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Résumé

Introduction : le systéme immunitaire n'est pas completement fonctionnel a la naissance.Ce
fait exposé les nouveau-nés a un risque élevé d'infection surtout les nouveau-nés
prématurés car leur systeme immunitaire est immature, La septicémie c’est une des

infections qui touché les nouveau-nés prématurés en particulier.

Le diagnostic précoce du sepsis est essentiel pour réduire le taux élevé de morbidité et de
mortalité, Plusieurs biomarqueurs ont déja été étudiés pour le diagnostic précoce du sepsis.

Ces marqueurs sont NLR, LMR, Neutrophiles/Plaquettes.

Objectif : Etudier les rapport neutrophiles/Lymphocytes , Lymphocytes/Monocytes ,

Neutrophiles/Plaquettes chez les nouveau-nés prématurés qui ont une une septicémie

Matériels et méthodes :Ont été prélevé des échantillons sanguins a partir des nouveaux
nés prématuré infecté par la septicémie et des nouveaux nés prématuré qui ne sont pas
infecté, ensuite ont été préparée et colorée les frottis sanguins, puis ont été lus ces frottis par
le microscope optique avec grossissement 40x cette observation microscopique nous
permettons de numéroté les cellules pour calculer les rapports neutrophiles/lymphocytes,

lymphocytes/monocytes, neutrophiles/plaquettes.

Résultats : pour les deux rapport NLR ,LMR sont plus élevé chez les témoins par
rapport aux patients et pour le rapport NPR est élevé chez les patients par rapport

aux témoins .

Conclusions : Les trois ratios sont représentés de maniére différente chez les

prématurés infectés et non infectés.

Mots clé : systeme immunitaire, septicémie, rapports .
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Abstract

Background: the immune system is not fully functional at birth. This fact exposes
newborns to a high risk of infection, especially premature newborns because their
immune system is immature. Sepsis is one of the infections that affects premature

newborns.

Early diagnosis of sepsis is essential to reduce the high rate of morbidity and
mortality. Several biomarkers have already been studied for the early diagnosis of

sepsis. These markers are NLR, LMR, Neutrophils/Platelets.

Objective: Study the ratio of neutrophils/Lymphocytes ,Lymphocytes/Monocytes

,Neutrophils/Platelets in premature newborns who have sepsis.

Materials and methods: Blood samples were taken from premature newborns
infected with sepsis and premature newborns who are not infected, then the blood
smears were prepared and stained, then these smears were read by the optical
microscope with 40x magnification this microscopic observation allows us to
number the «cells to calculate the neutrophil/lymphocyte, lymphocyte/monocyte,

neutrophil/platelet ratios.

Results: For both NLR, LMR is higher in witnesses compared to patients and NPR

is higher in patients compared to witnesses.

Conclusions: The three ratios are represented differently in affected and

uninfected premature infants.

Keywords :immune system, sepsis, reports .
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Introduction

Le systeme immunitaire se développe en permanence depuis la conception, y compris
pendant la période néonatale et les premiéres années de la vie. Il s'agit d'un processus
continu dans lequel un développement accéléré ou retardé peu affecter l'individu (Aranda,
2021).L'immunité des nouveau-nés n'est que provisoire et commence a diminuer apres les

premieres semaines ou les premiers mois.

Comme beaucoup d'autres systemes de l'organisme, le systéme immunitaire n'est pas
complétement fonctionnel a la naissance et le nouveau-né est de ce fait exposé a un risque
élevé d'infection. En méme temps, le fait de naitre, c'est-a-dire de passer de I'environnement
stérile de l'utérus au monde extérieur, expose a toute une série d'agents pathogénes que

jamais rencontrés et contre lesquels aucune protection n’existe(tregoning, s.d.).

Les prématurés sont typiquement plus vulnérables aux infections car leur systéme
immunitaire est immature (staff, 2009), La septicémie reste une cause majeure de mortalité
et de morbidité néonatales chez les nouveau-nés prématurés et de trés faible poids de

naissance (Mohan Pammi, 2022)

Le diagnostic précoce du sepsis est essentiel pour réduire le taux élevé de morbidité et de
mortalité chez ces patients. Cependant, la septicémie est souvent diagnostiquée tardivement
car les signes et symptdmes utilisés, tels que modification du nombre de leucocytes, fiévre,

tachycardie et tachypnée, ne sont pas spécifiques et ne sont pas toujours présents.

Plusieurs biomarqueurs ont déja été étudiés pour le diagnostic précoce du sepsis. Ces

marqueurs sont NLR, LMR, Neutrophiles/Plaquettes (Martins, 2019).



[REVUE DE LA LITERATURE]

Chapitre 1

Revue de la littérature

1.1 Développement du systeme immunitaire

1.1.1. Généralités

Le développement des mécanismes de défense immunitaire débute tdt dans la vie fcetale
mais n'est pas encore achevé a la naissance. Les premieres cellules souches
hématopoiétiques, qui donnent naissance aux lignées cellulaires lymphocytaires et
myélomonocytaires, apparaissent entre la quatrieme et la huitieme semaine apres la
conception (Durandy 1992). Le systéme immunitaire est constitué de I'ensemble des
mécanismes de défense de l'organisme. |l est composé de deux types ; le systéme
immunitaire inné (général) et le systéme immunitaire adaptatif (spécialisé). Ces deux
systémes travaillent en étroite collaboration et assument des fonctions différentes (The

Innate and Adaptive Immune Systems 2020).

1.1.2. Le systeme immunitaire durant la période foetale

La relation entre la mére et le foetus fascine les immunologistes depuis des décennies. De
nombreuses hypothéses liées a la protection du foetus par le placenta, notamment
I'expression d'antigénes d'histocompatibilité sur les tissus fcetaux, la tolérance immunitaire
maternelle aux antigénes feetaux et l'inhibition et/ou la régulation des réponses immunitaires
anti feetales maternelles ont été avancées pour expliquer la survie du feetus "immunogéne”.
Pourtant, les mécanismes restent encore a éclaircir totalement. (Morelli et al., 2015) La
tolérance immunologique du fcetus en croissance est une condition préalable a une
grossesse réussie. Alors que les mécanismes immunitaires doivent étre en place pour se
défendre contre l'invasion microbienne, le placenta est généralement programmé pour
protéger le faetus du rejet par le systeme immunitaire maternel. Plusieurs mécanismes
immunitaires innés et adaptatifs distincts mais complémentaires contribuent a la relation
immunologique commensale entre la mére et le feetus tout au long de la grossesse.
(Bobjgalindo, 2009)

1.1.2.1. Développement de systeme immunitaire du feetus



[REVUE DE LA LITERATURE]

Le premier stade de I'némopoiese du feetus humain se produit dans le mésoderme du sac

vitellin et dans le tissu mésenchymateux extra embryonnaire. Des progéniteurs pluripotents
érythroides et granulomacrophages peuvent étre détectés dans le sac vitellin des embryons
humains a 34 semaines de gestation. Ces cellules primitives peuvent ensuite étre
détectées dans la circulation a partir de 4 semaines de gestation alors qu'elles migrent vers
le foie, qui devient le principal site d'hémopoiése a 5+6 semaines de gestation. A partir de
5110 semaines, le foie subit une augmentation spectaculairede sa taille en méme temps que
le nombre de cellules nucléées augmente. Ces progéniteurs précoces proliféerent mais se
différencient trés peu, bien qu'une population discréte de granulocytes/macrophages
apparaisse a ce moment-la. Le thymus et la rate sont ensemencés a partir du foie et les
cellules souches sont détectables dans la moelle osseuse a 11+12 semaines de gestation.
L'hémopoiése hépatique diminue au cours du troisieme trimestre et cesse peu apres la
naissance. (Holt and Jones, 2000a).

% Macrophages et cellules dendritiques

Les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules B jouent un rble central dans la production
d'une réponse immunitaire spécifique aux antigenes, car ils absorbent, traitent et présentent les
antigénes aux cellules T. Bien que les cellules dendritiques soient considérées comme des cellules
présentatrices d'antigenes professionnelles parce qu'elles peuvent amorcer les lymphocytes T
naives, on sait trés peu de choses sur elles au cours de la période feetale ; c'est pourquoi elles
seront examinées avec les monocytes/macrophages, qui sont le premier type de cellules a
apparaitre dans la circulation fcetale. Deux populations de cellules ayant une structure
dendritique/macrophage sont présentes dans le sac vitellin et le mésenchyme a l'age de 4+6
semaines. Les cellules ayant cet aspect sont également évidentes dans le foie pré-hématopoiétique
a 5 semaines de gestation. La population principale des macrophages du sac vitellin est négative
pour le CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de classe Il, et il existe une population mineure
qui est positive pour le CMH de classe Il. Les cellules négatives pour le CMH de classe I
apparaissent dans le cortex thymique, dans les zones marginales des ganglions lymphatiques, dans
la pulpe rouge de la rate et au milieu de l'activité érythopoiétique de la moelle osseuse. Quelques
cellules positives pour le CMH de classe Il sont observées dans le foie a 78 semaines de

gestation, dans les ganglions lymphatiques a 11+13 semaines de gestation(Holt and Jones, 2000a).
% Les cellules Natural killer

Récemment, on s'est intéressé aux cellules tueuses naturelles (NK) qui réagissent avec des cellules
cibles sélectionnées sans sensibilisation préalable. L'origine des cellules NK est controversée et il
n'‘est pas certain qu'il s'agisse de cellules T, de monocytes/macrophages ou des deux. Les cellules

NK semblent étre distinctes des cellules K qui assurent la cytotoxicité cellulaire dépendante des
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anticorps (ADCC). Les cellules NK sont présentes dans les cellules hépatiques feetales murines.

