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Introduction

Définition et diagnostic du sepsis et choc septique

Le sepsis est la conséquence de la dysrégulation de la réponse inflammatoire de I'organisme
a une infection (bactérienne, virale, fongique ou parasitaire).

Le sepsis se présente comme un continuum entre plusieurs degrés de sévérité qui vont de
I'infection (invasion des tissus par un organisme) et la bactériémie (présence de bactérie dans
le sang) au sepsis et choc septique, pouvant mener au syndrome de défaillance multiviscérale
(SDMV) et a la mort.

Un systeme complexe de cellules, récepteurs, protéines sécrétées, enzymes, et d’éléments de
défense structurels comme I'épithélium et les protéines antimicrobiennes associées forment
le systéme immunitaire dont le réle principal est de protéger I'organisme de l'infection. Cette
protection implique quatre taches : reconnaissance des signaux de danger et du non soi,
fonctions effectrices en réponse aux signaux de danger, régulation homéostatique et
génération d’'une mémoire immunitaire. Le systéeme immunitaire inné et adaptatif
fonctionnent en synergie pour remplir cette tache (1). Parfois la réaction de I’hote contre
I'infection est exagérée et conduit au développement d’une dysfonction d’organes
engendrant une augmentation de la morbidité et de la mortalité (2). On parle alors de sepsis.
Pour intégrer ces différents éléments, en 2016 la Society of Critical Care Medecine et la
European Society of Intensive Care Medicine (SCCM/ESICM) a redéfini le sepsis et le choc
septique :

- Le sepsis est maintenant défini comme une dysfonction d’organe menagant le
pronostic vital et causée par une réponse inappropriée de I’hote a une infection (il n’y a plus
de distinguo sepsis/sepsis grave). La dysfonction d’organe est définie par I'augmentation du
score SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) d’au moins 2 points, liée a I'infection. La

mortalité hospitaliere attribuée au sepsis est estimée autour de 10%.

13



- Le choc septique est défini comme un sous-groupe du sepsis avec des anomalies
importantes circulatoires, cellulaires et métaboliques qui sont associées avec une mortalité
augmentée, d’environ 40%.

En pratique, il est défini par I'association de :

e Sepsis

¢ Besoin de drogues vasopressives pour maintenir une PAM 2 65 mm Hg

e Lactates > 2 mmol/I malgré un remplissage adéquat

Les patients avec un sepsis suspecté ou documenté se présentent typiquement avec une
hypotension, une tachycardie, une fiévre et une hyperleucocytose. Quand la sévérité
augmente, les signes de choc (paleur et froideur des extrémités, cyanose et marbrures) et les
dysfonctions d’organes se développent (par exemple oligurie, insuffisance rénale aigué et
confusion) (1,2). Ces symptomes sont non spécifiques et peuvent étre rencontrés dans le
cadre d’une pathologie inflammatoire d'origine non infectieuse ce qui rend le diagnostic de
sepsis difficile. De plus, la microbiologie a elle seule ne suffit pas a affirmer le diagnostic de
sepsis puisque des germes peuvent étre présents dans l'organisme sans provoquer
d’infection. On parle alors de colonisation. Un faisceau d’arguments cliniques, biologiques,
radiologiques, physiologiques et microbiologiques sont donc requis pour le diagnostic de
sepsis et de choc septique.

Le gold standard pour le diagnostic de sepsis d’origine bactérienne reste la culture bactérienne
mais cet examen présente l'inconvénient de n’étre disponible qu’apres plusieurs jours.
L'introduction précoce d’un traitement antibiotique améliore le pronostic et est donc faite
avant les résultats microbiologiques (3,4). Sans la preuve microbiologique, le diagnostic est
fait dans un premier temps de maniéere probabiliste puis enfin de maniére rétrospective une
fois les résultats bactériologiques obtenus. Une amélioration de I'état d’un patient apres la
mise en place d’une antibiothérapie est également un argument fort pour le diagnostic de
sepsis. Enfin, I'identification de I'organisme bien que préférée n’est pas tout le temps possible
car certains patients ont déja recu des antibiotiques avant que les prélevements
microbiologiques soient prélevés.

Devant ces difficultés, un biomarqueur diagnostique d’infection serait donc d’'une immense
utilité car permettrait un diagnostic plus précoce, donc un traitement précoce et donc une

amélioration du pronostic du patient. Les biomarqueurs qui ont été les plus étudiés et les plus
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utilisés a ce jour sont la C-reactive proteine (CRP) et la Procalcitonine (PCT). Ce sont des
protéines de la phase aigué de I'inflammation produites par le foie en réponse a une infection.
Malheureusement, elles sont aussi produites lors de lésions tissulaires d’origine non
infectieuse (traumatisme, post opératoire, ..) ce qui les rend moins spécifiques d’une
infection. Leur cinétique présente des différences : la CRP peut étre détectée dans le sang 4-
6 h apres la stimulation, atteint un pic en 36-48 h et a une demi-vie d’environ 19 h ; la PCT est
détectée et culmine plus tot (respectivement, 2 h et 12-24 h apres la stimulation) et a une
demi-vie un peu plus longue (24 h). La PCT a comme avantage de moins s’élever dans les
infections virales et en postopératoire que dans les infections bactériennes alors que la CRP
présente une mauvaise spécificité. En plus d’étre plus spécifique, la PCT a une meilleure valeur
pronostique. Cependant ses valeurs ne sont pas assez bonnes pour en faire un marqueur fiable

(5,6).

Définition et diagnostic de la pneumopathie acquise sous ventilation mécanique.

La pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) est un type de pneumonie
nosocomiale qui se développe apres 48h de ventilation mécanique. Elle est tres fréquente en
réanimation et est associée a une mortalité accrue. Son diagnostic précoce est important pour
gue l'initiation d’un traitement antibiotique se fasse le plus tot possible. Cependant, il faut
veiller a éviter une sur prescription d’antibiotiques car génératrice d’antibiorésistance
représentant un danger a la fois individuel et collectif en constante augmentation.

Les signes permettant le diagnostic de PAVM sont aussi non spécifiques : apparition ou
évolution d’un infiltrat pulmonaire a l'imagerie pulmonaire et de signes cliniques et
biologiques : fievre, sécrétions purulentes, hyperleucocytose, augmentation de la fréquence
respiratoire, diminution du volume courant, augmentation de la ventilation minute et
aggravation de l'oxygénation (7). Le diagnostic est donc la encore basé sur un faisceau
d’arguments cliniques, radiologiques, et biologiques le plus souvent incomplet.

