une capside entourée

par un tégument composé de phosphoprotéines et une enveloppe.

Le virion mature mesure 150 a 200 nm de diameétre.

Nucleocapside

Enveloppe

Glycoprotéines

~———— Tégument

Capside

|' 200 nm > ADN

Figures 1 (11) et 2. Le cytomégalovirus humain.

g : glycoprotéine



1/ ENVELOPPE

L’enveloppe est une bicouche lipidique qui provient du réticulum endoplasmique (RE). Elle
confere au virion une sensibilité particuliere aux solvants des lipides, au pH bas et a la chaleur. Elle
contient 8 glycoprotéines transmembranaires exprimées a la surface du virion, notamment: gL,
g0, gB, gH, gM et gN. Les 4 derniéres sont essentielles pour la production de particules virales
infectieuses.
gB : La protéine gB est tres conservée dans la famille des Herpésvirus. C'est une glycoprotéine
membranaire de 110-116 kDa. Elle est capable de lier I’héparine et est nécessaire a 'adhésion sur
les héparanes-sulfates lors de la phase d’adhésion du virus (12).
gM/gN : La protéine gM est la glycoprotéine la plus abondante a la surface virale (10 % de la
masse du virion). Cette protéine est trés conservée chez tous les Herpésvirus. Elle forme un
complexe avec la protéine gN dans le RE. La structure et la variabilité de séquence de gN sont
spécifiques du CMV. La variabilité de sa séquence en acides aminés résulte d’'une sélection positive
permettant I'échappement a la réponse anticorps. gN permet aussi une interaction avec les
héparanes-sulfates.

Le complexe gH/gL/gO : gH assure la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane cellulaire. Elle
est une cible pour les anticorps neutralisants, qui bloquent la fusion des membranes et la
pénétration du virus (13). Comme les protéines gH des autres Herpésvirus, la protéine gH du CMV
nécessite la co-expression avec gL pour le transport intracellulaire. La protéine gL sert de
chaperonne pour la bonne localisation de gH. L’association avec la protéine gO semble augmenter
la capacité de fusion du complexe. gO n’est pas nécessaire pour la production de virus infectieux in
vitro.

Le complexe gH : La protéine gH peut également s’associer avec les protéines gL, UL128, UL130 et
UL131 pour former le complexe pentamérique dit « complexe gH ». Les protéines UL128-131
doivent se lier simultanément a I'association gH/gL (14). Ce complexe permet I'entrée du virus
notamment dans les cellules endothéliales et épithéliales (15). Il est une cible majeure des

anticorps neutralisants (16).

2/ LE TEGUMENT

Le tégument est I'espace entre I'enveloppe et la capside. Il est amorphe et non structuré.
Le tégument comprend 71 protéines. Les protéines du tégument sont majoritairement virales ; il
contient aussi des protéines cellulaires embarquées. Ces protéines seront libérées dans le

cytoplasme de la cellule infectée. Elles ont un réle structural dans I'assemblage et le



désassemblage du virion, dans la réplication virale et un réle dans la régulation de la réponse

immunitaire de I’'hGte contre le virus (10).

3/ LA CAPSIDE

La capside icosaédrique se compose de 12 pentameres, 150 hexameres et 320 trimeres.
Sprotéines forment la capside codées par 5 genes : UL86 code pour la protéine Major Capsid
Protein (MCP), UL85 code pour minor Capsid Protein (mCP), UL46 pour minor Protein Binding
Protein (mPBP), UL48-49 codent pour Smallest Capsid Protein (SCP), UL80 pour des protéines
d’assemblage. MCP est la protéine la plus abondante de la capside, elle forme les pentameres et
hexameres de la capside. mCP et mPBP sont des protéines mineures qui forment des triméres et
viennent se positionner entre les pentameres et les hexaméres. SCP est nécessaire a I'assemblage

des particules virales infectieuses (17).

4/ LE GENOME

Le génome du HCMV comporte 235 kb. C’est le plus grand génome des Herpeésvirus.
Les régions présentes aux extrémités du génome permettent I'encapsidation de celui-ci grace a
des éléments conservés : pac-1 et pac-2. Le premier séquencage complet du virus a été publié en
1990 et portait sur la souche de laboratoire AD169. Sa séquence est délétée de 19 Open Reading
Frame (ORF) par rapport aux souches cliniques. Cependant, cette réduction de taille du génome a
également été retrouvée chez certaines souches cliniques. Suite a des recombinaisons, il existe 4
formes isomériques du génome selon le sens de lecture des séquences. Le génome code pour
environ 200 ORF. La majorité des transcrits du CMV font entre 1 et 4 kb, des ARNm supérieurs a 10

kb peuvent aussi étre produits (18).

D/ PHYSIOPATHOLOGIE DE L'INFECTION A CMV

1/ Au niveau cellulaire

Le CMV a un spectre d’hote restreint a 'Homme. Son tropisme cellulaire est tres large. Il
peut infecter les fibroblastes, les cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les trophoblastes
placentaires, les macrophages, les cellules dendritiques, les hépatocytes, les neutrophiles, les
cellules musculaires lisses, les cellules souches neurales et les astrocytes (19).

L’entrée du virus nécessite une adhésion a la surface des cellules au niveau des heparan-
sulfates (12). (Fig. 3). Les protéines gM/gN ou gB se lient de fagon non spécifique aux

heparan sulfates puis gB se lie a un récepteur cellulaire.



Le virus se lie avec un grand nombre de récepteurs cellulaires. La protéine virale gB de
I’enveloppe peut se lier a I'anexine et induire la fusion des membranes phospholipidiques. CD13 a
également été décrit comme récepteur pour le CMV (20). Les anticorps bloquants anti-CD13
inhibent I'attachement et I'entrée du virus dans les cellules (21). D’autres récepteurs ont été
décrits : DC-SIGN (22) plusieurs intégrines (23).

Des interactions entre les glycoprotéines virales, des intégrines et des Toll Like Receptors
cellulaires permettent le rapprochement puis la fusion des enveloppes cellulaires et virales. La
capside est libérée dans le cytoplasme (24). L'entrée du CMV dans la cellule induit I'activation de
voies de signalisation telles que les voies du calcium, I'activation de la phospholipase A2 ou
I’augmentation de la libération d’acide arachidonique / linoléique et de ses métabolites (25). La
capside est transportée jusqu’au noyau cellulaire, grace aux microtubules et au cytosquelette
d’actine, ou la capside fusionne avec I'enveloppe nucléaire, I’ADN viral est ensuite libéré dans le

noyau (26).
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Figure 3. Mécanisme d’entrée du CMV par fusion membranaire (24).

Le virus s’attache aux heparan-sulfates (HSPGs) a la surface des cellules avant de se lier a
I'EGFR via ses protéines d’enveloppes gB. La protéine virale gH se lie aux intégrines et semble
jouer un role dans lI'entrée du virus. Apres fusion des membranes cellulaires et virales, la
nucléocapside est libérée dans le cytoplasme et acheminée au noyau.