Toivanen et ses collegues ont détecté une activité NK dans la plupart des foies de fcetus humains

de 9 & 23 semaines de gestation(Gale, 1987).
« Les lymphocytes b

Les cellules pro-B (surface CD24+/IgM-négative) et pré-B (surface cytoplasmique IgM+/IgM-
négative) sont détectables dans le foie et I'épiploon du foetus (un long repli de membrane
péritonéale qui pend dans la cavité abdominale devant les intestins, et qui est considéré comme une
partie du systeme lymphoide puisqu'il contient des agrégats lymphoides laches et non organisés),
mais pas dans la rate, dés la 8e semaine de gestation. Le pourcentage de cellules pré-B dans
I'épiploon et le foie du foetus est similaire pendant 8+12 semaines de gestation, mais le pourcentage
de ces cellules se réduit au cours des semaines suivantes. Le taux de ces cellules diminue au cours
des semaines 13 + 23 dans I'épiploon et reste le méme dans le foie. Ainsi, le développement des
cellules B dans I'épiploon est transitoire. Les cellules B deviennent détectables dans la rate a 13+23
semaines de gestation, et des cellules B CD5+ peuvent étre observées dans la cavité péritonéale
humaine et la cavité pleurale a 15 semaines de gestation. Le foie est un site important de
différenciation des cellules B chez les mammiféres A 8 semaines de gestation, les cellules pré-B du
foie expriment la chaine m cytoplasmique, et les IgM de surface sont exprimées sur les cellules B
du foie & 10+12 semaines, les IgD de surface étant détectables a partir de 13 semaines de gestation
,Des nodules primaires se développent autour des cellules dendritiques folliculaires dans les
ganglions lymphatiques a partir de 17 semaines de gestation et contiennent une population de
cellules B presque pure. Les cellules B du centre germinal sont absentes des ganglions
lymphatiques foetaux, ce qui refléete probablement l'absence d'antigénes. Les cellules B sont
abondantes dans la moelle osseuse a 16+20 semaines de gestation. La quantité de cellules B

immatures dans la moelle osseuse diminue avec I'age (Holt and Jones, 2000a).
« Leslymphocytes T

Les pro-thymocytes putatifs sont identifiés dans le foie du foetus a partir de la septieme semaine de
gestation comme des cellules hautement prolifératives positives pour CD7 (cluster de différenciation
7), CD45 et CD3 cytoplasmique, mais n'exprimant pas CD3 membranaire, la chaine b du TCR ou
Tdt (désoxynucléotidyltransférase terminale, qui intervient dans la diversification de la région DJ de
la chaine lourde des Ig et du récepteur des cellules T [TCR] (T cell receptor) ). Les précurseurs des
cellules T CD7+ provenant du foie feetal ensemencent le thymus a 89 semaines de gestation ; 60
% sont des pro-thymocytes putatifs qui peuvent étre identifiés dans le foie du foetus a partir de 7
semaines de gestation comme des cellules hautement prolifératives positives pour CD7, CD45 et
CD3 cytoplasmique, mais qui n'expriment pas CD3 membranaire, la chaine b du TCR ou Tdt Les

précurseurs de cellules T CD7+ du foie du faetus ensemencent le thymus a 8+9 semaines de
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gestation ; 60 % d'entre eux ont fui le thymus et représentent donc une population immature plutét

gu'une population mémoire. Le tractus gastro-intestinal foetal peut étre un site de différenciation des
cellules T extra-thymiques, comme cela a été prouvé chez la souris. La muqueuse intestinale faetale
humaine présente des cellules T détectables dans la lamina propria et I'épithélium a partir de 12+14
semaines de gestation. Les cellules T dans I'épithélium de ['iléon faetal sont principalement CD8+, et
beaucoup expriment CD8aa. Environ la moitié des cellules CD8+ de la lamina propria sont
également CD8aa, mais dans les plaques de Peyer, lorsqu'elles sont présentes, les cellules CD8ab
prédominent. Des études menées sur des souris indiquent que les cellules CD8aa peuvent étre
indépendantes du thymus et se développer dans lintestin. Une proportion significative de
lymphocytes dans la lamina propria exprime CD7 en I'absence de CD3 et prolifére, comme l'indique
I'expression de Ki67. Il n'y a pas de chevauchement entre l'intestin et le sang dans les transcriptions
réarrangées du TCR b ; il est donc peu probable que les cellules T intestinales soient dérivées du
sang. Les plagues de Peyer n'étant pas encore présentes avant 16+19 semaines de gestation, il est
peu probable que les cellules T peuplant l'intestin avant cette période soient des cellules T qui
recirculent des plaques de Peyer vers la lamina propria, comme cela se produit a I'age adulte. (Holt
and Jones, 2000b) .

1.1.3. Le systéme immunitaire chez le nouveau-né

A la naissance, le nouveau-né passe brutalement d’'un environnement stérile a un
environnement rempli de microorganismes commensaux ou pathogeénes (Afanetti and
Tissiéres, 2011), les nouveau-nés ont une faible mémoire immunologique et un systeme
immunitaire en développement, ce qui accroit leur vulnérabilité aux agents infectieux (Basha
et al., 2014).

1.1.3.1. L'immunité innée

L'immunité innée est un mécanisme de défense naturel de I'héte qui fonctionne efficacement
sans exposition a un micro-organisme ou a son antigéne. Ce systéme est constitué de la
barriére de surface (telle que la peau et les muqueuses), de nombreuses cellules (telles que
le neutrophile, le monocyte, le macrophage, cellule dendritique et cellule NK) et de facteurs
humoraux comme le complément. Il existe des limites a I'exposition aux antigénes in utero et
une immunité adaptative défectueuse chez le nouveau-né. Le nouveau- né doit s'en remettre
a son systeme immunitaire inné pour sa protection (Yoon, 2010). Aprés la naissance, il doit
soudainement faire face a un monde de pathogenes tels que les bactéries et les virus. La
transformation soudaine du monde stérile au monde "réel" rend le systéme immunitaire du
nouveau-né tres important, Le tractus gastro-intestinal du nouveau-né est relativement stérile

avant la naissance, mais a la naissance, il est inoculé par le microbiote commensal de
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I'environnement qui se multiplie et peuple les intestins en quelques jours. (Kumar and Bhat,
2016).
+ Les barrieres physiques

0 Lapeau

Lorsque le micro-organisme pénétre dans l'organisme, les cellules sous la peau
reconnaissent d'abord l'agent pathogéne et sont activées pour sécréter des cytokines
inflammatoires et recruter de nombreuses cellules immunitaires. Aprés la naissance, la peau
et l'intestin du nouveau-né sont rapidement colonisés par des flores microbiennes. La peau
du nouveau-né possede un mécanisme de protection., des acides gras libres antimicrobiens.
Il peut agir avec les cellules immunitaires pour tuer les micro-organismes. Le vernix caseosa
est composé de lysozyme, d'a-défensines, d'ubiquitine, de psoriasine et des acides gras
libres antimicrobiens. |l peut agir avec les cellules immunitaires pour tuer les micro-

organismes(Yoon, 2010).
0 Les muqueuses

Le systeme immunitaire muqueux du nouveau-né est la premiére et principale barriére
contre l'infection. L'immunité innée au niveau des surfaces muqueuses est médiée par les
récepteurs de reconnaissance de motifs qui reconnaissent les PAMPs (pathogen-associated
molecular pattern) uniques des microbes ; les Peptides antimicrobiens, macrophages,
cellules dendritiques, les composants du complément comprennent les éléments de
l'immunité innée des muqueuses chez le nouveau-né. L'immunité adaptative des muqueuses
néonatales est assurée par les plaques de Peyers et d'autres structures lymphoides dans les
domaines suivants : le tractus gastro-intestinal, le tractus génital, les glandes mammaires,
les tissus nasopharyngés et les sites sous-épithéliaux et intra-épithéliaux .Le développement
de I'immunité muqueuse chez les nouveau-nés apres la naissance dépend de la nature de la
microflore muqueuse, des propriétés et de la nature des antigénes alimentaires et
environnementaux exposés au cours de la vie. Les nouveau-nés sont protégés par les
anticorps maternels au niveau des surfaces muqueuses par des mécanismes distincts. L'IgA
(Immunoglobuline A)sécrétoire limite la pénétration des bactéries intestinales commensales
sur I'épithélium intestinal néonatal. Les IgA sont présentes dans les sécrétions muqueuses a
I'dge d'une semaine et se transforment progressivement en IgA sécrétoires. Les surfaces
muqgueuses sont les principaux points d'entrée des agents pathogénes microbiens et le
développement de limmunité muqueuse est le principal mécanisme de prévention des
infections(Kumar and Bhat, 2016).

< Les cellules immunitaires innées



[REVUE DE LA LITERATURE]

Lorsque le premier arsenal de défense, tel que la peau et les muqueuses est percé, les
cellules immunitaires innées se différencient en cellules effectrices, qui combattent l'infection

en grande partie par des mécanismes non spécifiques (Kumar and Bhat, 2016)
0 Les Neutrophiles