Les experts s’accordent sur le fait que chez les patients suspects de PAVM, un préléevement
pulmonaire a visée bactériologique et des hémocultures doivent étre envoyés avant que le
patient ne recoive sont traitement antibiotique afin d’étayer le diagnostic a posteriori. En

revanche, les experts sont en désaccord concernant la stratégie de prélevement des
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échantillons pulmonaires et si oui ou non les cultures devraient étre quantitatives. Il existe
une stratégie invasive (lavage broncho-alvéolaire (LBA), mini-LBA, prélevement distal protégé)
permettant des cultures quantitatives et une meilleure performance diagnostique et donc une
réduction de I'exposition aux antibiotiques. A I'opposé, il existe une stratégie non invasive
(aspiration endotrachéale) permettant des cultures semi-quantitatives qui surdiagnostique les
PAVMs, et donc potentiellement implique une surutilisation des antibiotiques. Cependant, il
n’y a pas de différence en termes de mortalité ou durée de séjour entre les deux approches
(8) et les deux stratégies sont donc acceptables.

Devant ces difficultés, un score, le Clinical Pulmonary Infection Score (CPIS) qui combine des
résultats radiographiques, physiologiques et microbiologiques a été développé. L'étude de
validation initiale a montré qu’un score élevé était corrélé avec la présence de PAVM (9) mais
les études ultérieures ne I'ont pas confirmé. Dans une cohorte prospective, le CPIS permettait
d’identifier la PAVM avec une sensibilité et une spécificité de seulement 60 et 59%
respectivement (10).

La PCT a beaucoup été étudiée dans le cas de la PAVM. Les résultats concernant son réle dans
le diagnostic de PAVM sont contradictoires et elle n’est donc pas utilisée de maniere
systématique (11,12). En revanche, la PCT peut servir a décider d’arréter un traitement
antibiotique (13) et aurait aussi une valeur pronostique (14—-16). Aucun autre biomarqueur n’a
de réle important dans le diagnostic et la prise en charge de la PAVM (17).

In fine, le diagnostic de PAVM est difficile et ne peut donc pas étre confirmé ou exclut jusqu’a
ce que les résultats des cultures soient disponibles (généralement 2-3 jours). A ce moment,
une réévaluation du diagnostic et du traitement doit étre fait. Ce délai serait écourté si un

biomarqueur diagnostique d’infection fiable était disponible.

Impact de la PAVM chez le patient neurolésé.

La PAVM a un impact majeur sur la morbi-mortalité des patients comateux. Les patients
traumatisés craniens séveres (donc comateux par définition) et les patients présentant une
hémorragie méningée avec coma développent souvent une infection dans les premiers jours

de leur hospitalisation, particulierement respiratoire. Ceci est décrit dans la littérature sous le

16



nom de « early-onset ventilator acquired pneumonia » (EO-VAP) ou PAVM précoce(18). L'EO-
VAP a une incidence chez ces patients qui varie de 20 a 60% selon les études (19) et a un
impact important sur leur morbi-mortalité (20) notamment en induisant des troubles de
I’hématose qui sont nocifs dans ce contexte de souffrance cérébrale. Les raisons de I'incidence
élevée sont multiples : inhalation (massive avant la sécurisation des voies aériennes par
I'intubation ou minime par fuite des sécrétions subglottiques sous le ballonet de la sonde
d’intubation), et probablement une immunosuppression présente chez le neurolésé (21). Il a
été démontré qu’une antibioprohylaxie chez les patients comateux réduits I'incidence d’EO-
VAP mais des études de plus grande ampleur sont nécessaires pour que cette pratique soit

validée (18).

Description des cellules phagocytaires

Les cellules phagocytaires que nous allons étudier, incluent les polynucléaires neutrophiles et
les monocytes/macrophages. Ce sont des cellules pour lesquelles la fonction principale est
d'ingérer et de détruire les microbes (phagocytose) et de nettoyer les tissus |ésés. Leurs

morphologies et fonctions sont résumées dans le Tableau 1 (22).
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Localisation

Cellule myéloide

tissulaire

Identification

Fonction

Monocyte Sang

Macrophage Tissus

PNN Sang

Noyau en fer a
cheval ;
Expression de la

molécule CD14.

Petits
prolongements
membranaires ;
vacuoles et vésicules
cytoplasmique ;
Expression de la
molécule CD14.
Noyau multi lobulé ;
petits granules
roses-mauves ;
Expression de la

molécule CD16.

Phagocytose ;
Se différencient en
macrophages

tissulaires

Phagocytose ;
Sécrétion de

cytokines

Phagocytose et
activation de
mécanismes

bactéricides

Tableau 1. Morphologies et fonctions des phagocytes.

La réponse des PNNs est plus rapide et la durée de vie de ces cellules est courte alors que les

monocytes et les macrophages vivent plus longtemps et leur réponse est plus durable (23).

Les autres différences entre ces cellules sont résumées dans le Tableau 2 (24).
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: Polynucléaires neutrophiles : Macrophages

Origine Cellules souches Cellules souches
hématopoiétiques de la hématopoiétiques de la
moelle osseuse moelle osseuse

(macrophage des réactions
inflammatoires) et cellule-
souche du sac vitellin ou du
foie foetal (macrophage

résidants dans les tissus)

Durée de vie dans les 1a2jours Macrophage inflammatoire:
tissus Jours ou semaines
Macrophage résident dans

les tissus: Années

Réponse aux stimuli Rapide, de courte durée, Plus lente, prolongée,
activité enzymatique. souvent dépendant de

nouvelles transcriptions de

génes
Dégranulation Réponse majeure, induite par  Mineure
réarrangement du
cytosquelette
Production de cytokines Faible Majeure, apres transcription
génique
Formation NET Rapidement induite (contenu  Non
nucléaire)
Sécrétion d'enzymes Majeure Mineure

lysosomales

Tableau 2. Différentes caractéristiques des polynucléaires neutrophiles et macrophages.

Les monocytes sont hétérogenes et sont classés en plusieurs catégories. Ils ont une

morphologie semblable mais sont différentiables par les marqueurs a la surface de la cellule
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(clusters of differenciation - CD) et par leur fonction. Les monocytes les plus nombreux sont
appelés les monocytes classiques ou inflammatoires. Ills produisent des médiateurs
inflammatoires, phagocytent et son rapidement recrutés au site de I'infection ou de la Iésion
tissulaire. Cette catégorie de monocytes exprime fortement CD14 (CD14 high), n'exprime pas
CD16 et exprime le récepteur de chimiokines CCR2. La 2e catégorie comprend les monocytes
dits non classiques. lls sont recrutés au niveau des tissus apres l'infection ou la lésion tissulaire
et participent a la réparation tissulaire. lls expriment faiblement CD14 mais expriment
fortement CD16 et les récepteurs aux chimiokines CXC3CR1. Il existe également des

monocytes intermédiaires CD14+ et CD16+ (25).

Les macrophages ont plusieurs fonctions (26) :

- ils phagocytent les agents infectieux

- ils phagocytent les débris cellulaires apres la nécrose et I'apoptose de ces derniéres.

- ils sécrétent différentes cytokines qui agissent sur l'endothélium pour favoriser le
recrutement des monocytes et autres leucocytes au niveau du site de l'infection.

- ils font partie des cellules présentatrices d'antigene.