Lors du cycle viral lytique, 'ADN viral est répliqué grace a I'expression des genes viraux
lytiques. Les nouvelles molécules d’ADN viral sont alors encapsidées. L'enveloppe autour de la
capside se forme au niveau de la membrane nucléaire puis au niveau du réticulum endoplasmique
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RE. Le virion néoformé est libéré par exocytose (10) (fig.4). La moitié de ces particules sont
libérées dans le milieu extracellulaire, tandis que I'autre moitié reste attachée a la membrane
plasmique. Le virus peut également étre disséminé par échange de cellule a cellule via des
connections cellulaires. Ce mode d’infection est d’ailleurs le plus répandu in vivo (27). Il permet au
virus d’échapper aux anticorps neutralisants de I'organisme (28). Les nouveaux virions ont une
demi-vie de 24 2 48 h.

Il reste dans la cellule de nombreuses structures virales incomplétes et non infectieuses qui
forment des corps denses. La présence de ces corps denses dans le noyau le déforme et donne

cette apparence caractéristique des cellules infectées, dite en « ceil de chouette » (29).

Attachment and
penetration

Cytoplasm Golgi

complex

13\

Entry and
uncoating

Figure 4. Cycle viral lytique du CMV (30).

Lors du cycle latent, des études montrent que les progéniteurs hématopoiétiques CD34+
(31) et les progéniteurs macrophage-granulocytes CD33+ sont les cellules cibles du CMV (32). Le
virus rentre dans ces cellules, mais le cycle réplicatif est ensuite rapidement interrompu et il n'y a
pas d’expression des genes viraux lytiques codant pour la réplication. Ce sont les génes viraux de
latence qui codent entre autre pour une protéine vIL-10, qui permet au virus d'échapper a la
réponse immune cellulaire en créant un microenvironnement immunosuppressif (33). Le géne
UL133-UL138 code pour les protéines pUL133 et pUL138 nécessaires au maintien de la latence
dans les cellules CD34+ in vitro (34). L'expression des génes viraux est étroitement régulée durant
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la latence, en particulier au niveau du promoteur des genes viraux lytiques. Les changements
d’expression des genes viraux pourraient étre liés a des réarrangements de la structure de la
chromatine virale entre le cycle lytique et latent. Lors de la latence, des histones s’associent a
'ADN viral, mimant la structure de la chromatine cellulaire. Ce changement, médié par les
histones déacétylases, pourrait jouer un réle dans la balance entre latence et réactivation (35).

Cependant, si les cellules CD34+ se différencient en cellules dendritiques, I'expression des genes
lytiques se réactive et permet la production de nouveaux virions infectieux. Cette réactivation est
liége a un remodelage de la chromatine du promoteur des genes viraux lytiques qui induit son

activation (36).

2/ Au niveau organique

La transmission du CMV est uniquement inter humaine. Lors d’une primo-infection ou
d’une réactivation, le cas index peut transmettre le virus par voie respiratoire, sexuelle, sanguine,
materno-foetale (congénitale ou post natale par I'allaitement), par un organe ou un tissu greffé.

L’acquisition du virus par l'une de ces voies est suivie d'une phase de dissémination
sanguine (virémie) qui permet au virus d’atteindre ses organes cibles (fig. 5). Le CMV est un virus
intracellulaire ; dans le sang, il est transporté jusqu’aux tissus par les polynucléaires circulants et
les monocytes. Les cellules endothéliales infectées peuvent se détacher de la paroi vasculaire et
migrer jusqu’aux capillaires terminaux, contribuant également a l'infection des organes distants
(fig. 6).

Les réinfections et les réactivations sont associées a une virémie. Tous les organes, y
compris le systeme nerveux central, peuvent étre infectés. Cette capacité a disséminer dans tout
I'organisme est liée a la multiplicité des types cellulaires que le virus peut infecter et a la
distribution ubiquitaire de ses cibles majeures (cellules endothéliales, épithéliales et
fibroblastiques).

Apres la primo-infection, le CMV peut persister sous forme latente dans les cellules
souches hématopoiétiques, les cellules mononuclées du sang, les cellules endothéliales. Des
réactivations peuvent se produire lors d’un déficit immunitaire acquis, transitoire ou persistant.

Des réinfections par une nouvelle souche virale sont également possibles.
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E/L'INFECTION CONGENITALE A CMV
1/ Epidémiologie
Les données qui suivent proviennent du rapport « Prévention de [linfection a

cytomégalovirus chez la femme enceinte et le nouveau né » du Haut Conseil de la Santé Publique

de décembre 2018.

a/ Séroprévalence du CMV chez les femmes enceintes ou en age de procréer.

Dans le rapport de ’ANAES (37), trois études francaises (38,39) avaient été retenues pour
documenter la prévalence maternelle de I'infection a CMV ; réalisées entre 1992 et 1999, elles
concernaient toutes des populations de femmes enceintes dépistées lors du premier trimestre de
grossesse. Les effectifs des études allaient de 1018 a 19456 femmes testées. Leurs résultats
étaient similaires : une prévalence estimée entre 43,5 % et 51,5 % avec un intervalle de confiance

a95 % allant de 42,1 % a 54,5 %.
D’autres études rapportent des résultats similaires.

Une étude prospective menée en 2005-2006 dans une maternité de I’Assistance Publique-
Hopitaux de Paris (APHP) (40) incluait 4160 femmes consultant pour la premiere visite prénatale ;

la séroprévalence du CMV dans cette population était estimée a 53,1%.

Une enquéte en population générale (41) a été réalisée en 2009-2010 sur un échantillon de
2536 personnes (dont 1306 femmes), représentatif de la population métropolitaine agée de 15 a
49 ans, se présentant pour un bilan biologique dans un laboratoire de biologie médicale (132
laboratoires tirés au sort parmi ceux pratiquant la sérologie). La séroprévalence globale était de
41,9% (IC 95% 38,4-45,5), plus élevée chez les femmes que chez les hommes : 45,6% vs 39,3%. De
fagon plus spécifique, I'analyse des résultats chez les femmes a montré une séroprévalence tres
élevée chez les femmes nées hors d’Occident, > 97% des I'age de 15 ans, alors que chez les
femmes nées en Occident, la séroprévalence augmentait avec I'age, passant de 27,6% chez les 15-
24 ans [IC95% : 23,6-31] a 41,9% [IC95% : 35,2- 49,0] et 48,6% [IC95% : 40,7-56,5] respectivement

chez les 25-34 ans et les 35-49 ans.

b/ Taux de transmission materno-foetale
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Le taux de transmission lors d’une primo infection chez la femme enceinte, mesuré par PCR
sur liquide amniotique, tissu foetaux lors d’une autopsie, urines du nouveau né dans les 2
premieres semaines de vie, augmente au cours de la grossesse : de 30 % au premier trimestre

(42,40) a 30 a 40 % au second trimestre (43) et jusqu’a 72 % au troisiéme trimestre (44).
¢/ Incidence chez les nouveau-nés

La majorité des études s’intéressent a I'incidence de l'infection congénitale par le CMV.
Elle est mesurée par le nombre de nouveau-nés infectés rapporté au nombre de nouveau-nés
vivants sur une période. Cette méthodologie exclut par définition les MFIU, les IVG et les IMG (cf.

glossaire).