Les cellules polymorphes (PMN), telles que les neutrophiles, constituent la premiére ligne de
défense contre les pathogénes et sont les premieres a se déplacer vers le site de
linflammation par "diapédése”. A la naissance (24-72 premiéres heures), le nombre de
neutrophiles augmente rapidement, puis se stabilise a un niveau normal au cours de la
premiére semaine de vie. Au cours d'une infection chez le nouveau-né, le besoin en
neutrophiles est plus important, ce qui conduit une déplétion rapide des PMN dans la moelle
osseuse, favorisant la libération de neutrophiles immatures. Les neutrophiles immatures

n

néonataux - les " formes en bande " - ont une capacité réduite a déformer, migrer,
phagocyter et digérer les agents pathogénes. Une neutropénie prolongée entraine une grave
déficience de la défense antimicrobienne du nouveau-né. Les neutrophiles normaux agissent
par des mécanismes d'adhésion qui sont trés diminués chez les nouveau-nés en raison de la
faible expression des molécules d'adhésion comme la L-sélectine et le CD11b/CD18 (Mac-
1). Un potentiel membranaire défectueux, un influx calcique réduit et une polymérisation de
I'actine conduit a une réduction de la chimiotaxie et de la diapédése. L'expression réduite
des récepteurs de migration comme les sélectines et les intégrines, ainsi qu'une altération de
la chimiotaxie, réduit le potentiel de migration des neutrophiles néonataux. La capacité
phagocytaire des neutrophiles néonatals a terme est altérée a la naissance, mais atteint des
niveaux comparables a ceux des adultes trois jours aprés la naissance. Les neutrophiles
néonataux sont déficients en protéines et peptides antimicrobiens,ce qui réduit leurs

fonctions antibactériennes (Kumar and Bhat, 2016).
0 Les monocytes

A la naissance, la concentration de monocytes est plus élevée chez les nouveau-nés que
chez les adultes, avec une augmentation significative des monocytes CD14bright CD16-ve
et CD14+CD16+ chez les nouveau-nés. Une augmentation progressive des concentrations
de monocytes au cours des deux premiéres semaines, suivie d'une diminution a partir de la
troisieme semaine postnatale a été observée. Il est intéressant de noter que des études
récentes ont montré que les proportions de monocytes étaient plus élevées chez les
nouveau-nés prématurés que chez nouveau-nés a terme ou méme aux adultes pendant la
période néonatale. L'expression de HLA-DR (Human Bet Defensin ) et de CD80 dans les
monocytes du sang de cordon est faible et augmente progressivement au cours de la

période néonatale, pour atteindre des niveaux adultes entre 6 et 9 mois. La stimulation avec
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LPS (Lipopolysaccharides) ou CpG (Cytosine-Phosphate-Guanine)augmente
significativement l'expression de HLA-DR et CD80. (Kumar and Bhat, 2016). La migration
des monocytes néonatals le long de I'endothélium par chimiotaxie et leur extravasation vers
le site de l'inflammation sont atténuées (figure 2). L'expression de la molécule d'adhésion
Mac-1 était plus faible dans les monocytes néonatals, mais les niveaux de L-sélectine étaient
comparables a ceux des adultes. (Kumar and Bhat, 2016).En réponse a la stimulation du
LPS, les monocytes du sang de cordon ont produit des niveaux significativement plus élevés
de cytokines TNF-a (Tumor Necrosis Factorsa ), IL-6 (Interleukin 6)et IL-10 par rapport aux
enfants de 2 mois, 1 an ou méme 4 ans et le mode d'accouchement ne change rien a ce
résultat. Les monocytes néonatals ont également montré une expression plus élevée et
soutenue deTLR4 en réponse au LPS, par rapport aux enfants de 2 mois et aux adultes.
(Kumar and Bhat, 2016).
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Figure 1. Migration des monocytes sur I'endothélium par chimiotaxie (T. Gerhardt, K.
Ley,2015) .

o Les macrophages

Les monocytes traversent les capillaires sanguins et pénétrent dans les tissus ou il se
différencient en macrophages. Ces macrophages néonataux présentent une vacuolisation
cytoplasmique accrue (figure 3) et une expression réduite des résidus lipidiques, du CD11b,
du CD14 et du F4/80. Pourtant, a la rencontre d'un pathogéne, ils produisent de grandes
quantités d'IL-6 et de CCL2/3/4(cc chimiokine ligand 2/3/4) . Compte tenu des effets
inhibiteurs de I'lL-6 sur les réponses neutrophiles, l'augmentation du rapport IL-6/TNF-a dans
le sang périphérique néonatal, comme décrit ci-dessus, peut expliquer la réduction de la
migration neutrophile vers les sites de tissus inflammatoires. Les réponses phagocytaires
des macrophages néonataux sont similaires a celles des adultes. Généralement ces études
mettent en évidence une altération des fonctions de présentation de l'antigéne, de la

sécrétion de cytokines et des capacités de stimulation des lymphocytes T des CD et des
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monocytes/macrophages néonatals lors de la rencontre avec un pathogéne, un phénomene

qui rend les nouveau-nés particulierement vulnérables aux infections (Tsafaras et al., 2020).

Figure 4. Structure du macrophage avec une vacuolisation cytoplasmique (David

Israel Garrido, MD ; Matilde Boada, MD,2015). Les images A et B présentent des macrophages

vacuolisés avec des cellules digérées a l'intérieur de phagosomes.

0 Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (CD) humaines se composent principalement de deux lignées
distinctes sur le plan du développement : les CD conventionnelles (CDc) qui provoquent
I'activation et la différenciation des lymphocytes T (figure 4), et les CD plasmacytoides
(CDp), qui produisent des interférons de type | et médient les réponses antivirales. Les
(CDc) néonatales sont réduites dans le sang périphérique et lors de la rencontre avec un
agent pathogéne [c'est-a-dire (LPS)], elles sécretent de faibles niveaux d'IL-12, ce qui
entraine une altération de la polarisation des cellules T helper de type (Thl). La diminution
de la synthése de I'lL-12 par les (CDc)néonatales est liée a une altération du remodelage de
la chromatine dans le promoteur du géne. En particulier, les CDc néonatals sécrétent des
niveaux élevés de cytokines associées aux cellules Th2, telles que I'lL-4 et I'IL-13, avec les
cytokines anti-inflammatoires, peuvent étre associées a la production de I'lL-12 avec la
cytokine anti-inflammatoire 1L-10, maintiennent les (CDc) dans un état immature.
L'expression de I'antigéne leucocytaire humain (HLA)-DR et des molécules costimulatrices,
telles que CD40, CD80 et CD86, est également diminuée dans les (CDc) néonatales, ce qui
réduit leurs fonctions de présentation de l'antigéne et de stimulation des cellules T. La

production défectueuse d'IFN-B (Interferon B) et de génes de chimiokines inductibles par
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I'IFN, y compris CXCL9 (cxc chemokine ligand 9), CXCL10 et CXCL11, par les (CD)
néonatales est considérée comme résultant d'une diminution de l'expression des génes
dépendants de I'IRF-3 (interferon regulatory factor 3) des génes dépendants d'IRF-3
(Tsafaras et al., 2020) .

Figure 3. L’activation et la différenciation du lymphocyte T par la (CD) conventionnelle
(Dr. Jorg Schibler , 2015) .

0 Les Cellules tueuses naturelles (NK)

On constate que les cellules NK du sang de cordon augmentent avec I'age gestationnel, Les
taux de cellules NK sont élevés a la naissance et puis diminuent progressivement pendant
I'enfance, pour atteindre des niveaux adultes a l'age de 5 ans. L'activation rapide des
cellules NK se produit par le biais d'un contact de cellule avec des monocytes, des DC, des
cellules T CD4+ et des cytokines. Les cellules NK activées sécrétent des cytokines,
principalement I'lFN-y, et facilitent la protection contre les pathogénes, en tuant les cellules
infectées. 1l existe deux sous-ensembles matures de cellules NK fonctionnellement
différents, CD56bright CD16-- et CD56dim+ CD16+. Les cellules CD56+bright sont
associées a la sécrétion de niveaux élevés de cytokines, a une cytotoxicité moindre et a une
localisation spécifique dans les ganglions lymphatiques. Alors que les cellules CD56dim sont
principalement des cellules effectrices cytotoxiques qui infiltrent les tissus enflammés, La
fonction des cellules NK est régulée par la diversité des récepteurs d'activation et d'inhibition
présents a la surface de ses cellules. L'efficacité cytotoxique des cellules NK du sang de
cordon humain est trois fois moindre que celle des adultes. La réduction des granules
cytoplasmiques, la faible capacité de dégranulation (expression réduite de CD107c ), une
faible libération des facteurs lytiques et une diminution de la teneur en perforine et en

granzyme associés aux cellules NK du sang de cordon ombilical (Kumar and Bhat, 2016).

% Les cellules lymphoides innées (ILC)
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Les cellules lymphoides innées (ILC) se caractérisent par la libération de cytokines
associées aux cellules Th et par lI'absence de récepteurs spécifiqgues aux antigénes. Les ILC
sont classées en trois sous-groupes (ILC1, ILC2, ILC3), en fonction de leur profil de
cytokines et de facteurs de transcription, et représentent des moteurs essentiels des
réponses précoces de I'héte au cours des infections et des blessures. La présence et la
fonctionnalité des ILC augmentent pendant la période d’enfance, ou les ILC contribuent & la
formation du tissu lymphoide et & I'homéostasie intestinale en régulant linstallation du
microbiome et les processus métaboliques. Lors d'une infection intra-amniotique, les ILC
migrent vers le liquide amniotique et participent a la réparation des tissus (Tsafaras et al.,
2020) .

@

% Le systéeme de complément

Les protéines du complément atteignent a la naissance environ deux tiers des niveaux des
adultes pour les nouveau-nés a terme, Le systéme du complément chez les nouveau-nés en
bonne santé est peu développé et les concentrations de complément atteignent les niveaux
adultes vers 12-18 mois. Le complément tels que Clg(complement 1q), C4 (complement 4)
et C3 (voie classique) et la properdine, le facteur B (voie alternative) sont réduits chez les
nouveau-nés. Le niveau réduit du composant C3 chez les nouveau-nés, qui peut former des
complexes efficaces avec d'autres composants pour lutter contre les agents pathogénes et
renforce leur susceptibilité aux infections. L'activation du complément est étroitement
contrdlée et les niveaux circulants des régulateurs, a savoir les protéines de liaison du C4b,
sont a des niveaux indétectables chez les nouveau-nés. Le sous-développement du systéme
du complément du nouveau-né se traduit par une réduction de la capacité a lyser les
bactéries, une altération de la chimiotaxie et un moindre recrutement des leucocytes vers les
sites d'infection, ainsi qu'une moindre capacité de phagocytose (opsonisation) (Kumar and
Bhat, 2016) .