- ils favorisent la réparation des Iésions tissulaire en stimulant I'angiogenése et la synthése de
matrice extracellulaire.

La encore il existe plusieurs catégories de macrophages :

- les M1 :ils tuent les agents pathogenes.

- les M2 :ils sont impliqués dans le remodelage et la réparation tissulaire.

La cytométrie en flux.

Les données que nous allons analyser au cours de cette étude sont issues de I'analyse par
cytométrie en flux. Voici une breve description de son fonctionnement (24,27-31).

La lignée tissulaire, le niveau de maturation et le statut (actif/repos) d'une cellule peuvent étre
déterminés en analysant |'expression de différentes molécules de surface ou intracellulaires
par cytométrie en flux. Cela est réalisé en marquant une cellule avec un anticorps monoclonal
conjugué a une sonde fluorescente. L’anticorps reconnait spécifiquement une molécule

donnée. Le cytometre en flux est un instrument qui permet de détecter la fluorescence émise
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par le fluorochrome associé a I'anticorps fixé sur la cellule individuelle en suspension et donc
permet de déterminer le nombre de cellules exprimant la molécule ciblée et I'intensité de
I’expression. La valeur est exprimée en IMF (intensité moyenne de fluorescence) ou MFI en
anglais. Généralement, les cellules en suspension sont incubées avec plusieurs anticorps
monoclonaux conjugués a des sondes fluorescentes différentes et la quantité de
fluorochrome lié a chaque cellule est mesurée grace au passage des cellules une par une
devant un rayon laser. La quantité relative des molécules sur les différentes cellules peut étre
déterminée en associant chaque population de cellules avec la méme sonde et sa fluorescence
émise. Alternativement, des molécules intracytoplasmiques peuvent étre marquées par des
anticorps fluorescents ou tout autre type de sonde. Les appareils de cytométrie en flux
modernes peuvent détecter plusieurs sondes en méme temps. Cela permet une analyse
simultanée de |'expression de plusieurs combinaisons différentes de molécules par cellule. La
cytométrie en flux permet également d'analyser la taille et la granularité de chaque cellule

(Figure 1).
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Figure 1. Principe de la cytométrie en flux et du tri cellulaire.

Le rayon laser incident est d'une longueur d'onde choisie et la lumiere qui émerge de

I'échantillon est analysée par un forward scatter (pour caractériser la taille), un side scatter

(pour caractériser la granularité). La lumiére fluorescente de deux ou plusieurs longueurs

d'ondes (suivant les fluorochromes attachés aux anticorps) est également analysée. Sur

I'exemple de la figure 2, la séparation des cellules est basée sur I'expression de 2 marqueurs

antigéniques. Certaines cellules n’expriment qu’un seul des deux marqueurs (simple positive),

d’autres expriment les deux (double positive), d’autres n’en expriment aucun (double

négative).
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Pour classer les cellules du systeme immunitaire, on utilise I'expression des glycoprotéines

membranaires classées selon une nomenclature internationale appelée les clusters de

différenciation (CD). Cela permet un immunophénotypage des cellules. Le Tableau 3 résume

les CDs dont I'intensité de I'expression sera étudiée pendant ce travail.

CD11b

CD14

CD16

CD18
CD32

CDé64

Granulocytes, monocytes,
macrophages, cellules dendritiques,

Lymphocytes NK

Cellules dendritiques, monocytes,
macrophages et granulocytes.
PNN, NK, macrophages
Leucocytes

Lymphocytes B, macrophages,

cellules dendritiques et granulocytes

Monocytes, macrophages,

neutrophiles activés

Tableau 3. Les Clusters de Différenciation (24)

Phagocytose des particules liées a iC3b ;
adhésion des neutrophiles et monocytes a
I’endothélium (par CD54) et aux protéines de
la matrice extra-cellulaire.

Lie le LPS et le présente a TLR4 ; nécessaire
pour I'activation macrophagique par LPS
Récepteur de la région Fc des IgG (FcyRIII)
Idem CD11

Récepteur de la partie Fc des I1gG (FcyRll) ; agit
comme récepteur inhibiteur qui bloque le
signal d’activation dans les lymphocytes B et
autres cellules

Forte de affinité pour le Fc des IgG (FcyRl) ;
role dans la phagocytose ; activation

macrophagique

Ainsi, les données de cytométrie en flux permettront d’identifier et de classer les cellules

phagocytaires. D'un cOté, les trois sous-populations de monocytes : classique CD14+ CD16-,

intermédiaire CD14+ CD16+ et non classique CD14low CD16+ (Figure 3). De l'autre, les PNNs

CD16++ qui se distinguent des autres cellules par leur taille et structure (Figure 2).
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Figure 2 : Analyse par cytométrie en flux des monocytes du sang périphérique.

Au sein de ces monocytes, la combinaison de la fluorescence émise par I’anticorps monoclonal
anti-CD16 conjugué au fluorochrome FITC avec la fluorescence émise par I'anticorps
monoclonal anti-CD14 conjugué au fluorochrome PC7 permet d’identifier les trois sous-

populations de monocytes

Une fois ces cellules classées on peut également quantifier I'intensité de fluorescence de
chaque CD pour chaque cellule. Comme dit précédemment, une facon de quantifier
I’expression d’un CD sur un type cellulaire est de calculer la moyenne ou la médiane de
I'intensité de fluorescence (intensité moyenne de fluorescence (IMF)). Par exemple si un
patient 1 a une IMF de CD64 pour le PNN de 3 et un patient 2 de 5, alors le patient 2 exprime

en moyenne plus le CD64 a la surface de ses PNN que le patient 1.

Ainsi, dans notre cas les données de cytométrie en flux permettront d’identifier et de classer
les monocytes en leurs 3 sous-groupes (classiques, intermédiaires et non classiques) (Figure
3) et d’avoir les IMFs, pour les PNNs et les monocytes, des CD11b, CD18, CD16, CD64 et CD32
(tableau 3).
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Pourquoi s’interesser a ces CDs en particulier ?

Les FcyR : FcyRI (CD64), FeyRIl (CD32) et FeyRIIl (CD16)

Les FcyR (figure 3) sont les récepteurs présents sur les cellules phagocytaires (entre autres)
qui fixent les immunoglobulines par leur partie constante (Fc).

Il en existe 3 types: le FcyRI (CD64) et le FcyRIl (CD32) impliqués dans la phogacytose et
I’activation cellulaire et le FcyRIll (CD16) qui intervient dans la cytotoxicité dépendante des

anticorps (ADCC).

Fc Receptor

Effector Cell

Figure 3 : Les FcyR.

La mesure de I’expression du FcyRI (CD64) sur le PNN (nCD64) a été d’un intérét particulier car
il y a une régulation positive significative de son expression dans les heures qui suivent une
infection (32).

Ces derniéres années, plusieurs études sur I'expression du nCD64 chez les patients pris en
charge en réanimation ont montrées des résultats encourageant mais elles incluent peu de
patients et leur design et qualité méthodologique varient (32).