Dans le rapport de I'ANAES, aucune donnée frangaise n’était disponible, I'incidence
retenue était basée sur les estimations des pays industrialisés, soit entre 3 et 5 infections
congénitales a CMV par an pour 1000 naissances vivantes, soit entre 2400 et 4000 nouveau-nés

infectés par an en France (45).
2/Symptomatologie néonatale de I'infection congénitale a CMV

La majorité (88-90%) des enfants infectés in utero est asymptomatique a la naissance
(46,47). Ll'infection néonatale peut étre sévére réalisant le tableau de la maladie des inclusions
cytomégaliques qui associe des signes d’infection systémique sévére (purpura thrombopénique,
hépatite, insuffisance hépatocellulaire, coagulation intravasculaire disséminée) a une atteinte
neurologique sévére (microcéphalie, spasticité, hypotonie, |éthargie, convulsions). Cette forme
grave, mais rare (moins de 5% des nouveau-nés infectés), évolue vers le déces de I'enfant dans
30% des cas et, en cas de survie, vers des séquelles neurosensorielles trés séveres comme un
retard mental (quotient intellectuel inférieur a 70), une surdité bilatérale, une choriorétinite. Les
atteintes plus limitées, se manifestant par une hépato-splénomégalie, une thrombopénie, un
ictere, des pétéchies, une hypotonie, sont responsables de séquelles neurosensorielles dans 30%

des cas. Une choriorétinite et une atrophie optique sont possibles (48, 49, 50).

3/ Outils biologiques diagnostiques de l'infection a CMV chez la femme

enceinte, le foetus et le nouveau-né.

a/ Techniques de recherche directe du virus
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La PCR est la technique la plus sensible, la plus reproductible, la plus rapide, automatisable,
adaptée aux grandes séries et peu affectée par les conditions de transport et de stockage. La PCR
doit donc étre privilégiée dans toutes les indications relatives au diagnostic d’une infection

congénitale a CMV (51).

b/ Techniques sérologiques

L'infection a CMV induit la production d’IgM suivie par une production d’lgG. Les
techniques sérologiques actuellement utilisées en pratique quotidienne pour le diagnostic de
I'infection maternelle sont de type immuno-enzymatique: tests ELISA (Enzyme Linked

ImmunoSorbent Assay).

Les IgM apparaissent 3 a 5 jours apres le début des signes cliniques et disparaissent en
général en 4 a 18 semaines (mais peuvent persister pendant des mois voire années (37) selon les
individus). Les IgM sont en général tres sensibles et spécifiques vis-a-vis du CMV mais ne sont pas
tres spécifiques de la primo-infection a CMV. Les IgG apparaissent environ 5 a 8 jours apres le
début des signes cliniques, et atteignent un plateau en un temps variable selon les individus et la
technique utilisée (3 jours a 3 semaines). Les 1gG sont trés valides (sensibles et spécifiques). La
positivité des IgM doit donc étre considérée comme un point d’appel et doit absolument étre
complétée par la mesure de I'avidité des IgG. La technique d’avidité des IgG CMV reste une
technique difficile dont il est important que le biologiste connaisse parfaitement les limites (52) et

celle-ci doit étre de préférence réalisée dans un laboratoire expert (Figure 5-1).
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Interprétation de la sérologiec CMV
en cas de signe(s) clinique(s)
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par lapparition des 126
sur un nouveau prélévement
dans 5-10 jours

Figure 7. Interprétation de la sérologie CMV en cas de signes cliniques maternels (38).

¢/ Le bilan diagnostique biologique néonatal

La recherche du virus par PCR dans les urines et/ou la salive est la technique la plus fiable
pour le diagnostic d’infection acquise in utero, si le prélevement est effectué dans les 10-15 jours
qui suivent la naissance (46,54). En effet, en cas de positivité d’'un prélevement effectué au-dela
de 15 jours de vie, les tests virologiques ne permettront plus de distinguer une infection
congénitale d’une infection acquise en périnatal ou postnatal (exposition aux sécrétions vaginales
infectées ou a I'allaitement).

La recherche du CMV a la naissance doit donc étre effectuée par PCR sur les urines. Cette
approche a des performances diagnostiques tres satisfaisantes avec une sensibilité et une
spécificité proches de 100 %(55,56). Certains utilisent la salive, cependant il reste un risque de
faux positif si la toilette de la bouche n’a pas été suffisante pour éliminer le CMV présent dans le

lait maternel.

4/Recommandations thérapeutiques

a/ Indications
Il est recommandé de traiter les formes modérées a séveres : RCIU isolé, atteintes peu

séveres du SNC a I'IRM, prématurité. Dans ces situations le niveau de la charge virale (CV) peut
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orienter la décision (seuil au-dela de 12 000 copies/ml). Cependant, la littérature n’est pas claire
sur la valeur prédictive de la charge virale sanguine a la naissance pour le développement d’un
déficit auditif chez un enfant asymptomatique (57, 58). Le traitement doit étre débuté avant le
premier mois de vie et pour une durée de 6 mois pour les formes séveres. Pour les autres
indications, la durée est a discuter et peut varier de 6 semaines a 3 mois selon les protocoles, en

I’'absence de consensus. Une étude randomisée comparait un groupe de nouveaux nés ayant une
infection congénitale a CMV traitée par Ganciclovir a un groupe de nouveaux nés non traités
retrouvait une diminution du risque d’aggravation de la surdité de 61 % a 21 % en faveur du
traitement pendant six semaines par Ganciclovir (59). En utilisant cette méme cohorte, il a été
montré que le devenir neuro développemental des nouveaux nés traités était plus favorable (60).
Le méme protocole chez 23 nouveaux nés asymptomatiques, 12 traités par Ganciclovir contre 11
controles a trouvé 11 % de déficit auditif dans le groupe non traité contre zéro dans le groupe

traité, aprés un suivide 4 a 10 ans (61).

b/ Les traitements
Les molécules utilisées sont le Ganciclovir ou le Valganciclovir sans AMM dans cette
indication.

Le Ganciclovir est la forme IV en flacons de 500 mg (lyophilisat) : posologie de 6 a 7,5
mg/kg/H12 en perfusion d’une heure. A réserver en cas de contre-indication a la forme orale ou
en cas de risque de malabsorption (62).

Le Valganciclovir est la forme orale en suspension 50 mg/ml ; posologie de 15- 16 mg/kg/H12

(62).

c/ Effets indésirables
A court terme, toxicité hématologique (neutropénie et thrombopénie) une cytolyse
hépatique, une insuffisance rénale, une neurotoxicité.
A long terme : dans le modele animal, le Ganciclovir s’est révélé mutagene,
tératogene, aspermatogénique et carcinogene, ainsi qu’un agent altérant la fertilité chez les

femelles (63).
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d/ Surveillance

Elle consiste en une NFS plaquettes hebdomadaire les 6 premieres semaines puis un
contrdle a 8 semaines puis mensuel (si les polynucléaires sont < 500/mm3 suspendre le
traitement), et un dosage des transaminases mensuel tout le long du traitement.

Apres la mise en route d’un traitement par Valganciclovir ou Ganciclovir un contréle de la
CV sanguine (15 jours apres le début du traitement), permet d’évaluer I'efficacité thérapeutique
(diminution de la CV). En cas de non réponse thérapeutique (valeur de CV identique ou
augmentée), il est intéressant de réaliser un dosage du taux résiduel afin d’adapter la posologie
et/ou d’évoquer une éventuelle résistance (trés rare).

Un contrdle de la CV sanguine en fin de traitement est également recommandé (63, 64, 65).