% Les PRR

Les cellules de I'immunité innée possédent des récepteurs de reconnaissance codés par la
lignée germinale (solubles ou associés aux cellules) qui reconnaissent des motifs
moléculaires associés a des agents pathogenes conservés au cours de I'évolution (PAMPS)
pour provoguer une réponse immunitaire. Les PAMPS sont invariants et sont vitaux pour la
survie des pathogénes. Lorsque les PRR (pattern recognition receptor) présents a la surface
des cellules reconnaissent les PAMPS, ils déclenchent des réponses pro-inflammatoires et
antimicrobiennes par le biais de diverses voies de signalisation, comprenant des molécules
adaptatrices, et des facteurs de transcription. Les récepteurs TLR (Toll like receptors) sont

largement étudiés parmi les PRR et jouent un rdle important dans la reconnaissance des
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agents pathogénes et la production de la réponse immunitaire inflammatoire. Les nouveau-
nés présentent une réponse TLR et une production de cytokines diminuées. La capacité du
systeme immunitaire inné a faire la différence entre le soi et le non-soi infectieux est vitale et
la décision de répondre a un agent pathogene dépend des récepteurs du systeme
immunitaire inné associés au génome lorsqu'ils rencontrent les motifs moléculaires associés

aux agents pathogenes (PAMP) (Kumar and Bhat, 2016) .

1.1.3.2. L'immunité adaptative

« Les lymphocytes T néonataux

Il existe deux sous-ensembles distincts de cellules T qui expriment les protéines y/d et a/f3
des récepteurs des cellules T (TCR). Les cellules exprimant les TCR y/d dans le foie foetal
ne migrent pas vers le thymus pour leur maturation, mais jouent un role important dans la
protection contre les infections microbiennes a un stade précoce du développement. Des
études chez la souris ont démontré que les cellules TCR-y/d stimulent les cellules
dendritiques pour la production de cytokines et de chimiokines qui conduisent a l'activation
des réponses immunitaires adaptatives. Les cellules T a/f§ migrent vers le thymus pour leur
maturation par le biais d'une série d'événements développementaux orchestrés qui
aboutissent a des thymocytes TCR+ engagés dans la lignée CD4 ou CD8, ce qui joue un
réle essentiel dans la reconnaissance des antigénes et l'activation des lymphocytes T. Ces
cellules T quittent d'abord le thymus dans un état phénotypiquement et fonctionnellement

immature On les appelle les émigrants thymiques récents (RTE) (Basha et al., 2014).
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Figure 4. Développement et maturation des cellules T a/f dans le thymus

(germain ,2002). DN=double negatif, DP = double positif
% Les cellules T CD4 néonatales

Des études menées chez la souris ont montré que les RTE CD4+ sont plus susceptibles de
produire des IL-4, IL-5 et IL-13 que leurs homologues matures naifs. Chez 'homme, les
cellules néonatales CD4+ du sang de cordon (CB) sont enrichies en RTE et proliferent en
réponse a I'lL-7 en l'absence de stimulation du TCR. Il a été démontré que cela était d0 a
une régulation négative plus rapide de I'lL-7Ra sur les RTE néonatales par rapport aux RTE
adultes et a des niveaux plus élevés d'activation de pSTAT5 lors de I'exposition a I'lL-7. De
plus, les régions promotrices des genes des cytokines Thl (T-helper 1) et Th2 des RTE
CD4(+) naifs sont caractérisées par une hyper méthylation spécifique au site par rapport a
celles des T naifs matures (MN). Des études expérimentales sur les cellules T CD4+
néonatales montrent une polarisation vers les réponses Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) avec une
diminution de la production de cytokines Thl (IFN-y, IL-2, et TNF-a). Il a été démontré que la
suppression de la sécrétion d'interféron (IFN-y) par les cellules Th1 était due a I'expression
et la sécrétion plus élevées de I'lL-4. Le biais Th2 des cellules T CD4+ néonatales se refléte
au niveau de la structure chromatinienne, puisque les lieux des cytokines Th2 sont hypo-
méthylés et favorables a une transcription rapide et favorable a une transcription rapide. Des
études récentes menées par Yoshimoto et al. Montrent que le profil épigénétique du locus
Th2 au niveau des résidus CpG subit des modifications dans les cellules de la lignée des
cellules T a partir de la mi-gestation du foetus et se prolongent tout au long de la premiere
semaine de vie. Plusieurs études ont également montré que les signaux co-stimulateurs
environnementaux in utero influencent la différenciation des cellules Th et établissent des
profils génomiques spécifiques de sous-ensembles a un stade précoce du développement
du systéme immunitaire (Basha et al., 2014).

< Cellules Th17 néonatales

Des études récentes ont montré qu'une population de cellules T CD4+ CD161+ se
transforme préférentiellement en cellules Th1l7. Ces cellules Th17 jouent un rble important
dans le développement de l'immunité contre les infections bactériennes et fongiques au
niveau des barrieres épithéliales. Les cellules Thl7 expriment le facteur de transcription
RORyT (orphan nuclear receptor), codé par la variante de transcription 2 du gene du
récepteur orphelin C lié a l'acide rétinoique (RORC) et sécrétent IL-17A et IL-17F ainsi qu’IL-
21 et IL-22. Les cellules Th17 jouent un réle important dans l'immunité néonatale contre les
infections dues aux espéces Klebsiella, Citrobacter, Salmonella et Candida. Des expériences

utilisant des cellules de sang de cordon humain ont montré que les nouveau-nés ont une
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fréquence trés faible ou une absence totale de cellules Thl7. Des preuves indiquent que
cela pourrait étre dd a des niveaux significativement plus faibles d'/ARNm de RORC résultant

en une production réduite du facteur de transcription RORyT.

Les cellules Thl, Th2 et Th1l7 jouent un role majeur dans le développement de l'immunité
contre les pathogenes intracellulaires et les parasites extracellulaires. Tandis que les cellules
Treg sont essentielles pour la tolérance immunitaire et jouent un rble crucial dans la
limitation des réponses immunitaires excessives exercées par les cellules Thl, Th2 et Th17
(Basha et al., 2014) .

% Cellules Treg néonatales

Il a été démontré que l'orientation des cellules T naives vers la lignée des cellules Th17 ou
Treg est mutuellement exclusive et qu'il existe une voie de développement réciproque. La
différenciation vers les phénotypes Thl7 et Treg dépend du milieu cytokinique local. La
présence de TGF-f (transforming growth factor B) avec IL-6, IL-21 conduit exclusivement les
cellules T naives a devenir Thl7, tandis qu’IL-2 induit les cellules T naives traitées par TGF-
B a se différencier en cellules Treg Foxp3(+) (forkhead box protein 3). Les Tregs (regulatory t
cells), qui expriment CD4, CD25 et Foxp3, maintiennent l'autotolérance immunologique et
régulent négativement diverses réponses immunitaires. Les Tregs sont présents a une
fréquence élevée dans le sang de cordon humain (~12% des cellules T CD4+) et dans les
ganglions lymphatiques néonataux (~8%) [108,109]. Les cellules Treg fcetales humaines
reflétent une plus grande propension des cellules T foetales naives a se différencier en Tregs
en réponse aux antigénes maternels qui traversent le placenta. Il a été démontré que les
cellules T naives indifférenciées néonatales (CD4+CD8-Foxp3-) ont un mécanisme
intrinséque par défaut pour devenir des cellules Tregs lors de I'exposition aux antigénes

maternels (Basha et al., 2014).
% Cellules T CD8 néonatales

Des études sur le sang de cordon ombilical humain et le sang de souris néonatale ont
démontré une déficience a la fois dans I'ampleur et la fonctionnalité de la réponse des
cellules T CD8+ néonatales. Il a été démontré que cela est due en partie & une production
réduite d'lIL-12p70 bioactif par les CPA (antigen presenting cell) néonatales par rapport aux
CPA adultes. Des études récentes chez la souris ont montré que la hiérarchie néonatale des
cellules T CD8+ est distincte de celle des adultes et influencée par les propriétés
intrinséques des cellules T chez les souris infectées par le VRS (virus respiratoire syncytial).
Outre une réponse plus faible des cellules T CD8+, les souris néonatales présentent aussi

un profil dimmunodominants différent de celui des adultes aprés une infection par le VRS.
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L'altération de l'activation des cellules T CD8+ néonatales est également due a une co-
stimulation limitée médiée par le CD28 en raison de I'expression réduite des récepteurs
CD86 et CD80 de I'APC, ainsi que des différences dans l'absorption et le traitement de
I'antigéne soluble par les CD103+ néonatals. Les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ (CTL)
jouent un réle important dans la défense de I'h6te contre les infections intracellulaires et sont

des effecteurs importants de I'immunité antivirale et antitumorale (Basha et al., 2014) .
% Les cellules B néonatales

Les cellules B néonatales sont naives, manquent d'exposition antigénique et n'ont qu'un
répertoire d'immunoglobulines (Ig) de surface partiellement développée. Sur la base de
I'expression de CD5, les cellules B sont différenciées en deux types, B-1 et B-2. Les cellules
B-1 se différencient fonctionnellement des B2 par leur production naturelle d'lg et jouent un
réle important dans la défense précoce contre les infections bactériennes et virales apres la
naissance. Les cellules B-1 humaines du sang de cordon et du sang périphérique adulte
expriment un nouveau phénotype de marqueurs de surface, CD20+CD27+CD43+. Les
cellules B-1 expriment CD11b, des niveaux élevés d'IgM (slgM) et de faibles niveaux d'lgD
sécrétée (slgD), CD21, CD23 et CD45R (B220). Bien que ces cellules B-1 expriment un
répertoire restreint de cellules B, il est démontré qu'elles sont la principale source de
production dynamique d'anticorps indépendants des cellules T et qu'elles protégent contre
les infections bactériennes telles que Borrelia hermsiiet Streptococcuspneumoniae(Basha et
al., 2014).