Dans une étude prospective, Dimoula et al. ont mesuré I'expression du nCD64 chez les
patients admis en réanimation pour une suspicion de sepsis et ont montré que le nCD64 avait
comme biomarqueur diagnostique d’infection une sensibilité de 89% et une spécificité de 87%
(33).

Chieh-Liang et al. ont étudiés simultanément les 3 récepteurs chez des patients de

réanimation sous ventilation mécanique (34). Le CD64 montrait une régulation positive, le
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CD16 une régulation négative et le CD32 avait une expression inchangée. Pour le diagnostic
de sepsis, le CD64 avait une sensibilité et une spécificité de 89 et 96% respectivement et le
ratio CD64/CD16 de 85 et 81% respectivement. Ces valeurs étaient meilleures que celles de la

PCT. De plus, elles augmentaient selon la sévérité du sepsis et la mortalité.

Les molécules d’adhésion des neutrophiles et monocytes a I’'endothélium (CD11b et CD18).

Ces molécules participent a I'adhésion des neutrophiles et monocytes a I'endothélium (par
CD54) et aux protéines de la matrice extra-cellulaire.

Le CD11b a été étudié conjointement au CD64 par Jamsa et al. (35) chez des patients de
réanimation présentant une inflammation post circulation extra-corporelle, des patients en
sepsis et des patients ne présentant pas d’inflammation. Les patients septiques avaient un
nCD64 significativement plus élevé que les deux autres groupes. L'expression du CD64 sur les
monocytes (mMCD64) était elle aussi plus élevée sans que cela ne soit significatif. De plus
I’expression du CD11b sur le PNN et le monocyte (nCD11b et mCD11b) était significativement
plus élevée chez les patients septiques comparé aux deux autres groupes. Parmi ces

marqueurs, I'aire sous la courbe était plus élevée pour le nCD64.

Aucune étude n’étudie I'expression du CD18 sur les PNNs et les monocytes dans le sepsis.

Pourquoi s’intéresser aux 3 sous-groupes de monocytes dans le sepsis ?

Les monocytes et les macrophages ont un réle central dans I'immunomodulation durant le
sepsis. lIs jouent un réle par leur phagocytose, et donc dans I'éradication des pathogénes, la
présentation antigénique, I'activation / l'inhibition des lymphocytes et la production des
cytokines et chimiokines. Les monocytes classiques (90% chez un patient sain) ont un
phénotype pro-inflammatoire et les non classiques (10%) anti-inflammatoire (36).

Ferreira da Mota et al. ont étudié ces différents sous-groupes de monocytes chez des patients
admis en réanimation pour sepsis et ont montré que I'expression du CD16 sur les monocytes
était plus élevée en cas de sepsis montrant un shift des monocytes classiques vers les non
classiques (37). Dans cette étude également, le mCD64 était significativement plus élevé chez

les patients septiques.
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Objectifs du travail.

L’objectif de ce travail est donc d’étudier I'évolution de I'expression du CD64, CD16, CD32,
CD11b et CD18 et de la répartition des 3 différents types de monocytes (classiques,
intermédiaires et non classiques) lors du développement d’'une EO-VAP chez des patients
traumatisés craniens graves ou atteints d’'un hémorragie méningée sévere afin de déterminer
s’ils pourraient avoir un réle comme biomarqueurs diagnostiques de PAVM. Ceci permettrait
un diagnostic d’EO-VAP, et donc un traitement, plus précoce afin d’améliorer la morbi-

mortalité de ces patients.

Matériel et méthodes.

Cette étude rétrospective a été conduite au CHU de Brest, dans le service de réanimation

chirurgicale.

Les patients agés de 18 ans ou plus admis en réanimation chirurgicale au CHU de Brest d’Aot
2019 a Janvier 2020, présentant un traumatisme cranien (TC) isolé ou une hémorragie sous-
arachnoidienne isolée et un score de Glasgow (GCS) inférieur ou égal a 8 étaient inclus. Les
patients avec un score Abbreviated Injury Score (AIS) > 2 de n’importe quelle région et/ou une

néoplasie (dont hématologique) étaient exclus.

Pour ces patients, les données de la numération de la formule sanguine (NFS), la
procalcitonine (PCT), la C-réactive protéine (CRP) et les données de cytométrie en flux
permettant d’identifier et de classer les monocytes en leurs 3 sous-groupes (classiques,
intermédiaires et non classiques) et d’avoir les IMFs, pour les PNNs et les monocytes, des
CD11b, CD18, CD16, CD64 et CD32 étaient disponibles a partir des préléevements sanguins
guotidiens des cing premiers jours d’hospitalisation en réanimation. Les préléevements
bactériologiques (qui étaient prélevés a la discrétion du médecin en charge) étaient aussi

disponibles.
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Les patients étaient classés en 2 groupes distinguant les patients présentant une EO-VAP de
ceux n’en présentant pas.

Les données démographiques, cliniques, biologiques et bactériologiques étaient recueillies
pour les 5 premiers jours en réanimation.

Le critére principal était de déterminer la valeur diagnostique du nCD64 comme biomarqueur
diagnostique d’EO-VAP.

Les criteres secondaires étaient d’étudier I'évolution des monocytes selon leurs 3 sous-
groupes (classiques, intermédiaires et non classiques) et des IMFs, pour les PNNs et les
monocytes, des CD11b, CD18, CD16, CD64 et CD32 pendant les cinqg premiers jours

d’hospitalisation en réanimation selon les deux groupes de patients (infectés vs. non infectés).

Mesures en cytométrie en flux.

100 pL de sang étaient mélangés (vortex) a un mixte d’Ac (Beckman Coulter) :
- 1 L d’anticorps anti-CD18 combinés au fluorochrome FITC
- 1 ulL d’anticorps anti-CD16 combinés au fluorochrome APC
- 1L danticorps anti-CD11b combinés au fluorochrome AF750
- 2 ulL d’anticorps anti-CD14 combinés au fluorochrome PC7
- 2 ulL d’anticorps anti-CD15 combinés au fluorochrome PB
- 2 ulL d’anticorps anti-CD32 combinés au fluorochrome KrO

- 5 ulL d’anticorps anti-CD64 combinés au fluorochrome PE
Aprés 15 minutes les cellules étaient lysées puis les échantillons étaient analysés par un
cytometre Navios (Beckman Coulter).
Une calibration quotidienne était réalisée en utilisant des billes de calibration. Les données

étaient analysées en aveugle, sans avoir recus d’informations concernant les patients.