F/L'INFECTION POST NATALE A CMV
1/Epidémiologie

Chez la majorité des femmes séropositives pour le CMV, il y a réactivation du CMV dans les
cellules mammaires pendant I'allaitement, avec excrétion de celui-ci dans le lait. ADN du CMV a
été détecté dans le lait maternel chez 67 a 97% des meéres séropositives pour le CMV (66). Au
cours de I'allaitement, le virus est présent dans les cellules jusqu’au 44éme jour postpartum, dans
le lactosérum jusqu’au 58eéme jour postpartum, son ARNm jusqu’au 66eme jour postpartum et son
ADN jusqu’au 85éme jour postpartum (67).

Le taux moyen de transmission du CMV par le lait maternel chez le prématuré est de 19%
(11 2 32%).

Les facteurs de risque d’infection symptomatique sont: la réactivation maternelle précoce
(<1 semaine de vie), I'infection postnatale précoce (<2 mois de vie), la prématurité (<32 SA, PN
<1500g) (68), la présence de comorbidité (69,70). Plus la prématurité est élevée, plus le risque

d'infection symptomatique est élevé (71).
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2/Clinique

Chez les nouveaux nés a terme et immunocompétents, l'infection post natale est
asymptomatique.

Les infections séveres a CMV par le lait maternel surviennent chez les nouveaux nés de
moins de 28 SA (72, 73, 68, 74). Ceux-ci ont un systéme immunitaire immature et ils ne recoivent
pas les anticorps protecteurs de leur mere dont le transfert transplacentaire débute au troisieme
trimestre de grossesse. Pour eux, le rapport bénéfice du don direct/risque d’infection postnatale a
CMV est en faveur de la pasteurisation du lait maternel, par principe de précaution, pour réduire
le risque d’infection.

Pour les nouveaux nés entre 28 et 32 SA, de tres rares cas d'infection grave a
cytomégalovirus post-natale ont été rapportés (75). Chez les nouveaux nés entre 28 et 32 SA la
majorité des études ne retrouve pas plus de séquelles neurologiques, auditives, visuelles chez les
nouveaux nés infectés par rapport aux non infectés par le CMV (75,76). Pour eux, la question du
bénéfice du don direct/risque d’infection postnatale a CMV n'était pas claire avant 2018: faut-il
appliquer le principe de précaution et pasteuriser le lait des meres de sérologie positive pour le
CMV ou ne pas pasteuriser et tolérer ces infections non séveres pour optimiser les avantages du

lait maternel cru ?

3/ Traitement

Il existe peu de preuves de I'efficacité du traitement par Ganciclovir dans I'infection post
natale CMV. Ces données reposent, la plupart du temps, sur des cases report et montrent une
efficacité du traitement par Ganciclovir dans le traitement des hépatites et des cholestases (77,
78). Certaines études n’observent pas d’efficacité du Ganciclovir sur la diminution des symptomes

de l'infection postnatale a CMV (78, 79, 80).

4/ Les bénéfices du don direct (allaitement maternel)

La composition du lait maternel cru est naturellement adaptée a I'age gestationnel de
I’enfant : la teneur en protéines, en énergie et en minéraux est supérieure a celle du lait maternel
du nouveau né a terme (81).

Le lait maternel posseéde des propriétés anti-infectieuses uniques: il contient des lipides aux
propriétés antivirales, des IgA protectrices, de la vitamine A, de la monolaurine et de la
lactorferrine (82). Il contient aussi des facteurs de croissance qui favorisent le développement des
entérocytes. Il a des parametres biochimiques comme le pH et I'osmolarité qui sont adaptés a un
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intestin immature. Tout cela favorise un environnement anti-inflammatoire, qui semble étre
protecteur vis-a-vis de I'entérocolite, de la rétinopathie et des infections tardives (82, 83,84). Les
composants du lait maternel cru ont aussi montré une capacité d'inhibition de la croissance du
CMV in vitro (85).

La pasteurisation est le seul procédé qui a montré une éradication totale du CMV du lait
maternel (71). Cependant, elle entraine une réduction de la teneur en lipides, en vitamines C, D et
B6, en lipase, en lactoferrine, en immunoglobulines, en lysozymes et en cellules. La pasteurisation
diminue de ce fait I'activité bactéricide naturelle du lait cru de 25% (86) et diminue I'effet
protecteur par rapport a I’entérocolite (82, 83,84). La pasteurisation diminue les propriétés anti
oxydantes du lait ce qui pourrait expliquer qu’elle est associée a un risque plus élevé de dysplasie
broncho-pulmonaire que le lait cru chez le nouveau né prématuré (87).

Les « formules » ou laits artificiels pourraient favoriser le développement de certaines
bactéries (par I’absence, entre autres, d’oligosaccharides) qui pourraient contribuer au
développement de I'entérocolite (82) .

L'allaitement direct ou don direct doit donc étre privilégié, car il permet d'éviter les pertes
nutritionnelles et le sur risque de dysplasie broncho-pulmonaire, d’entérocolite, de rétinopathie et

d’infections tardives chez le nouveau né prématuré (82,83,84,87).

5/ Les recommandations concernant le don direct de lait cru chez les

nouveaux nés prématurés

Les recommandations concernant le don direct en fonction du risque d’infection a CMV
chez les nouveaux nés prématurés divergent selon les pays et au sein d’un Etat selon les services
de Néonatologie (86,88). Les recommandations de I’AFSSA (Agence Francaise de Sécurité Sanitaire
des Aliments) jusqu’en 2018 en France (89) étaient d’apporter du lait pasteurisé aux nouveaux nés
d’age gestationnel inférieur a 32 SA et de PN < 1500 g en vue de le protéger d’une infection a
CMV. Une réunion d’experts a rédigé une recommandation au sein de la Société Frangaise de
Néonatologie en 2018 qui préconisent de donner du lait maternel cru aux nouveaux nés de plus de
28 SA et pesant plus de 1000g sans surveillance particuliere ; pour les nouveaux nés de moins de
28 SA, ils conseillent d’évaluer le risque bactérien par culture et le risque virale par sérologie
maternelle (CMV et VIH) et de donner du lait cru si le risque est nul, et sinon de le pasteuriser (88).
En Belgique, les recommandations du ministéere de la santé vont dans ce sens depuis 2016 (90), en

Amérique du Nord (91) également, ou on considére que les bénéfices du lait maternel cru de
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meres séropositives pour le CMV chez les prématurés de plus de 28 SA 'emportent sur les risques
a long terme de l'infection post natale a CMV (91,92).

Cependant, il subsiste des divergences au sein de chaque service de Néonatologie qui
applique son propre protocole de don direct en fonction de I'age gestationnel et du risque CMV.
Au centre hospitalo-Universitaire de la Conception de Marseille, un protocole est mis en place
depuis le 4 Juillet 2014, afin de privilégier le don direct pour les nouveaux nés apres 28 SA. Le lait
provenant de méres immunisées contre le CMV (IgG CMV positives) est pasteurisé si le nouveau
né est né a moins de 28 SA et a un PN inférieur a 1000g ; il est donné cru aux enfants nés a un
terme supérieur a 32 SA et a un PN supérieur a 1500g. Pour les prématurés nés entre 28 et 32 SA
et de PN entre 1000g et 1500g, la balance bénéfices /risques du lait cru et de I'infection post
natale est expliquée aux parents qui décident du don direct ou non, une surveillance de la
survenue de l'infection post natale a CMV est réalisée si les parents choisissent le don direct. Ce

rotocole n’a encore jamais été évalué.
J

G/ OBJECTIFS

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer le protocole Don Direct du Centre
Hospitalo-Universitaire de Marseille—Ho6pital de la Conception, service de Néonatologie chez les
enfants nés entre 28-32 SA et de PN entre 1000-1500g et recevant du lait maternel d’'une mere
ayant une immunité ancienne a CMV, afin de poursuivre ou d’arréter sa réalisation.