1.1.4. Le systeme immunitaire chez le nouveau-né prématuré

La prématurité est considérée comme toute naissance avant 37 semaine compléte de
grossesse et touche environ 10 % des naissances dans le monde. La naissance prématurée
peut interrompre les influences de I'environnement intra-utérin sur le foetus qui augmentent
ou diminuent le risque d'avoir une morbidité a vie, avec un risque plus élevé d'infection en
raison de leur systéme immunitaire immature. Les prématurés présentent des déficits dans
immunité innée et adaptative, ainsi que dans linteraction entre ces deux systémes.
Cependant, le systéme immunitaire des prématurés peut étre davantage compromis par des

facteurs associés a la naissance prématurée (Melville et Moss 2013)
1.1.4.1. Limmunitéinnée

Le développement de lI'immunité a la naissance est vital et implique plusieurs mécanismes
complexes. Les nouveau-nés dépendent fortement de leur immunité innée pour survivre au
début de leur vie(Ballambattu Vishnu Bhat, 2018)
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@

% Lapeau et les muqueuses

La peau néonatale est facilement altérée et ne présente pas les avantages d'une couche
lipidique protectrice et d'un pH acide avant environ un mois d'age postnatal. Ce phénoméne
est exacerbé chez les prématurés, chez qui ces caractéristiques mettent plus de temps a se
développer. Le vernix caseosa, un biofilm naturel qui recouvre la peau du fcetus, fonctionne
comme une barriére contre la perte d'eau, régulant la température et empéchant l'acces
microbien. Le développement du vernix caseosa commence au cours du troisieme trimestre,
c'est la raison pour laquelle il n'est souvent pas completement développé chez les
prématurés. Il a également été démontré que les kératinocytes de la peau néonatale, et en
particulier le vernix, produisent demaniere constitutive un plus large éventail de peptides
antimicrobiens (AMP) que les nourrissons plus agés et les adultes, ce qui assure un niveau
de protection supplémentaire. Les AMPs comprennent généralement les a-défensines et les
B-défensines et la cathélicidine LL-37. L'immaturité de la peau des prématurés est
exacerbée par les agressions iatrogénes infligées dans le cadre des soins intensifs vitaux.
L'épithélium cutané néonatal est également rapidement colonisé par une flore normale de
bactéries commensales aprés la naissance.Cette flore aide a prévenir la colonisation par des
agents pathogénes (Sampah and Hackam, 2020).
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Figure 5 : Présentation schématique des facteurs immunitaires sur leurs sites
anatomiques, illustrant leur interaction(J.Hacham, 2020).

« Fonction atténuée des récepteurs de type Toll-like chez les nouveau-nés
prématurés
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La surveillance immunitaire innée est réalisée par l'activation de récepteurs de surface
cellulaire appelés Pattern Recognition Récepteur (PRR), qui comprennent les récepteurs de
type (TLR), (NOD)(nucleotide oligomerization domain receptors), | (NLR)(nod-like receptor)et
(RIG-I)(rig-like receptor) (RLR). Les TLR (Toll-like receptor) ont été au centre de la recherche
immunologique néonatale en raison de I'étendue des connaissances scientifiques
fondamentales dans ce domaine. Les réponses des cytokines TLR sont nettement atténuées
dans le sang de cordon ombilical prématuré par rapport a leurs homologues nés a terme ou
chez les adultes, lorsqu'elles sont examinées soit dans des populations de cellules, soit sur

une base par cellule(Sharma et al., 2012).

@

% Les peptides solubles/ les protéines

Ont la capacité de tuer directement les agents pathogénes grace a leurs propriétés
antimicrobiennes. La production de facteurs solubles, tels que I'immunoglobuline (lg), par le
foetus est limitée, de sorte qu'il doit dépendre de l'approvisionnement maternel. L'lgG
spécifique de l'antigéne est transférée a travers le placenta depuis la circulation maternelle
en grande quantité aprés 32 semaines de gestation. Le transfert augmente avec I'age foetal ;
les prématurés ont donc de faibles taux d'lgG maternelles circulantes. De faibles niveaux
d'lgG entrainent un manque d'opsonisation, entrainant des déficiences dans la phagocytose.
Les protéines et peptides antimicrobiens (APP) sont libérés des leucocytes, y compris les
neutrophiles, les monocytes/macrophages et les lymphocytes, et peuvent se lier aux micro-
organismes et les détruire. Les APP agissent par divers mécanismes de destruction des
agents pathogénes. Les voies classiques, alternatives et du complément de la lectine sont
toutes réduites dans leurs capacités de destruction des agents pathogenes chez les
nourrissons prématurés. Les protéines du complément agissent par divers mécanismes pour
activer la protéine C3 et induire la phagocytose. Les nouveau-nés prématurés sont déficients
dans la production de C1, C4 (voie classique) et de facteur B (voie alternative) par rapport
aux nouveau-nés a terme. Les nourrissons prématurés sont également déficients en lectine
de liaison au mannose (MBL), récepteur de reconnaissance de formes, dont la production
augmente a mesure que I'age gestationnel augmente(Melville and Moss, 2013).

R/

< Les cellules immunitaires innées

0 Les phagocytes

lls comprennent les neutrophiles, les monocytes/macrophages et les cellules dendritiques
(CD). Les prématurés ont un bassin réduit de neutrophiles et monocytes, et leurs
précurseurs, en raison de la réduction du taux de facteur de stimulation des colonies de
granulocytes (G-CSF) et de facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de

macrophages (GM-CSF). La monocytopénie et la neutropénie relatives des prématurés
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BN

peuvent grandement affecter leur capacité a combattre l'infection. Les neutrophiles sont
parmi les premiers intervenants dans l'infection et jouent un réle important dans la clairance
bactérienne. En réponse a un agent pathogéene envahissant, les neutrophiles migrent vers le
site de linfection pour digérer et tuer ces micro-organismes. Les neutrophiles des
prématurés peuvent rencontrer des difficultés & migrer vers les sites d'infection en raison
d'une réduction de I'expression des molécules d'adhésion telles que la L- sélectine et la E-
sélectine. Les neutrophiles ingérent et tuent les agents pathogenes en libérant des enzymes

de leurs granules cytoplasmiques.

Les monocytes sont des cellules phagocytaires transmissibles par le sang qui se
différencient en macrophages ou DC. Les monocytes ont des mécanismes bactéricides et
sont impliqués dans la sécrétion de cytokines et de chimiokines et dans la présentation de
I'antigéne, les monocytes/macrophages peuvent activer d'autres cellules immunitaires telles
gue les cellules B et les cellules T. Les monocytes des prématurés ont une production
réduite de cytokines, mais une efficacité similaire dans la phagocytose et la destruction
intracellulaire des agents pathogénes que nouveau-nés a terme ; cependant, ils peuvent étre
limités dans leur capacité a activer la réponse immunitaire adaptative en raison de
I'expression réduite du complexe majeur d'histocompatibilité (MHC) de classe Il sur les
leucocytes des nouveau-nés prématurés , limitant ainsi leur capacité a présenter I'antigene

aux lymphocytes T et a les activer.
0 Les Cellules tueuses naturelles

Les cellules NK jouent un réle important dans la défense contre les cellules infectées par des
virus et les cellules malignes en exprimant des récepteurs qui permettent de tuer ces cellules
nocives. Le pourcentage de cellules NK dans le sang du cordon ombilical des prématurés et
des nouveau-nés a terme est souvent légerement inférieur a celui du sang des enfants et
des adultes ; toutefois, le nombre absolu est Iégerement supérieur, en raison d'une
numération lymphocytaire globalement plus élevée chez les nourrissons. Les cellules NK
foetales et néonatales sont principalement déficientes en matiére de production d'IFNy et de
TNFa et présentent une fonction cytotoxique réduite par rapport aux cellules adultes.
Cinguante pour cent des cellules NK du sang du cordon des prématurés et des enfants nés
a terme peuvent effectuer une cytolyse (mesurée a 15-60 % dans diverses études) par
rapport aux cellules NK adultes. Les cellules NK tuent les cellules cibles infectées qui sont
recouvertes d'anticorps IgG dans un processus connu sous le nom de cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC). L'activitt ADCC des cellules NK néonatales a été

mesurée a environ 50% de celle des cellules NK adultes.
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En général, il existe peu de données sur le réle des cellules NK dans les ECN(entérocolite
nécrosante néonatale), mais une petite étude prospective a révélé que les prématurés
atteints d'ECN présentaient une réduction de la proportion de leurs cellules NK par rapport

aux témoins. (Sampah and Hackam, 2020).
1.1.4.2. L'immunité adaptative

L'immunité adaptative, impliquant des lymphocytes (cellules B et T), est spécifique des
agents pathogenes et nécessite ['acquisition d'une mémoire immunologique. La
recombinaison génétique des récepteurs de la surface cellulaire des lymphocytes entraine
une augmentation du répertoire de reconnaissance des agents pathogénes. La
reconnaissance d'un agent pathogéne entraine l'activation des lymphocytes, la destruction
de l'agent pathogéne et la production de lymphocytes mémoires, ce qui conduit a des
réponses immunitaires adaptatives plus rapides lors de rencontres ultérieures avec le méme
agent pathogene. La maturation de I'immunité adaptative se produit principalement apres la
naissance a terme, de sorte que tous les nouveau-nés prématurés présentent des
déficiences dans l'activation des lymphocytes T et la production de cytokines, la production
d'immunoglobulines des lymphocytes B et les interactions entre les lymphocytes T et B
(Melville and Moss, 2013).