Le gating des cellules est détaillé sur la figure 4.
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Figure 4. Le gating était réalisé par le logiciel KALUZA. Les cellules vivantes « ALIVE » sont
isolées en utilisant la taille et structure (FSC-A et SSC-A). Les granulocytes sont isolés en
utilisant le CD16 et la taille (CD16 APC-A et SSC-A) et les monocytes en utilisant le CD14 et la
taille (CD14 PC7-A et SSC-A) sur la gate « ALIVE ». Par la suite I'IMF pour les CD14, CD16, CD32,
CD64, CD11b et CD18 est mesurée pour la gate monocyte et granulocyte (seul le CD64 sur les
granulocytes est représenté ici). Enfin, les monocytes sont répartis en leur 3 sous-groupes en

utilisant le CD14 et CD16. Abréviations : IMF, intensité moyenne de fluorescence.
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Prise en charge des patients

En réanimation chirurgicale a Brest, les médecins n’utilisent pas de score CPIS. Les
préléevements bactériologiques, les radiographies pulmonaires et la mise en place d’un
traitement antibiotique se fait a la discrétion du médecin selon le degré de suspicion d’EO-
VAP. Aucun prélevement systématique n’est réalisé notamment pour étudier la colonisation
respiratoire.

Pour cette étude, étant donné que les prélévements bactériologiques ne sont réalisés qu’en
cas de suspicion d’infection, chaque patient avec un prélevement bactériologique pulmonaire
positif et étant mis sous traitement antibiotique dans les 5 premiers jours était considéré
comme ayant une EO-VAP. Le médecin établissant le diagnostic et démarrant le traitement
antibiotique ne connaissait pas les résultats des analyses par cytométrie en flux. En revanche

ils connaissaient les résultats de la NFS, CRP et PCT et autres examens habituels.

Sélection des données pour I'analyse.

Les patients étaient classés en 2 groupes : un groupe de patients présentant une EO-VAP et
un groupe de patients n’en présentant pas.

Les données concernant les patients recevant des antibiotiques a JO ou J1 étaient retirées. En
effet beaucoup de ces patients sont traités de maniére probabiliste et recoivent la premiére
dose d’antibiotique avant les prélevements bactériologiques et donc il est trés difficile de
savoir si ces patients sont réellement infectés. De plus ils recoivent les antibiotiques avant que
I'infection ne se développe réellement et ont donc un faible niveau d’inflammation. Or on
cherche ici a montrer une différence de valeur des biomarqueurs d’inflammation des patients
infectés vs. non infectés.

En revanche, les patients avec des prélévements positifs a JO et J1 mais traités a partir de J2
étaient retenus dans 'analyse.

De plus les données issues des patients traités par antibiotiques depuis plus de 24h étaient
elles aussi retirées. En effet, si I'antibiotique est efficace pour traiter I'infection, on s’attend a
ce que l'inflammation baisse apres la mise en place du traitement et donc les biomarqueurs

de I'inflammation aussi.
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Analyse statistique.

Les variables continues sont présentées par leur moyenne et écart-types et les variables
catégorielles par nombre et pourcentage. Les groupes étaient comparé par test x2, test exacte
de Fisher ou test de Wilcoxon/Mann-Whitney U selon la variable comparée. Pour tous les
tests, une valeur de p <.05 était considérée comme statistiquement significative.

Pour I'analyse des biomarqueurs, le package “cutpointr” était utilisé pour identifier les seuils,
construire les courbes ROC permettant les visualiser toutes les valeurs seuils de sensibilité et
spécificité, pour calculer les sensibilité (Se), spécificité (Sp), valeur prédictive positive (VPP) et
valeur prédictive négative (VPN).

Pour I'analyse longitudinale avec les mesures répétées, une analyse de variance (ANOVA) était
faite.

Les courbes d’incidence cumulative pour chaque groupe (infecté vs. non infecté) étaient

construites et également comparées par test de log-rank.

Résultats.

D’ao0t 2019 a Janvier 2020, 18 patients ont été inclus dans cet étude mais seulement 12 ont
été retenus car 2 patients du groupe non infecté et 4 patients du groupe infecté ont recus un

traitement antibiotique a JO ou J1 (figure 5).
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EO-VAP présente
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n=6 Données = 24h post ATB
retirées de l'analyse

Figure 5. Diagramme de flux. Le nombre de patients avec des données de cytométrie

disponibles est indiqué. Abréviations : EO-VAP, Early onset ventilator acquired pneumonia.

La population était composée de 58% de femmes et 42% d’hommes. La moyenne d’age était
de 58 ans. Aucun n’avait recu d’antibiotique ou de traitement immunosuppresseur dans la
semaine précédant I’hospitalisation. 8 patients étaient admis pour traumatisme cranien grave
et 4 pour hémorragie sous-arachnoidienne. Parmi les 12 patients, 50% ont développé une EO-
VAP dans les 5 premiers jours de la prise en charge. Le tableau 4 décrit les données

démographiques par groupe.
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Variable

Age (moyenne (DS))

Homme (%)

> 1 comorbidité (%)

Corticoides dans les 7 jours précédents
I’admission (%)

Antibiotiques dans les 7 jours précédents
I"admission (%)

Diagnostic a I'entrée (%)

HSA

TC

Controle ciblé de la température (%)
Utilisation de barbituriques (%)

Craniectomie décompressive (%)

p-value
0.149
0.019
1.000

NA

NA

0.06

0.182

1.000
0.439

Tableau 4. Caractéristiques des patients développant ou non une EO-VAP. Abréviations : EO-

VAP, Early onset ventilator acquired pneumonia ; HAS, Hémorragie sous-arachnoidienne ; TC,

traumatisme cranien.

En utilisant les résultats de la cytométrie en flux, les données pour les différents clusters de

différenciation sont disponibles pour 94% des jours, tous patients confondus.

En utilisant les résultats de la NFS, des données sont disponibles pour 96% des jours, tous

patients confondus.
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Analyse du polynucléaire neutrophile.
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Figure 6. Boites a moustache représentants le nombre de polynucléaire neutrophile selon les
2 groupes : présence ou non d’EO-VAP. Pour chaque jour, un test de wilcoxon est réalisé pour

tester la différence entre les 2 groupes. Abréviation : EO-VAP, Early onset ventilator acquired

pneumonia.

Il n'y a pas de différence significative entre les 2 groupes sur le nombre de polynucléaires

neutrophiles de JO a J5 (Figure 6).
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Figure 7. Boites a moustache représentants I'IMF du nCD64 selon les 2 groupes : présence ou
non d’EO-VAP. Pour chaque jour, un test de wilcoxon est réalisé pour tester la différence entre
les 2 groupes. Abréviation : EO-VAP, Early onset ventilator acquired pneumonia; IMF,
intensité moyenne de fluorescence ; nCD64, expression du CD64 sur le polynucléaire

neutrophile.

De J3 al5, les patients présentant une EO-VAP ont une valeur de nCD64 significativement plus
élevée (p =0.0159, p = 0.0043 et p=0.0317 aJ3, J4 et J5 respectivement) (Figure 7).

En modélisant les résultats avec un modéle ANOVA a mesure répétées, en mettant la variable
Jour (JO-15) et Infection (EO-VAP présente ou non) comme effet fixe et Nom (Patients) comme
effet aléatoire, I'expression de nCD64 est significativement différente selon les 2 groupes (p =

0.045).