L’objectif secondaire était de mesurer le taux de transmission de I'infection post natale a

CMV.

111/ MATERIELS ET METHODES
A/ Etude

Notre étude épidémiologique prospective descriptive longitudinale et analytique
observationnelle s’est déroulée entre mai 2016 et septembre 2017 a I’Assistance-Publique des
Hopitaux de Marseille (AP-HM), Centre Hospitalo-Universitaire de Marseille (CHU Marseille) —

Hopital de la Conception, service de Néonatologie.

B/ Population
Elle portait sur une cohorte de nouveaux nés prématurés inclus dans le protocole « Don
direct- Immunité ancienne maternelle a CMV- naissance entre 28 et 32 SA et PN entre 1000 et
1500g » du service (fig.7). Le critére d’inclusion était d’avoir bénéficié du dépistage proposé par le
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protocole « Don direct - Immunité ancienne maternelle a CMV- naissance entre 28 et 32 SA et de

PN entre 1000 et 1500g » du service (figure 7).

C/ Protocole

Une sérologie CMV était effectuée chez les meres de nouveaux nés de moins de 32 SA
et/ou PN inférieur a 1500g qui souhaitaient allaiter leur enfant. Si cette sérologie était négative (Ig
G et M négatives), les nouveaux nés recevaient du lait maternel cru en don direct. Si les Ig G
étaient positives et les Ig M négatives, on parle alors d’'immunité ancienne a CMV ; dans ce cas, les
nouveaux nés de moins de 28 SA et/ou moins de 1000g de PN recevaient dans un premier temps
du lait de lactarium pasteurisé, et ce jusqu’a 32 semaines d’age gestationnel (AG), puis du lait
maternel cru. Pour les nouveau-nés entre 28 et 32 SA et avec un PN entre 1000-1500g, de méres
présentant une immunité ancienne, une information était délivrée aux parents, par le médecin,
sur la balance bénéfices du don direct/risques de I'infection post natale a CMV par le lait maternel.
Le choix des parents sur le don direct ou non était recueilli. Si le don direct était choisi, le patient
était inclus dans le protocole « Don direct - Immunité ancienne maternelle a CMV- naissance
entre 28 et 32 SA et PN entre 1000 et 1500g » du service de Néonatologie de I'Hopital de la
Conception (cf. figure 1) et une surveillance de la survenue de l'infection post natale a CMV était
réalisée.

Une infirmiere dédiée répertoriait pour chaque nouveau né de moins de 32 SA la sérologie
CMV de la mere et le désir de don direct. Pour chacun de ces nouveaux nés, nous avons regardé si
le protocole de surveillance de I'infection post natale a CMV avait été initié par la recherche dés la
naissance d’une infection congénitale a CMV par PCR sur échantillon d’urine. Les nouveaux nés

pour lesquels ce protocole était initié étaient inclus dans notre étude.

D/ Dépistage de I'infection post natale a CMV

La surveillance de la survenue de l'infection post natale a CMV était débutée a la naissance
(afin d” éliminer une infection congénitale), a 3 semaines de vie et a 6 semaines de vie. Le
diagnostic d’infection post natale a CMV était réalisé dans le laboratoire de Virologie de I'Institut
Hospitalo-Universitaire (IHU) Méditerranée, par PCR sur échantillon d’urine recueillie sur une
compresse dans la couche du nouveau né. Les patients étaient suivis cliniguement et
biologiquement dans le service dans le cadre du suivi standard du fait de la prématurité. Aucun
bilan n’a été prescrit en dehors d’une situation clinique le justifiant ou en dehors de la surveillance

des complications de la prématurité.
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Figure 8. Schéma du protocole don direct de lait.

E/ Critéere de jugement principal
Nous avons cherché a évaluer le protocole « Don direct- Immunité ancienne maternelle a
CMV- naissance entre 28 et 32 semaines d’aménorrhée et poids de naissance entre 1000 et 1500g
» du service de Néonatologie du CHU de La Conception.
Notre critére de jugement était composite et associait :
* le nombre de patients inclus par erreur dans le protocole,
* le nombre de patients n’ayant pas regu la totalité de la surveillance,
* le nombre de patients ayant été infectés,
* le nombre de patients avec une symptomatologie sévere nécessitant une prise en
charge particuliére: pneumonie, thrombopénie sévére (<20000 /mm3), aplasie
(PNN <500/mm3), hépatite aigue (Transaminases>3N), cholestase et symptomes sepsis
like (troubles hémodynamiques plus ou moins associés a des troubles ventilatoires
comme des apnées ou désaturations plus ou moins associés a de la fiévre),
* le nombre de patients avec une symptomatologie non sévére ne nécessitant pas de
traitement (ictére, thrombopénie >50000 /mm3, neutropénie >500 /mm3, élévation

des transaminases < 3N),
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* |a mise en route d’un traitement anti viral anti CMV.

F/Ethique

Notre étude a regu I'accord de la CNIL et du comité d’éthique.
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IV/ RESULTATS

241 non inclus dans le
protocole

68 inclus dans le
protocole surveillance
CMV

23 (34%): erreur de
recrutement

4 :<1000g
3: <28 SA et

<1000g
1:1PN CMV

2 : pas de DD

1:19G
CMV- et <28

1:1gG CMV- et
<1000g

1: pas de DD

45(66%) éligibles

10 (14.5%):
données
manquantes

5 (4.8%) arret 30 protocole
AM avant 6 S respecté

2 : manque
CMV 3S et 6S
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CMV infectés

U

Figure 8.Diagramme de flux. NN: nouveau né.IPN: infection post natale. DD: don direct. S: semaines.

et <1000g
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CMV 6S

25



De fin mars 2016 a fin septembre 2017, 309 nouveaux nés sont nés a moins de 32 SA a

I’'Hopital de la Conception (fig.8), 68 nouveaux nés prématurés ont été inclus dans le protocole

« Don direct - sous catégorie Immunité ancienne maternelle a CMV- naissance entre 28 et 32

semaines d’aménorrhée et poids de naissance entre 1000 et 1500g

caractéristiques sont présentées dans le tableau 2.