s Les lymphocytes T

On a constaté que les nouveau-nés prématurés présentent une lymphopénie marquée
(jusqu'a 50 % de réduction) avec une diminution significative du pourcentage de lymphocytes
totaux, CD4+ et CD8+ par rapport aux enfants nés a terme. La réduction est la plus
remarquable parmi la population CD8+, ce qui entraine une augmentation du rapport
CD4/CD8. Les DC et les macrophages induisent la production d'IL-12 apres avoir rencontré
des antigénes. L'IL-12 stimule a son tour les cellules NK et induit les cellules T CD4+ naives
a devenir des cellules effectrices de type Th1 qui produisent de I'IFNy, déclenchant
I'expression de cytokines pro-inflammatoires, comme ['IL-13, le TNFa, et une nouvelle
régulation a la hausse de la production d'IL-12. Les cellules T CD4+ naives prématurées
présentent une activation réduite et une altération de la différenciation Thl précoce, y
compris la production d'IFNy. Lorsqu'elles rencontrent des stimuli, ces cellules T expriment
une polarisation Th2 et Thl7, une faible polarisation Thl et de faibles réponses innées a
l'interféron de type 1 antiviral. On les qualifie donc de Th2 asymétriques. La production
d'IFNy par les cellules T CD4+ naives stimulées du sang de cordon a été mesurée comme
étant 5 a 10 fois inférieure a celle des cellules T CD4+ adultes. Les facteurs de transcription
T-bet, GATA3 et RORyt régulent la différenciation en phénotypes Th1, Th2 et Th17,

respectivement. En conséquence, des études récentes ont montré que la proportion de
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cellules T CD4+ exprimant T-bet est réduite au sein de la population de cellules T de
prématurés. Etant donné la réponse Th2 relativement préservée, les cellules T de
prématurés sont encore capables d'aider les cellules B des nouveau-nés a synthétiser des
anticorps. La fonction CD8 est également relativement intacte chez le prématuré, la
production d'IFNy par les cellules T CD8+ naives stimulées du sang de cordon étant

comparable a celle des adultes.(Sampah and Hackam, 2020).
« Les lymphocytes b

Apres stimulation, les cellules B activées se différencient en plasmocytes, qui produisent de
grandes quantités d'anticorps. Au cours de ce processus, les cellules B sont capables de
passer de I'lgM a d'autres isotypes d'anticorps (IgG, IgA, IgE), un processus connu sous le
nom de changement de classe, sans altérer la spécificité de I'antigéne. L'incapacité du
nouveau-né a changer efficacement de classe ou a produire des anticorps en réponse aux
polysaccharides limite la résistance aux agents pathogénes bactériens contre lesquels la
meére a produit peu ou pas d'anticorps IgG(Collins et al., 2018). Le transfert passif
d'anticorps au foetus et au nouveau-né se fait par le biais du transfert des IgG maternelles du
placenta ou des IgA sécrétoires du lait maternel. In utero, les concentrations
d'immunoglobulines sériques foetales sont significativement faibles jusqu'a 18 a 20 semaines
de gestation. La concentration d'immunoglobulines fcetales augmente avec le transfert
d'immunoglobulines G (IgG) maternelles a travers le placenta au cours du troisiéme trimestre
de la grossesse. Les nouveau-nés prématurés de moins de 22 semaines de gestation
présentent 10 % du taux d'anticorps maternel, ce taux passant a 50 % entre 28 et 32
semaines et dépassant de 20 a 30 % le taux maternel a terme. Ce niveau plus faible d'lgG
par rapport aux nourrissons nés a terme est probablement di a un temps de transfert plus
court, a des niveaux de production plus faibles et au transport placentaire. Les anticorps de
ces nourrissons présentent une faible activité opsonique pour tous les types d'organismes.
Les concentrations d'lgG peuvent encore baisser apres la naissance chez ces prématurés
en raison de I'hypogammaglobulinémie physiologique normale qui se produit chez tous les
nourrissons. Cependant, le lait maternel des méres de prématurés présente des taux d'lgA
plus élevés que le lait des meres de nouveau-nés a terme. Les essais cliniques évaluant
l'effet de I'administration d'immunoglobulines orales chez les prématurés n'ont révélé aucun
effet de l'administration d'immunoglobulines orales sur le risque de maladies a médiation
immunitaire telles que I'ECN(entérocolite nécrosante néonatale)(Sampah and Hackam,
2020).
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1.2 Les infections chez les nouveau-nés prématurés

1.2.1. Généralités

Dans le monde, plus de 15 millions de nourrissons naissent prématurément chagque année, et plus
d'un million en meurent. La prématurité est aujourdhui la cause la plus fréquente de déces
néonatal, et une proportion importante de survivants de la prématurité sont infectés par des
organismes étrangers, tels que des bactéries, des virus ou des champignons qui envahissent le
corps, ou qui sont normalement présent dans le corps deviennent infectieux en raison de I'immunité
réduite du bébé(AboutKidsHealth, s.d.). Les infections chez les prématurés se divisent en deux
catégories distinctes. Les infections néonatales précoces (INP), également appelées infections
materno-faetales (IMF), surviennent entre le premier et le quatriéme jour de vie. Les infections
néonatales tardives (INT), qui surviennent entre le quatriéme et le vingt-huitiéme jour de vie,
comprennent les INT primitives transmises en postnatales et les INT nosocomiales(Leperchois-
Loritte).Ces infections peuvent avoir plusieurs origines, notamment ['utérus, le vagin ou
I'environnement de l'unité de soins intensifs néonatals. L'infection peut affecter toutes les parties du
corps ou seulement quelques-unes, et peut avoir différents degrés de sévérité(AboutKidsHealth,
s.d.).

1.2.1.1. Lasepticémie chez les nouveaux nés prématurés

La septicémie néonatale est définie comme une maladie des nourrissons agés de moins d'un mois
(Adkins et al., 2004), et touche jusqu'a 20 % des nouveau-nés prématurés ou des nouveau-nés de
trés faible poids de naissance, entrainant la mort de 18 % d'entre eux. La santé des nouveau-nés
peut se détériorer rapidement, et ils peuvent développer un choc septique et mourir avant que
l'identification de l'agent et les tests de sensibilité aux antimicrobiens ne soient préts. Etant donné
que l'inflammation est un événement important dans le processus de septicémie, de nombreuses
études ont porté sur la mesure des médiateurs inflammatoires afin de permettre un diagnostic
précoce de la septicémie(Segura-Cervantes et al., 2016). Les infections chez les nouveau-nés se
manifestent souvent par une septicémie, avec ou sans signes focaux d'infection. Cette maladie fait
généralement référence a des infections bactériennes, fongiques et virales systémiques qui peuvent

étre associées a difféerentssymptémes (Kristéf et al., 2009).

1.2.1.2. Classification
s Septicémie a début précoce (EOS)

Différentes classifications concernant le moment de l|'apparition des symptdomes ont été
utilisées, allant de 24 heures a 7 jours pour la septicémie "précoce". Dans de nombreux
rapports, la septicémie a été définie comme une septicémie a début précoce (EQS), si

l'infection commence avant 72 heures de vie. Dans de nombreux autres rapports, selon
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Vesikari et al. Les infections a " début précoce ", définies comme étant jusqu'a I'dge d'une
semaine, peuvent également provenir d'une colonisation intra-utérine, mais peuvent aussi
étre contractées pendant lI'accouchement par contact avec des agents pathogénes dans le
canal de naissance provenant de I'environnement de I'USIN(Unité de Soins Intensifs
Neonatals). De plus, ils utilisent I'expression " maladie a début trés précoce ", si elle débute
<24 heures de vie, alors que l'infection s'est probablement produite in utero, ce qui justifie la
classification de ce groupe comme une seule entité. La période exacte définie comme
infection a début précoce n'est pas trés importante, car 80-90% des infections de la premiére

semaine de vie ont leur début dans les 2 premiers jours de vie (Kristof et al., 2009) .

@

% Septicémie a début tardive (LOS)

La septicémie tardive (LOS) est définie si elle est survenue aprés 3 jours ou aprés la
premiére semaine de vie. Elle est probablement le résultat d'une infection nosocomiale.
Certains rapports utilisent des définitions supplémentaires spécifiques, comme la septicémie
a début tardif (LLOS) avant 2 mois ou la septicémie néonatale a début tres tardif (VLONS),
définie comme une septicémie débutant 60 jours aprés la naissance. Ces définitions ont
largement contribué au diagnostic et au traitement en identifiant les microorganismes
susceptibles d'étre responsables de la septicémie pendant ces périodes et les résultats
attendus de l'infection. L'age moyen au moment du diagnostic de la septicémie tardive varie
de 14 a 36 jours (Kristof et al., 2009) .

1.2.1.3. Symptébmes

Les signes et les symptbmes de la septicémie néonatale ne sont pas spécifiques. lls
comprennent la fievre ou I'hypothermie, la détresse respiratoire, y compris la cyanose et
I'apnée, les problemes d'alimentation, la Iéthargie ou lirritabilité, I'hnypotonie, les convulsions,
la fontanelle bombée, la mauvaise perfusion, les problémes de saignement, la distension
abdo !'minale, I'hépatomégalie, les selles gaussiennes, lictére inexpliqué (Shah et Padbury,
2014) . Alors que les nouveau-nés a terme ont été décrits comme étant plus susceptibles de
réagir a une infection bactérienne par de la fievre, les nouveau-nés prématurés étaient plus
susceptibles de répondre par une hypothermie, en raison de la difficulté transitoire a
contrbler la température, en particulier au cours des deux premiers jours. (Kristof et al.,
2009) .

1.2.1.4. Diagnostic
Une évaluation diagnostique compléte inclut :

eUne culture sanguine
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ePonction lombaire (si le nourrisson est suffisamment stable sur le plan clinique pour tolérer
la procédure et si elle ne retardera pas l'instauration de I'antibiothérapie) (voir " Ponction

lombaire " ci-dessous).

eNumeération sanguine (NFS) avec différentiel et numération plaquettaire.
eRadiographie thoracique (si des symptémes respiratoires sont présents).
eCultures des aspirations trachéales en cas d'intubation.

eTaux de protéine C-réactive (CRP) et/ou de procalcitonine (PCT) - Ces tests ne sont pas
systématiqguement requis mais peuvent étre utilisés pour déterminer la durée du traitement

s'ils sont suivis en série(Morven S Edwards, 2021).
1.2.1.5. Causes

Les membres de la flore génitale maternelle, tels que le SGB et E. coli, peuvent passer dans
le liquide amniotique par le canal de naissance, soit a travers des membranes amniotiques
intactes, soit, plus fréquemment, aprés rupture des membranes. Une fois que le liquide
amniotigue infecté est aspiré ou avalé par le foetus, les agents pathogénes peuvent traverser
les barrieres muqueuses immatures, entrainant une pneumonie ou une bactériémie, et
peuvent pénétrer la barriere hémato-encéphalique, entrainant une méningite. Les agents
pathogénes inhabituels qui colonisent ou infectent le vagin ou d'autres parties de I'appareil
reproducteur maternel peuvent causer une septicémie néonatale due a Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae, Listeria monocytogenes, Salmonella spp,

Mycoplasma hominis, Candida spp et autres.