Le seuil optimal pour discriminer les patients avec et sans EO-VAP a partir du 3éme jour par
I'IMF du nCD64 est de 2.33 (Se = 0.93 et Sp = 0.86) (tableau 5). En construisant la fonction
d’efficacité du récepteur (= courbe ROC (receiver operating characteristic)), |'aire sous la
courbe (ASC) est de 0.94 (figure 8). Les données jour par jour sont renseignées dans le tableau

5.
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Marqueur Jour Seuil Se Sp Se + Sp Précision ASC
CD64
Jour O seulement > 1.53 IMF 083 1 1.83 0.91 0.97
Jour 1 seulement >1.97 IMF 057 1 1.57 0.75 0.69
Jour 2 seulement  >2.29 IMF 0.57 0.6 1.17 0.58 0.43
Jours 3-5 inclus >2.33 IMF 0.93 0.86 1.8 0.90 0.94
Jour 3 seulement > 2.60 IMF 0.8 0.8 1.6 0.80 0.96
Jour 4 seulement > 2.66 IMF 1 1 2 1 1
Jour 5 seulement >1.77 IMF 1 0.8 1.8 0.89 0.95
CD16
Jour O seulement > 68.52 IMF 06 05 1.1 0.55 0.4
Jours 1-5inclus >67.7 IMF 0.87 0.88 1.74 0.87 0.91
Jour 1 seulement >76.81 IMF 0.86 1.0 1.86 0.92 0.89
Jour 2 seulement >68.31IMF 086 1 1.86 0.92 0.92
Jour 3 seulement > 61.55 IMF 1 1 2 1 1
Jour 4 seulement >67.7 IMF 1 0.8 1.8 0.91 0.83
Jour 5 seulement > 83.19 IMF 0.8 1.0 1.8 0.89 0.95
CD64/(CD16/100)
Jour O seulement > 2.04 IMF 0.83 0.8 1.63 0.82 0.77
Jour 1 seulement > 3.44 IMF 0.57 1.0 1.57 0.75 0.63
Jours 2-5 inclus >3.77 IMF 0.95 0.96 1.90 0.95 0.97
Jour 2 seulement  >3.77 IMF 1 0.85 1.85 0.92 0.91
Jour 3 seulement >6.74 IMF 1 1 2 1 1
Jour 4 seulement > 4.56 IMF 1 1 2 1 1
Jour 5 seulement >2.42 IMF 1 1 2 1 1

Tableau 5. Seuils optimaux de I'lMF de nCD64, nCD16 et du rapport nCD64/(nCD16/100) pour
discriminer les patients avec et sans EO-VAP. Abréviations : ASC, aire sous la courbe ; Se,
sensibilité ; Sp, spécificité ; IMF, intensité moyenne de fluorescence ; nCD64, expression du
CD64 sur le polynucléaire neutrophile ; nCD16, expression du CD16 sur le polynucléaire

neutrophile.
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Figure 8. Courbe ROC de I'expression de nCD64 expression pour le diagnostic de 'EO-VAP de

J3 aJ5. Abbreviations: EO-VAP, Early onset ventilator acquired pneumonia; nCD64, expression

du CD64 sur le polynucléaire neutrophile.

37



CD16 (nCD16).
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Figure 9. Boites a moustache représentants I'lMF du nCD16 selon les 2 groupes : présence ou
non d’EO-VAP. Pour chaque jour, un test de wilcoxon est réalisé pour tester la différence entre
les 2 groupes. Abréviation : EO-VAP, Early onset ventilator acquired pneumonia; IMF,

intensité moyenne de fluorescence ; nCD16, expression du CD16 sur le polynucléaire

neutrophile.

A J1, J2, J3 et J5, les patients présentant une EO-VAP ont une valeur de nCD16
significativement plus basse (p = 0.0303, p =0.0177, p =0.0079 et p = 0.0317 a J1,J2, J3 et J5

respectivement) (Figure 9).

En modélisant les résultats avec un modele ANOVA a mesure répétées, en mettant la variable
Jour (JO-15) et Infection (EO-VAP présente ou non) comme effet fixe et Nom (Patients) comme
effet aléatoire, I'expression de nCD16 est significativement différente selon les 2 groupes (p =

0.005).

Le seuil optimal pour discriminer les patients avec et sans EO-VAP de J1 a J5 par I'lMF du nCD16

est de 67.7 (Se = 0.87 et Sp = 0.88) (tableau 5). En construisant la courbe ROC, I'aire sous la
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courbe (ASC) est de 0.91 (figure 10). Les données jour par jour sont renseignées dans le

tableau

ROC curve
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Figure 10. Courbe ROC de I'expression de nCD16 pour le diagnostic de 'EO-VAP de J1 a J5.

Abbreviations: EO-VAP, Early onset ventilator acquired pneumonia; nCD16, expression du

CD64 sur le polynucléaire neutrophile.
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Rapport nCD64/nCD16
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Figure 11. Boites a moustache représentants le rapport nCD64/(nCD16/100) selon les 2
groupes : présence ou non d’EOQ-VAP. Pour chaque jour, un test de wilcoxon est réalisé pour
tester la différence entre les 2 groupes. Abréviation : EO-VAP, Early onset ventilator acquired
pneumonia ; IMF, intensité moyenne de fluorescence ; nCD64, expression du CD64 sur le

polynucléaire neutrophile ; nCD16, expression du CD16 sur le polynucléaire neutrophile.

De J2 a J5, les patients présentant une EO-VAP ont une valeur de nCD64/(nCD16/100)
significativement plus élevée (p = 0.0177, p = 0.0079, p = 0.0043 et p=0.0159 a J2, J3, J4 et J5

respectivement) (Figure 11).

En modélisant les résultats avec un modéele ANOVA a mesure répétées, en mettant la variable
Jour (JO-15) et Infection (EO-VAP présente ou non) comme effet fixe et Nom (Patients) comme
effet aléatoire, le rapport de nCD64/nCD16 est significativement différent selon les 2

groupes (p = 0.019).

Le seuil optimal pour discriminer les patients avec et sans EO-VAP de J2 a J5 par le rapport
nCD64/(nCD16/100) est de 3.77 (Se = 0.95 et Sp = 0.96) (tableau 5). En construisant la courbe
ROC, I'aire sous la courbe (ASC) est de 0.97 (figure 12). Les données jour par jour sont

renseignées dans le tableau
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Figure 12. Courbe ROC du rapport nCD64/(nCD16/100) pour le diagnostic de 'EO-VAP de J2 a
J5. Abbreviations: EO-VAP, Early onset ventilator acquired pneumonia; nCD64, expression du

CD64 sur le polynucléaire neutrophile; nCD16, expression du CD16 sur le polynucléaire

neutrophile.
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nCD32, nCD11b et nCD18
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Figure 13. Boites a moustache représentants I'IlMF du nCD32, nCD11b et nCD18 selon les 2
groupes : présence ou non d’EOQ-VAP. Pour chaque jour, un test de wilcoxon est réalisé pour
tester la différence entre les 2 groupes. Abréviation : EO-VAP, Early onset ventilator acquired
pneumonia ; IMF, intensité moyenne de fluorescence ; nCD32, expression du CD32 sur le
polynucléaire neutrophile ; nCD11b, expression du CD11b sur le polynucléaire neutrophile ;

nCD18, expression du CD18 sur le polynucléaire neutrophile.