» du service. Leurs

TN PN 2 3 E.d’inclusion Transfert | Clinique/bio | PEA Nce | PEA 12-24 M | TTT
1 28 930 - - PN<1000 non N N non
2 28 1000 + + non N N non
3 30+6 | 1530 - - PN>1500 non N PDV non
4 29+1 | 1220 - - non N N non
5 30+6 | 1440 - - non N N non
6 30+6 | 1440 - - non N N non
7 31 1490 - NF non N N non
8 28+3 | 1100 - - non N PDV non
9 28 1400 - - non N PDV non
10 | 28+3 | 1260 - NF oui N N non
11 | 29+4 | 1440 - - non N PDV non
12 | 28+2 | 1480 - - non N NF non
13 | 31+1 | 1410 - NF non N PDV non
14 | 27+6 | 1000 NF NF CMVm-; non non
PDV PDV
TN<28
15 | 26+5 [ 910 - + PN<1000;TN<2 | non NFS N;BH NF non
o N N
16 | 31+1 | 1280 - NF non N PDV non
17 | 31+1 | 1210 NF NF non PDV PDV non
18 | 30+5 [ 950 - NF PN<1000 oui PDV PDV non
19 | 2943 | 1425 - NF oui N N non
20 | 30+3 | 1360 - - non N N non
21 | 25+4 | 720 - - CMVm- non non
;PN<1000 N N
22 | 28+3 | 1130 x AM X AM non N PDV non
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23 | 29+6 | 1280 - NF oui N PDV non
24 | 3043 | 1040 - + non NFS N; BT non
N N

N;BH NF
25 | 30 1770 - - PN>1500 non N PDV non
26 | 28+6 | 1180 - NF non N N non
27 | 29+4 | 1280 - - CMVm- non N N non
28 | 30+5 | 1500 NF NF oui N PDV non
29 | 29+2 | 1200 - - CMVm- non N a contréler non
30 | 30+2 | 950 - NF PN<1000 oui N N non
31 | 29+6 | 1190 - - AA non N PDV non
32 | 29+6 | 1140 - - AA non N PDV non
33 | 28+1 | 1140 - - oui N PDV non
34 | 27+6 | 1130 - - TN<28 oui N N non
35 | 28+5 | 1120 - - non N N non
36 | 33 990 NF NF AA;PN <1000 non ? PDV non
37 | 30+2 | 1220 - - non ? PDV non
38 | 30+2 | 1270 - - non ? PDV non
39 | 29+5 | 1510 - - PN>1500 non ? N non
40 | 27+6 | 880 - NF TN<28;PN<100 | non non

N N
0

41 | 29+1 | 1080 - - non N NF non
42 | 31+2 | 1035 - + non NFSN;BH NF | N N non
43 | 29+2 | 1170 - - non N N non
44 | 29+3 | 1100 X AM X AM non N N non
45 | 29+3 | 1170 X AM X AM non N N non
46 | 28+6 | 1330 - - non N NF non
47 | 31+4 | 1870 - - PN>1500 non PDV PDV non
48 | 29+6 | 1460 - + non NFS N; non

BT:57M, BL|N NF

N;BH NF
49 | 31+1 | 1130 - - non N PDV non
50 | 30+3 | 1550 X AM X AM PN>1500 non N NF non
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51 | 30+3 | 1250 X AM X AM non N NF non
52 | 28+6 | 640 - - PN <1000g non N N non
53 | 28 1090 - - non N N non
54 | 29 1454 - - non N PDV non
55 | 26+3 | 900 - NF TN<28;PN<100 | non implants non
aN,BL
0 cochléaires
56 | 30 1130 - NF non N NF non
57 | 28 1080 - - non N N non
58 | 29+2 | 1340 - - non N NF non
59 [ 28+5 | 2200 - NF PN >1 500 non N PDV non
60 | 29 1170 + oui N N non
61 | 29+4 | 1020 - X AM non N PDV non
62 | 29+5 | 1030 - - non N PDV non
63 | 28 1200 - - non N N non
64 | 30 1110 - - non N PDV non
65 | 29 1640 - - PN>1500 non N PDV non
66 | 27+5 | 1110 - NF TN<28 non N PDV non
67 | 30+1 | 1430 - - non N PDV non
68 | 29 1000 - - non N PDV non

Tableau 2. Caractéristiques des patients inclus. TN : terme de naissance en semaine d’aménorrhée, PN : poids de
naissance en grammes, 1: résultat PCR CMV sur prélevement urinaire 1, 2: résultat PCR CMV sur préléevement
urinaire 2, 3 : résultat PCR CMV sur préléevement urinaire 3, E. inclusion : erreur d’inclusion, Transfert : transfert avant
réalisation de la surveillance, PEA Nce: potentiels évoqués auditifs a la naissance, PEA 12-24 : PEA a 12 mois et 24 mois
d’age chronologique.AM : allaitement maternel, N : normal, aN : anormal, NF : non fait, PDV : perdu de vu réseau

naitre et devenir. BL : bilatéral. TTT : traitement par Ganciclovir.

23 d’entre eux ne satisfaisaient pas les criteres d’inclusion du protocole : 2 sont nés a
moins de 28 SA (patient 34 et patient 66), 4 avec un PN de moins de 1000g (patients 1,18,30,52), 3
sont nés a moins de 28 SA et avec un PN de moins de 1000g (patients 15,40,55); parmi ces 3
nouveaux nés, 1 a présenté une infection post natale a CMV (patient 15), 7 sont nés avec un PN
supérieur a 1500g (patients 3,25,39,47,50,59,65), 2 ne recevaient pas de don direct mais du lait
artificiel (patients 31,32), 2 sont nés de meres non immunisées contre le CMV (patients 27, 29), 1

est né a moins de 28 SA et de mére non immunisée contre le CMV (patient 14) , 1 est né avec un
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PN de moins de 1000g et de mére non immunisée contre le CMV (patient 21), 1 ne recevait pas de

don direct et avait un PN de moins de 1000g (patient 36).

45 présentaient tous les criteres d’inclusion du protocole, parmi eux 10 n’ont pas bénéficié
du dépistage jusqu’a 6 semaines de vie comme recommandé dans le protocole. Parmi ces 10
nouveaux nés, 2 n’avaient pas eu le dépistage ni a 3 semaines de vie ni a 6 semaines de vie et 8
n’avaient pas été évalués a 6 semaines de vie. A noter que parmi ces 10 nouveaux nés, 4 ont été

transférés dans une autre structure avant 6 semaines de vie.

Parmi les 45 nouveaux nés inclus dans le protocole, 5 n"ont plus bénéficié de don direct

avant les 6 semaines de vie, soit par insuffisance de lactation, soit par choix.

Au total, 30 nouveaux nés correspondaient aux criteres d’inclusion du protocole, ils ont
bénéficié de 3 dépistages urinaires (naissance, a 3 semaines et 6 semaines de vie) et ont recu du
don direct au moins jusqu’a 6 semaines de vie. Parmi ces 30 patients, 5 ont présenté une infection
post natale a CMV dans les 6 premieres semaines de vie : 2 avant 3 semaines et 3 entre 3 et 6
semaines; 25 n’ont pas présenté d’infection post natale a CMV.

Aucun patient n’a présenté de tableau clinique sévere.

Aucun patient n’a regu de traitement anti viral.

TN PN 12 3 E.d’inclusion Transfert | Clinique/bio | PEA Nce | PEA12-24 M | TTT
28 1000 | - | + + non N N non
26+5 | 910 - |- + PN<1000;TN<2 | non NFS N;BH NF | N N non
8
3043 | 1040 - + non NFS N; BT | N N non
N;BH NF
3142 (1035 | -] - + non NFS N;BH NF | N N non
29+6 | 1460 | - | - + non NFS N; | N NF non
BT:57M, BL
N;BH NF
29 1170 |- | + oui N N non

Tableau 3. Caractéristiques des 6 patients infectés en post natal par le CMV via le lait maternel cru. NFS : numération

formule sanguine, BH : bilan hépatique, BT : bilirubine totale, BL : bilirubine libre
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Parmi les 6 patients infectés (tableau 3), aucun n’a recu de traitement, 1 n’avait pas eu de
bilan suite a l'infection, 2 n’avaient pas eu de bilan hépatique et n’avaient pas d’atteinte

hématologique. 2 n’avaient ni atteinte hépatique ni atteinte hématologique.