La colonisation de la peau ou des muqueuses par des agents pathogenes potentiels peut se
produire par les mains du personnel soignant ou des membres de la famille, par I'eau utilisée
dans les systemes d'humidification des incubateurs ou des ventilateurs, ou par des objets
contaminés tels que les stéthoscopes, qui peuvent transporter des organismes directement
d'un patient a l'autre. Les micro-organismes colonisateurs peuvent pénétrer dans la
circulation sanguine par des lésions de la peau ou des muqueuses ou par translocation
gastro-intestinale, ou étre introduits par des dispositifs invasifs tels que des cathéters

vasculaires, des tubes endotrachéaux ou des tubes d'alimentation.

La transmission hématogeéene transplacentaire de bactéries est une voie rare de SOE et se
produit principalement avec Listeria monocytogenes. Chez les prématurés et les enfants a
terme, le mode de transmission le plus courant des SOE est linfection amniotique
ascendante. Les membres de la flore génitale maternelle, comme les SGB et E. coli,
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organismes responsables de la majorité des cas de SOE, peuvent passer par le canal de
naissance pour atteindre le liquide amniotique, soit a travers des membranes amniotiques

intactes, soit, plus frequemment, apres la rupture des membranes (Kristéf et al., 2009) .
% Les Organismes a Gram positif
Streptococcus agalactiae, streptocoque du groupe B [SGB]

Le tractus gastro-intestinal est le réservoir naturel des SGB et la principale source de
colonisation vaginale. Environ 10 & 40 % des femmes enceintes sont colonisées par des
SGB dans le vagin ou le rectum. Cette colonisation peut étre transitoire, chronique ou
intermittente. Au moins 35 % de leurs nourrissons sont colonisés. La densité de la
colonisation du nourrisson détermine le risque de maladie envahissante, qui est 40 fois plus
élevé en cas de forte colonisation. Les SGB sont une cause majeure de septicémie
néonatale. Le risque de déces des prématurés est plus de trois fois supérieur a celui des
enfants nés a terme. Par rapport aux enfants nés a terme, les prématurés sont beaucoup
plus susceptibles de contracter une maladie invasive a SGB, en particulier le LOS
(septicémie a début tardive) et le VLOS. Tous les principaux types de streptocoques du
groupe B (types la, Ib, I a/c, Il, lll, IV et V) sont capables de coloniser la femme et de
provoquer un EOS (septicémie a début précoce).

Staphylococcus aureus : Le staphylocoque doré est une cause beaucoup moins courante de
septicémie néonatale au cours des dernieres décennies que lors de son incidence maximale.
Cependant, il peut étre un pathogéne nosocomial particulier dans les unités de soins
intensifs néonatals (USIN). La surpopulation, le manque d'espace, le nettoyage insuffisant du
matériel et I'absence initiale d'une attitude correcte a I'égard des techniques scrupuleuses de
lavage des mains semblent contribuer a la propagation du SARM(Staphylococcus aureus

resistant a la méticiline).

Staphylocoques a coagulase négative (CoNS): Les CoNS sont des organismes
commensaux courants, peu pathogénes chez les hdétes immunocompétents, mais les
nouveau-nés prématurés sont particulierement sensibles aux infections invasives. La
détection des CoNS dans les hémocultures des patients fébriles peut étre compliquée. La
principale espéce impliquée dans linfection néonatale est S. epidermidis, qui représente
environ 50 a 80 % de la colonisation du CoNS et 60 a 93 % des infections sanguines du
CoNS.

Enterococcus species: Méme si elles ne représentent qu'une faible proportion des

septicémies néonatales, les especes d'entérocoques méritent une mention spéciale a cause
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de l'incidence croissante des septicémies néonatales a entérocoques (4-15%) avec un taux

de mortalité d'environ 20% dans plusieurs études et de I'émergence de la résistance a la
vancomycine parmi les entérocoques. Enterococcus fecalis et E. faecium sont tous deux
responsables de septicémies chez les nouveau-nés prématurés, E. fecalis représentant plus
de 80 % de ces cas (Kristof et al., 2009).

% Les organismes a Gram négatif

Escherichia coli : Le SOE a E. coli se présente souvent a I'accouchement et se caractérise
par une bactériémie avec ou sans méningite. Le choc septique di a I'endotoxémie peut étre
un signe de présentation. Les nouveau-nés peuvent également étre colonisés par E. coli a la
naissance ou par contact avec des soignants colonisés pendant leur séjour a I'USIN et
développer une infection ultérieurement. Plusieurs études ont montré une augmentation de
l'incidence des septicémies dues a des bactéries a Gram négatif, en particulier E. coli, et

notamment chez les prématurés.

Pseudomonas spp.: L'infection a Pseudomonas est trés rarement acquise par voie
périnatale ; cependant, elle fait partie des organismes gram-négatifs les plus fréquents a

l'origine de septicémies nosocomiales chez les patients de I'USIN.

Haemophilus influenzae : peut étre transmis verticalement de la mére a I'enfant au cours de
I'accouchement et provoque occasionnellement des EOS chez les prématurés. La mortalité a
été signalée jusqu'a 90 %. La septicémie a Haemopilus non typable est de plus en plus

souvent identifiée chez les nouveau-nés, en particulier chez les prématurés.

Bactériémie anaérobie : Le rble des anaérobies (en particulier Bacteroidesfragilis) reste peu
clair, bien que des déceés soient attribués a Bacteroidesbacteremia. Dans les enquétes les
plus récentes, les anaérobies représentaient moins de 5 % des cas de bactériémie

néonatale (Kristof et al., 2009).

1.2.2. Singes cliniques

Les signes cliniques suivants doivent étre pris en compte

*Tout nouveau-né qui va mal, sans raison apparente, est a priori suspect d’infection.
* signes clinigue évoquant l'infection néonatale :

e Fiévre (> 37,8 °C) ou hypothermie (< 35 °C)
* Signes hémodynamiques : teint gris, tachycardie, bradycardie, augmentation du temps de

recoloration capillaire, hypotension artérielle,
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e Signes respiratoires : geignements, tachypnée, dyspnée, pauses respiratoires,

Détresse respiratoire,
¢ Signes neurologiques : fontanelle tendue, somnolence, troubles du tonus, troubles
De conscience, convulsions,

» Signes cutanés : purpura, éruption et ictére (Sab).

1.2.3. Marqueurs biologiques

< Hémoculture

Le diagnostic de certitude repose idéalement sur deux hémocultures positives avec le méme
micro-organisme. En pratique, une seule hémoculture positive accompagnée de signes
cliniques et biologigues (syndrome inflammatoire) est généralement retenue pour le diagnostic
de bactériémie/septicémie nosocomiale chez le nouveau-né. La ponction lombaire n’est pas
systématique. Elle est réalisée, dans un deuxiéme temps, si I'hémoculture est positive, en
fonction du micro-organisme isolé ; elle est rarement faite dans les sepsis a SCoN dont

I’évolution sous traitement est rapidement favorable. (Doit et al., 2015).
% Anomalies de I’'hémogramme

La séquence chronologique classique de la réponse leucocytaire a l'infection est la suivante :
neutropénie, myelémie, polynucléose neutrophile. La neutropénie est un phénomene assez précoce
de durée généralement courte, elle est liée au trapping des polynucléaires neutrophiles sur le lieu
de l'infection. L'apparition de formes jeunes de leucocytes dans la circulation sanguine traduit la
forte stimulation médullaire, elle précede et accompagne I'hyperleucocytose. Ainsi, la constatation
d'une neutropénie ou d'une hyperleucocytose et/ou d'une myélémie sont des marqueurs d'infection

qui ont été étudiés au cours de la période néonatal.

Une thrombopénie inférieure & 100 000/mm?® est, dans ce contexte, évocatrice d'infection

bactérienne
% Protéine C-réactive (CRP)

Cette protéine est actuellement le marqueur biologique le plus largement utilisé pour le diagnostic
de l'infection bactérienne néonatale. C'est une protéine de la phase aigle de l'inflammation, dont la
synthese et la libération hépatique sont déclenchées par linterleukine 6, libérée par les
macrophages. Elle ne traverse pas la barriere placentaire. Sa technique de dosage est facile et
rapide. Elle est normalement non détectable dans le sérum. Sa valeur seuil habituellement retenue

est de 6 mg/L. Sa cinétique est plus rapide que celle du fibrinogene et de I'orosomucoide. Son taux
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sérique s'éleve entre 6 et 12 heures apres le début de l'infection, culmine aprés 24-48 heures puis

décroit rapidement pour se normaliser en 4 et 7 jours.
s Lefibrinogéne

a été le premier marqueur utilisé avec une valeur seuil de 3,5 g/L de hO a h48 et de 4 g/L au-dela.
Sa sensibilité et sa spécificité sont proches de 70 et 80% au cours des premiéres heures de vie,
I'hyperfibrinogénémie dure tant que durent les phénomenes inflammatoires. Son intérét est limité
par la lenteur de sa cinétique qui ne permet pas de l'utiliser comme marqueur précoce de

'inflammation.
< L’orosomucoide

Sa cinétique est superposable a celle du fibrinogene avec, en conséquence, les mémes limites de
fiabilité au stade précoce de linfection. Il aurait, en revanche, un intérét comme marqueur de
guérison de linfection. Ses concentrations normales sont inférieures a 0,24 g/L de jO & j2 et
inférieures a 0,42 g/L ensuite. Certains auteurs proposent un dosage couplé a la CRP ce qui

permettrait de poser le diagnostic dans prés de 90% des cas.