Il n’y a pas de différence significative pour I'expression du nCD32, nCD11b et nCD18 entre les

deux groupes (Figure 13).
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Analyse du monocyte.

Les 3 sous-groupes.
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Rapport Monocytes CD16high/CD16low

Figure 14. Boites a moustache représentants le nombre de monocytes, leur répartition selon
leur 3 sous-groupes et le rapport des monocytes CD16high/CD16low selon la présence ou non
d’EO-VAP. Pour chaque jour, un test de wilcoxon est réalisé pour tester la différence entre les
2 groupes. Abréviation : EO-VAP, Early onset ventilator acquired pneumonia; nCD16,

expression du CD16 sur le monocyte.

Il 'y a pas de différence significative entre les patients infectés ou non infectés pour les 3
groupes de monocytes de JO a J5. A JO et J1 le rapport des monocytes CD16high/CD16low

(mCD16high/mCD16low) est plus bas pour le groupe de patients infectés par rapport au
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groupe de patients non infectés alors qu’il est plus haut de J2 a J5 sans que cela ne soit

significatif (Figure 14).
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Figure 15. Boites a moustache représentants I'I[MF du mCD64, mCD32, mCD18 et mCD11b
selon les 2 groupes : présence ou non d’EO-VAP. Pour chaque jour, un test de wilcoxon est
réalisé pour tester la différence entre les 2 groupes. Abréviation : EO-VAP, Early onset
ventilator acquired pneumonia ; IMF, intensité moyenne de fluorescence ; mCD64, expression
du CD64 sur le monocyte ; mCD32, expression du CD32 sur le monocyte ; mCD18, expression

du CD18 sur le monocyte ; mCD11b, expression du CD11b sur le monocyte.

Il n’y a pas de différence significative pour I'expression du mCD64, mCD32, mCD18 et mCD11b

entre les deux groupes (Figure 15).
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La PCT et la CRP

Concernant la PCT, des données sont disponibles pour 67% des jours, tous patients confondus.

Concernant la CRP, des données sont disponibles pour 84% des jours, tous patients confondus.
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Figure 16. Boites a moustache représentants les concentrations dela CRP et de la PCT selon
les 2 groupes : présence ou non d’EO-VAP. Pour chaque jour, un test de wilcoxon est réalisé
pour tester la différence entre les 2 groupes. Abréviation : EO-VAP, Early onset ventilator

acquired pneumonia ; CRP, C-réactive protéine; PCT, procalcitonine.

La CRP est statistiquement plus élevée pour le groupe de patients infectés a J4 et J5 (p = 0.042

et p = 0.025 respectivement) mais pas apres ajustement par correction de Bonferroni.
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La PCT est statistiquement plus élevée pour le groupe de patients infectés a J2 (p = 0.008) et

ce méme apres ajustement par Bonferroni (p = 0.048) (Figure 16).

Résultats par patient

Date du préléevement | Date du début

Date CPIS | Date

bactériologique Date

positif I'antibiothérapie | positif nCD64/16

Patient 1
Patient 2
Patient 3

Patient 4

Patient 5

Patient 6

Patient 1
Patient 2
Patient 3
Patient 4
Patient 5

Patient 6

Négatif

Tableau 6. Date des prélevements bactériologiques, du début de I'antibiothérapie, du score

CPIS de JO a J5, du nCD64 en ne prenant en compte que des résultats de J3 a J5 et en prenant
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2.33 d’'IMF comme seuil de positivité et du rapport nCD64/(nCD16/100) en ne prenant en
compte que les résultats de J2 a J5 et en prenant 3.77 comme seuil de positivité
Abréviation : nCD64, expression du CD64 sur le polynucléaire neutrophile ; nCD16, expression

du CD16 sur le polynucléaire neutrophile ; CPIS, Clinical Pulmonary Infection Score.

Le tableau 6 montre que 1/6 patients non infectés a un score CPIS positif (faux positif) et 2/6
patients infectés ont un score CPIS négatifs (faux négatifs).

En utilisant le nCD64 de J3 a J5, 1 patient sur 6 non infectés est faussement positif et 6/6
patients infectés sont positifs a J3.

En utilisant le rapport nCD64/(nCD16/100) de J2 a J5, 1 patient sur 6 non infectés est
faussement positif et 6/6 patients infectés sont positifs a J2 et/ou J3.

Le nCD64 et le rapport nCD64/(nCD16/100) sont a chaque fois positif avant la date de début

de 'antibiothérapie.

Discussion.

Nous avons évoqué la difficulté a diagnostiquer le sepsis et en particulier les PAVMs. Du fait
de I'augmentation de la morbi-mortalité leur étant attribuée (chez les patients neurolésés
particulierement), il est important de diagnostiquer les PAVMs précocement afin de les traiter
le plus t6ét possible. Le diagnostic se faisant sur des arguments cliniques, radiologiques et
biologiques peu spécifiques en attendant le résultat de prélevements bactériologiques,
I’existence d’'un biomarqueur diagnostique fiable serait d’une aide précieuse dans la prise en

charge des PAVMs.

Cette étude a pour but d’évaluer la performance, du nCD64 mais aussi de I'expression du
CD16, CD32, CD18, CD11b a la surface des polynucléaires neutrophiles et des monocytes
comme biomarqueur diagnostic d’infection, pour les patients neurolésés développant une EO-

VAP dans leurs cing premiers jours d’hospitalisation.
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Nous avons choisi d’inclure des patients neurolésés car ils développent fréguemment une
infection. De plusils s’infectent alors qu’ils sont déja pris en charge par opposition aux patients
admis en réanimation pour sepsis chez qui on ne connait pas la date du début de 'infection.

Cette caractéristique de la population étudiée nous permet d’obtenir des valeurs pour les
différents biomarqueurs avant et pendant le développement de I'infection en effectuant des
prélevements quotidiens. On obtient ainsi la cinétique des biomarqueurs pendant que

I'infection se dévellope.

Nous avons observé que le nCD64 était significativement plus élevé pour les patients
développant une EO-VAP entre J2 et J5 de leur prise en charge comparé aux patients ne
développant pas d’infection. En se servant du nCD64 comme biomarqueur diagnostique d’EO-
VAP entre J3 et J5 on a une sensibilité et une spécificité de 0.93 et 0.86 respectivement.