Afin de calculer le taux de transmission du CMV nous nous sommes intéressés a
I’ensembles des patients exposés au CMV pendant notre étude : 42 patients étaient exposés au
CMV pendant 6 semaines et pour lesquels nous avions obtenu les 3 résultats de PCR CMV (la
totalité des 68 patients moins ceux dont la mére avait une sérologie CMV négative, ou pour qui le
don direct a été arrété avant 6 semaines, ou pour lesquels nous n’avions pas les 3 résultats de PCR

CMV). 6 ont été infectés, soit un taux de transmission de 14,3%.
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V/ DISCUSSION

Notre étude présentait certains biais comme le biais de recrutement : certains patients qui
ont bénéficié du dépistage de l'infection post natale a CMV ne sont pas inclus dans notre étude.
Ces nouveaux nés sont nés sur des périodes correspondant aux périodes de congés de l'infirmiéere
qui était en charge de les inclure dans un tableau de suivi, et qui n’a pas pu étre remplacée. Un
autre biais était lié au fait que I'investigateur suivait en prospectif les résultats des PCR CMV et
pouvait intervenir en rappelant au médecin de prescrire le dépistage.

Dans notre étude, 23 patients ont été inclus dans le protocole alors qu’ils ne satisfaisaient
pas les critéres d’inclusion de celui-ci. 9 d’entre eux étaient nés soit a moins de 28 SA, soit avec un
PN de moins de 1000g, soit a moins de 28 SA et avec un PN inférieur a 1000g. Ces 9 patients
étaient donc considérés a risque d’infection post natale sévere a CMV, et 1 parmi ces 9 a été
infecté par le CMV via le lait maternel. Il n’a présenté aucun symptéme clinique ni biologique et
n’a pas regu de traitement. Méme si la littérature rapporte des infections séveres a CMV chez ces
patients, on ne peut pas exclure les bénéfices qu’ils ont recu du lait maternel cru. Cependant il est
nécessaire de remédier a ces erreurs d’inclusion.

7 patients inclus dans le protocole avaient un PN supérieur a 1500g, 2 recevaient du lait
artificiel. Pour ces 9 patients qui ont été inclus par erreur dans le dépistage de I'infection post
natale a CMV, il n’y a pas de risque d’infection post natale sévere a CMV mais des pertes de temps
médical, paramédical et financiere.

5 patients n’étaient pas exposés au risque d’infection post natale a CMV puisque leurs
meres ne présentaient pas d'immunité ancienne pour le CMV ; de la méme fagon le dépistage de
I'infection post natale a CMV chez ces patients n’entrainait pas de perte de chance, mais des
pertes de temps médical, paramédical et financiéere.

Il est cependant difficile de mettre en place trés rapidement un protocole de surveillance
du risque de transmission du CMV par don direct car la naissance de ces grands prématurés est
souvent un événement dense en soins vitaux, parfois les meres sont transférées en urgence vers
les maternités de niveau 3, il faut donc penser a pratiquer une sérologie CMV dans un moment
d’urgence vitale, une sérologie CMV devrait étre réalisée dans le bilan d’entrée des femmes a
moins de 32 SA. Dans le doute, et par principe de précaution, la surveillance de I'infection post
natale a CMV est réalisée chez ces patients, et une fois le résultat de la sérologie maternelle
obtenu, il est difficile d’arréter la surveillance en cas de résultat négatif, du fait du turn over du
personnel médical. Le choix du don direct ou non n’est souvent pas anticipé, si prématurément,

chez les meres et méme si la volonté de don direct était présente, la lactation est parfois difficile a
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cause du stress que représente la naissance d’un nouveau né prématuré. Un allaitement peu donc
étre souhaité mais non réalisable, expliquant ainsi l'initiation de la surveillance de I'infection post
natale a CMV chez des patients qui ne recevront finalement pas de don direct, et chez qui, il est
difficile d’arréter la surveillance pour les mémes raisons.

Le taux de transmission de I'infection postnatale a CMV par le lait maternel retrouvé dans
cette étude de 14,3% est proche du taux de transmission des autres études. Une méta analyse qui
regroupait 299 nouveaux nés a moins de 33 SA, nourris par du lait maternel cru, de mere
immunisée contre le CMV, retrouvait un taux de transmission d’infection postnatale a CMV par le
lait maternel de 19 % (11%—32%) et 4 % ont présenté un syndrome sepsis like, tous nés avant 28
SA (71).

Une autre méta analyse, regroupant 26 études, a détecté une infection post natale a CMV
chez des nouveau-nés allaités par des meéres immunisées contre le CMV avec un taux de
transmission de 5,7 %—58,6 %. lls ont retrouvé des infections symptomatiques dans 0-34,5 % des
cas et un syndrome de sepsis like sévere dans 0—13,8 % des cas (93).

Aucun des 6 patients infectés par le CMV en postnatal par le lait maternel n’a été
symptomatique, ou n’a regu de traitement. Ce résultat va dans le sens des dernieres
recommandations de la Société Frangaise de Néonatologie parues en 2018 qui préconisent un
allaitement maternel par don direct chez les patients nés prématurément a plus de 28 SA et avec
un PN entre 1000 et 1500 g, quelque soit la sérologie CMV de la mere.

Le protocole demande donc une prise de décision d’inclusion ou non rapide des la
naissance a un moment déja bien rempli par la prise en charge vitale (ventilation, alimentation,
infection bactérienne, hémodynamique). Il demande du temps et une transmission a propos du
statut CMV, entre les différentes unités du service : réanimation/ soins intensifs et néonatologie
ou le nouveau né va séjourner de 0 a plus de 6 semaines de vie. Les médecins doivent transmettre
clairement les informations a réévaluer pour poursuivre ou non le protocole de surveillance
(sérologie maternelle a récupérer, allaitement maternel réalisé) afin que le protocole ne soit pas
poursuivi par exces. On observe que la moitié des patients inclus ont regu ce protocole par erreur.
Si le protocole doit étre maintenu dans le service, il nécessite la mise en place d’une plus grande
tragabilité et visibilité afin que les médecins, et surtout les internes, soit mieux sensibilisé a celui-
ci. Par exemple, une feuille dédiée a ce protocole pourrait étre ajoutée dans le classeur des
patients, prés des prescriptions médicales. Cette feuille préciserait le terme et le poids de
naissance, la sérologie maternelle, I'allaitement maternel réalisé ou non ou arrété, les dates

d’exécution et les résultats des 3 PCR CMV.
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Parmi tous les patients qui étaient exposés au risque d’infection a CMV et qui ont regu un
dépistage de I'infection post natale a CMV par le lait maternel, 14,3% ont été infectés. Aucun n’a
été symptomatique, aucun n’a été traité. On peut alors se poser la question de la sanction
thérapeutique de ce protocole : quel est I'intérét de dépister une infection postnatale a CMV si
celle-ci n’est pas symptomatique, et si celle-ci ne va pas étre traitée ? S'il est décidé de ne pas
poursuivre le protocole dans le service, il sera intéressant, en cas d'altération de I'état général
d’un nouveau né <32 SA et allaité de connaitre la sérologie CMV de la meére et de rechercher cette
infection chez le patient.

Dans notre étude le suivi auditif des patients ne montrait pas de différence entre les PEA
des enfants infectés par rapport aux PEA des enfants non infectés.

Il peut étre intéressant de connaitre un épisode d’infection néonatale précoce a CMV dans
un contexte de prématurité pour pouvoir mieux aborder le développement psychomoteur et
auditif de ces enfants lors de leur suivi dans le cadre de leur prématurité. Les études divergent sur
I'implication de cette infection postnatale récente a CMV quant a l'apparition de séquelles
neurocognitives et auditives. Une étude allemande portant sur 42 adolescents nés prématurément
dont 19 avaient eu une infection post natale a CMV et 23 n’avaient pas eu d’infection a CMV a
montré une différence significative sur des scores de développements neuropsychologiques qui
étaient plus bas chez les adolescents avec un antécédent d’infection post natale a CMV
concernant toutes les habilités cognitives, il n’y avait pas de différence concernant la vision (94).

Une étude néerlandaise récente, menée chez des enfants nés avant 32 SA comparait le
développement neurologique a 24 et 30 mois d’age corrigé et a 6 ans ainsi que I'audition a 6 ans. Il
n’y avait pas de différence significative de 24 mois a 30 mois d’age corrigé sur les échelles de
neuro développement. A 6 ans, les scores de tous les enfants étaient normaux, les enfants infectés
en postnatal par le CMV avaient des scores plus bas (non significativement) que les enfants non
infectés concernant les échelles de neuro développement, et concernant I’échelle de langage une
différence significative en faveur des enfants non infectés, mais cependant des scores restants
normaux pour I'ensemble des enfants (76).

La cohorte de notre étude sera réutilisée afin de comparer le développement

psychomoteur des enfants infectés a celui des enfants non infectés a deux ans.

L'effectif trop faible de cette étude et les biais méthodologiques ne permettent pas de

conclure sur l'intérét du protocole et si celui ci doit étre poursuivi ou non dans le service.
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Cependant, les résultats sont en faveur de I'allaitement maternel cru qui possede de nombreuses
gualités anti infectieuses, anti oxydantes et qui permet de renforcer le lien mere-enfant en parti
grace au peau a peau qui a montré son effet positif dans le développement psychomoteur de

I’enfant (82,95).

Conclusion

Le travail réalisé concerne I'évaluation du protocole de don direct de lait chez les grands
prématurés de mere avec sérologie CMV positive, du service de Réanimation et médecine
Néonatale de I'Hopital de la Conception. L'objectif de ce protocole est de privilégier I'allaitement
maternel tout en surveillant [I'apparition d’une infection post natale a CMV.

68 nouveaux nés ont bénéficié de ce protocole de dépistage au cours de la période d’étude
de mai 2016 a septembre 2017. |l est apparu que 45 nouveaux nés relevaient réellement des
criteres définis pour ce protocole. Le dépistage a été mené a terme pour 30 d’entres eux. Ce
travail d’évaluation des pratiques souligne la difficulté d’intégrer ce dépistage de l'infection post
natale a CMV dans une situation d’urgence telle que la naissance d’un grand prématuré.

Le taux de transmission de l'infection postnatale a CMV par le lait maternel dans cette
étude est de 14,3%, comparable aux données de la littérature. Aucun des nouveaux nés dépistés
n’a été traité.

L'effectif de cette étude est réduit, empéchant de conclure de fagon certaine sur la
nécessité du dépistage de I'infection postnatale & CMV chez les nouveaux nés entre 28 SA et 32
SA. Cependant nos conclusions convergent avec celles de la Société Frangaise de Néonatologie qui
recommandent de privilégier I'allaitement maternel chez ces nouveaux nés, sans dépistage.

Au décours de ce travail, des réflexions sont menées sur la nécessité de dépister cette
infection. Ce dépistage est difficilement conduit et quand il est positif, le traitement n’est pas
systématique. |l pourrait étre intéressant de rechercher cette infection de fagon ciblée lorsque la
clinique est évocatrice. Dans I'hypothese d’une poursuite de ce dépistage, les réflexions sont
menées sur les moyens qui permettraient sa bonne pratique. Par exemple, un formulaire dédié

pourrait étre ajouté systématiquement au dossier infirmier, des la naissance.
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GLOSSAIRE

A
ADN : acide desoxyribonucléique
AM : allaitement maternel

aN : anormal

ANAES : Agence nationale d'accréditation et d'évaluation en santé

APHM : Assistance Publique-HoOpitaux de Paris (APHP)

ARN : acide ribonucléique

BL : bilatéral

C
CMV : Cytomegalovirus
CV : charge virale

CNIL : Commission nationale de I'informatique et des libertés

D

DOM : départements d’outre-mer

E
E. inclusion : erreur d’inclusion,
EGFr : Epidermal Growth Factor Receptor

ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

G

g :gramme

H
HSPGs : heparan-sulfates
HHV5 : human HerpesVirus 5

46



IC : intervalle de confiance

Ig : immunoglobuline

IMG : interruption médicale de grossesse
IPN : infection post natale

IV : Intraveineuse

M

MCP : Major Capsid Protein
mCP : minor Capsid Protein
Mm3 : millimetres cube

mPBP : minor Protein Binding Protein

N
N : normale
NF : non fait
(0]

ORF : Open Reading Frame

P
PCR : polymeras chain reaction
PEA : potentiels évoqués auditifs
PN : poids de naissance

PNN : polynucléaires neutrophiles

PDV : perdu de vu

R

RE : réticulum endoplasmique

S
SA : semaine d’aménorrhée

SCP : Smallest Capsid Protein



T
TN : terme de naissance

TTT : traitement
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RESUME

Contexte

Le cytomégalovirus (CMV) peut étre transmis par le lait maternel. Les nouveaux nés avant
32 semaines d’aménorrhée (SA) et de poids de naissance (PN) inférieur a 1500 g présentent un
risque plus élevé d’infection symptomatique postnatale a CMV que les nouveaux nés a terme. La
pasteurisation du lait détruit le CMV mais diminue ses qualités nutritives, anti infectieuses, anti-
oxydantes, augmentant ainsi le risque de dysplasie broncho-pulmonaire, d’entérocolite ulcero-

nécrosante et de rétinopathie chez les prématurés.

Objectif
Evaluer le protocole Don Direct de lait maternel cru, du service de Médecine et

Réanimation Néonatale, Centre Hospitalo-Universitaire de Marseille—Ho6pital de la Conception.

Méthodes

Etude prospective qui incluait tous les nouveaux nés susceptibles de bénéficier du protocole
de dépistage « Don direct - Immunité ancienne maternelle a CMV- naissance entre 28 et 32 SA et
de PN de 1000 a 1500 g ». Ces nouveaux nés ont fait I'objet d’un dépistage de l'infection a CMV a
la naissance, a 3 et a 6 semaines de vie par Polymerase Chain Reaction (PCR) sur préléevement d’

urines.

Résultats

68 nouveaux nés ont été inclus dans ce protocole. Parmi eux, 23 (34%) ont été inclus par
erreur, 10 n'ont pas été dépistés a 3 ou 6 semaines, 5 ont eu un relai par lait artificiel avant 6
semaines de vie. Au total, 30 respectaient tous les criteres du protocole, dont 5 étaient infectés et

25 non infectés par le CMV.

Conclusion

Le protocole a permis de dépister 5 infections post-natales a CMV par le lait maternel cru.
Aucun patient infecté n’a été symptomatique, ni traité. Cette étude va dans le méme sens que les
dernieres recommandations de 2018, qui sont de ne pas surveiller la survenue de cette infection

et de privilégier I'allaitement maternel chez ces nouveaux nés.
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