Ceci est en accord avec les précédentes études sur le nCD64 comme celle de Dimoula et al.
(33), qui incluait 103 patients septiques et 365 patients non septiques de réanimation et dans
laquelle la sensibilité et la spécifité étaient de 0.89 et 0.87 respectivement ou comme celle de
Gibot et al., qui incluait 300 patients et dans laquelle I'expression du nCD64 pouvait distinguer
les patients septiques des non septiques avec une sensibilité et une spécificité de 0.84 et 0.85
respectivement (38).

La plus grande sensibilité du nCD64 dans notre étude par rapport a celle des 2 autres études
citées précédemment pourrait étre due au fait que les EO-VAP sont d’origine bactériennes et
il est relativement facile d’en avoir la preuve bactériologique alors que les études pouvaient
inclure des patients avec sepsis d’origine viral ou fungique ou dont la porte d’entrée était

indéterminée et donc les prélévements pouvaient étre faussement négatifs.

Nous avons également montré que lorsque les patients développaient une EO-VAP, ils
présentaient une baisse du nCD16 et le nCD32 était inchangé. Ceci et en accord avec |'étude
de Chieh-Liang et al. (34). Nous avons également montré que l'utilisation du rapport
nCD64/(nCD16/100) permettait de diagnostiquer une EO-VAP avec une sensibilité et une
spécificité de 0.95 et 0.96 respectivement et ce de J2 a J5. Cependant I'analyse statistique
montre une différence statistiquement moins forte du rapport nCD64/(nCD16/100) entre les

deux groupes de patients par rapport au nCD64 seul. Ceci s’explique par le fait que le rapport
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fait intervenir deux dosages (nCD64 et nCD16) et donc les variations sont plus importantes.

On peut imaginer qu’en incluant plus de patients, la différence aurait été plus significative.

Il est intéressant de noter que chez nos patients étudiés, la mise en place d’une
antibiothérapie en se basant sur, soit le nCD64 (utilisable dés J3) avec une valeur seuil de 2.33
d’IMF, soit le nCD64/nCD16 (utilisable dés J2) avec une valeur seuil de 3.77, aurait permis un
traitement plus précoce pour chacun des patients et donc potentiellement une amélioration
de la morbi-mortalité (39,40). Cependant 1 patient sur 6 aurait été traité par exces. Cela

nécessite d’étre vérifié par une étude ultérieure.

Aussi, les leucocytes et particulierement les polynucléaires neutrophiles n’étaient pas
augmentés significativement en cas d’infection de JO a J5 alors que leur dosage est utilisé en

routine pour le diagnostic des infections.

Egalement, notre étude n’est pas en faveur de I'utilisation de la PCT ni de la CRP dans le
diagnostic d’EO-VAP de JO a J5. Cependant nos résultats pourraient étre influencés par

I'importance des données manquantes concernant ces deux marqueurs.

Concernant les monocytes, aucune différence significative entre les deux groupes de patients
n’a été retrouvé que ce soit pour les 3 sous-groupes de monocytes ou pour les différents CDs
étudiés. Cependant il semblerait que comme constaté par Ferreira da Mota et al. (37),
I’expression du CD16 sur les monocytes soit plus élevée en cas d’EO-VAP ce qui se traduit par
un shift des monocytes classiques vers les non classiques. Dans notre étude, on observe
seulement une tendance sans que cela ne soit significatif.

En revanche, nous n’avons pas observé de différence d’expression du CD11b sur le monocyte
(ni sur le PNN) comme l'avait fait Jamsa et al. (35). Dans cette méme étude, |’expression du
CD64 sur les monocytes (mCD64) était plus élevée sans que cela ne soit significatif chez les

patients septiques et c’est également ce que nous avons observé.

A notre connaissance aucune étude n’avait étudié ces marqueurs pour le diagnostic des EO-

VAP chez les patients neurolésés.
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Notre étude a plusieurs limites.

Premierement, 'utilisation du cytometre nécessite une calibration quotidienne pour que les
résultats soient comparables d’un jour a l'autre. Bien que les calibrations aient été
correctement effectuées, les valeurs peuvent varier légérement d’un jour a I'autre. De plus,
les valeurs d’IMF variants d’'une marque de cytométre a I'autre, les valeurs seuils déterminées
par notre cytometre ne sont pas généralisables aux centres utilisant des cytométres différents
surtout s’ils sont de marque différente.

Secondairement, méme si la plupart des prélevements étaient analysés dans les 6 heures,
certains I’étaient plus tardivement. Ceci a pu avoir un impact sur la qualité des analyses.
Troisiemement, il n’y a pas de protocole standardisé pour le diagnostic des PAVM, ni pour leur
prise en charge dans notre service. De ce fait, en particulier a JO et J1, des patients ont recus
des antibiotiques de maniere empirique sans que I'on sache s’ils étaient infectés et nous les
avons donc exclus de I'analyse. Aussi, certains patients étaient traités avant les prélevements
ce qui peut rendre les préléevements bactériologiques faussement négatifs.

Enfin, les médecins n’avaient pas connaissance des résultats des analyses par cytométrie en
flux, mais ils connaissaient ceux de la CRP et de la PCT et ont pu baser le diagnostic, en partie,

sur ces résultats.

Conclusion

Cette étude montre I'utilité de I'expression du nCD64 et du rapport nCD64/nCD16 comme
biomarqueur diagnostic des EO-VAP entre J2 et J5 chez les patients admis en réanimation pour
TC grave ou HSA sévere. Les résultats de notre étude doivent cependant étre validés dans une
étude de plus grande ampleur et prospective avec un protocole de diagnostic et de prise en

charge des EO-VAP plus précis.
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BOTQUELEN (Etienne) — Evolution de I’expression du CD64, CD16, CD32, CD11b et CD18
sur les monocytes et polynucléaires neutrophiles lors du développement d’'une EO-VAP chez
des patients traumatisés craniens graves ou atteints d’'une hémorragie méningée sévere.

RESUME : Apres avoir rappelé le réle du CD64, CD16, CD32, CD11b et CD18 sur les
monocytes et polynucléaires neutrophiles dans I'immunité innée, I'auteur explique I'intérét
gu’ils pourraient avoir comme biomarqueurs diagnostics d’infection en particulier chez les
patients neurolésés et intubés.

Il évalue quotidiennement, pendant les 5 premiers jours de prise en charge,
I’expression de ces différents marqueurs chez des patients avec traumatisme cranien
grave et hémorragie méningée sévére en les séparant en deux groupes : les patients
développant une pneumopathie acquise sous ventilation mécanique et ceux n’en
développant pas.

L'auteur nous présente une étude personnelle de 12 cas.

Il conclut en discutant les CDs qui semblent avoir le plus d’intérét comme
biomarqueurs biologiques diagnostiques d’infection.

MOTS CLES :

Pneumopathies acquises sous ventilation mécanique (PAVM)
Expression du CD64, CD16, CD32, CD11b et CD18

Immunité innée

Traumatisme cranien (TC) grave
Hémorragie méningée (HM/HSA) sévere
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