@

« Laprocalcitonine (PCT)

Cette pro-hormone est normalement synthétisée par les cellules C de la thyroide et qui se
transforme en calcitonine dans la circulation sanguine. Chez le nouveau-né, il existe un pic
physiologique survenant vers la 24éme heure de vie, de 4 a 20 pg/L, suivi d'une baisse progressive,
pour atteindre un plateau entre le 2éme et le 5éme jour de vie. En situation infectieuse, on observe
une élévation du taux sérique de cette pro-hormone, dont le réle est inconnu dans les phénomeénes

anti-infectieux
% Les cytokines

Les cytokines sont des molécules qui permettent aux cellules de I'organisme et, en particulier, aux
cellules immunocompétentes de dialoguer entre elles. Lorsquiil se produit une réponse
inflammatoire a l'introduction dans l'organisme d'un antigene, qu'il soit infectieux ou non, il y a
production séquentielle des différentes cytokines. Le macrophage joue un rble central
particulierement important dans ce phénomeéne. Les trois principales cytokines produites par le
macrophage sont : l'interleukine 1 (IL-1), l'interleukine 6 (IL-6) et le tumornecrosis factor (TNF). La
production de ces cytokines est déclenchée soit directement par I'endotoxine bactérienne, soit par
l'intermédiaire d'autres médiateurs, tels que les fractions C3a et Cb5a du complément, le
plateletactivating factor (PAF); [linterféron (IFN), A [linverse, linterleukine 4 (IL-4), les
heatshockprotein (HSP) et les hormones stéroidiennes ont une action négative sur le macrophage,
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ces cytokines intervenant en amont des protéines de l'inflammation et l'infection étant la cause quasi

exclusive d'inflammation chez le nouveau-né(Sab, s. d.).
1.2.4. Traitement des infections chez les prématurés

Le traitement antibiotique empirique néonatal incluait le plus fréquemment I'ampicilline et la
gentamicine. Bien que I'étude ait révélé que ces agents antimicrobiens restaient efficaces dans la
majorité des cas, les chercheurs indiquent qu'une surveillance continue devrait permettre de
contrler la sensibilité aux antibiotigues des agents pathogénes de la septicémie a début

précoce(Mary Bates, 2020)

Le choix du traitement empirique doit étre fondé sur différents facteurs : le moment et le contexte de
la maladie, les microorganismes les plus fréquemment rencontrés, les profils de sensibilité des
agents pathogénes et les facteurs de risque. Fréquemment rencontrés, les profils de sensibilité de
ces organismes, le lieu de linfection suspectée et la sécurité de l'antibiotique. L’innocuité de
I'antibiotique. Le traitement empirique initial des infections précoces devrait consister en
administration  d'ampiciline et d'un aminoglycoside par voie intraveineuse ou

intramusculaire(Mehmet Satar, s.d.)
1.3 Les rapports cellulaires :

Les rapport (NLR) (LMR) (NPR), ce sont des biomarqueurs inflammatoires qui peuvent étre
utilisés comme indicateurs de l'inflammation systémique ; ils s’agitent d'une mesure simple
qui n'ajoute pas de colt aux tests de laboratoire de I'hémogramme complet, qui sont
couramment effectués dans les hépitaux. Le NLR a été testé comme guide pour le pronostic
de différentes maladies, telles que la septicémie, et les patients ont été divisés en survivants

et non survivants(Martins1, 2019)
1.3.1 Le rapport Neutrophiles/Lymphocytes (NLR)

Le NLR, en divisant le nombre absolu des neutrophiles sur le nombre des lymphocytes de la
formule sanguine compléte, peut étre utilisé comme marqueur alternatif de la septicémie
néonatale, en particulier dans les pays en développement. C'est un examen facile et
relativement peu colteux.Une meilleure détection de la septicémie néonatale prouvée peut
étre obtenue en utilisant le NLR lorsqu'il est combiné avec la CRP(Khadijah Rizky Sumitro,
s.d.).

1.3.2 Lerapport Lymphocytes/Monocytes LMR
Le LMR a été calculé en divisant le nombre absolu de lymphocytes par le nombre absolu de

monocytes. Le LMR, en tant que nouveau biomarqueur inflammatoire, refléte I'équilibre entre
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un pronostic favorable impliquant des lymphocytes et un pronostic défavorable impliquant

des monocytes. La détection précoce de niveaux anormaux de LMR peut étre utile pour

prédire le développement de la ROP chez les nouveau-nés prématurés(Yu-Xiang Hu, s.d.) .
1.3.3 Le rapport Neutrophiles / Plaquettes

Calculé en divisant le nombre absolu de Neutrophiles par Nombre de plaquettes par unité de

volume. De la formule sanguine compléte.
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Problématique et Objectifs :

La septicémie néonatale est une préoccupation permanente lors de la prise en charge des nouveau-
nés, notamment prématurés. Le manque de signes cliniques spécifiques et de marqueurs
inflammatoires fiables, disponibles et accessibles est une source de prescription excessive
d’antibiotiques qui a son tour constitue un des facteurs d’émergence de résistance bactérienne aux

antibiotiques.
Objectif

Comparer les ratios neutrophiles / lymphocytes, lymphocytes / monocytes et neutrophiles /

plaguettes chez des prématurés présentant une infection et des prématurés non infectés.
But :

Montrer que le calcul simple de ratios a partir de la numérotation sanguine est un marqueur

potentiel de I'infection chez le prématuré.
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Chapitre 2

Partie expérimentale

1.1 Conception de I'étude

Notre étude réalisée au niveau de service pédiatrie (Néonatale) dans lequel nous avons
prélevé des échantillons et laboratoire de recherche BIOMOLIB de l'université abou bekr
belkaid Tlemcen ou nous avons préparé les échantillons.

L’étude se concentre sur les nouveau-nés prématurés mais infecté par la septicémie.
Deux populations sont choisies et incluses dans ce travalil :

e Des nouveau-nés prématurés témoins qui ne sont pas infecté par la septicémie en
bonne santé.

e Des nouveau-nés prématurés infecté par la septicémie.

2.1. Matériel et méthodes
2.1.1. Prélévements sanguins et préparation des échantillons

Les échantillons sanguins ont été prélevés par infirmiére de service pédiatrie dans le méme
jour de la naissance de bébé au niveau de veine jugulaire et mis dans des tubes contenant
'EDTA. Le sang des tubes EDTA est utilisé pour le comptage de la formule numérique

sanguin.

Figure 06 : les prélévements dans la veine jugulaire.
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2.1.2. Laformule numérique sanguins NFS

En pratique, cet examen est réalisé sur sang veineux (chez l'adulte) ou capillaire (chez le
petit enfant) prélevé sur anticoagulant sec (EDTA). Lors du prélevement, le tube doit étre
agité pour éviter la formation de micro-caillots. De plus, pour avoir une analyse cytologique
correcte et une numération plaquettaire exacte, I'examen doit étre réalisé rapidement (<2h)
aprées le prélevement. La numération et la formule sanguine sont maintenant réalisées sur
des automates de facon suffisamment fiable. Cependant, ces appareils ne détectent pas les
cellules dont la présence dans le Sang est anormale (cellules malignes par exemple). En
conséquence, en cas d’anomalie quantitative ou qualitative détectée par I'automate, une
étude morphologique du frottis de sang est Indispensable. Elle est réalisée par étalement
d'une goutte de sang sur une lame de verre et coloration au May-Grunwald-Giemsa.

L’analyse microscopique permet au biologiste :
- d’étudier la morphologie des globules rouges, des leucocytes, des plaquettes,

- d'établir une formule leucocytaire avec détection d’éventuelles cellules anormales non
identifiées par I'automate (blastes, myélémie, cellules lymphomatoses),

- d’apprécier la présence déventuels agrégats plaquettaires permettant de détecter une
fausse thrombopénie .(LAPOVSO, s.d.)

Figure 7 : I'appareil de FNS

2.1.3. Reéalisation de frottis sanguin (FS)
e Immédiatement apres le prélevement sanguin, déposer une goutte de sang a

I'extrémité de la lame porte-objet (prés du bord maté).
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e Placer devant la goutte une deuxieme lame et former un angle de 30 a 45° avec la

premiére lame.

e Reculer cette deuxiéme lame inclinée, jusqu’au contact de la goutte de sang pour la

faire s’étendre, par capillarité, sur toute la largeur de la lame inclinée.

e Déplacer cette deuxieme lame, d’'un mouvement rapide vers l'avant, en glissant sur

la premiére lame.

e Le frottis obtenu :

v

v
v
v

Ne doit étre ni trop épais, ni trop mince
Ne doit atteindre ni les bords, ni les extrémités de la lame.
Ne doit pas présenter de trous, ni de stries

Doit étre aussi régulier que possible(Lilia, 2015)

Figure 08: Frottis sanguin

préparé

2.1.3.1La coloration MGG

‘0

% Coloration manuelle

La coloration de MGG est une méthode de coloration utilisée en hématologie pour

différencier et compter les différentes populations de cellules sanguines dans des

préparations cellulaires (cytologie).

May-Grunwald Giemsa est réalisée classiquement sur :

o Des frottis sanguins

o Des myélogrammes(probio, 2018)
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La coloration s’effectue par immersion la lame préparée dans les boites de coloration, le

passage de la lame d’'une boite a I'autre s’effectue par un temps précisé.

1. May-Grunwald pur.........cccceeerriinneenne 2 min
2. Giemsadilué au 1/10 .........ccceeeenennnnn. 5 min
3. Giemsadilué au 1/10 ..........cccvvveennenn. 5 min
4. Giemsa dilué au 1/10 ..........coevveeenneee. 5 min
5. Eautamponnée PH 7 ...........ccccuvveeeeenn. 2 min
6. Eautamponnée PH7 ...........ccccvveeee.. 3 min

Figure 9: les boites de coloration MGG.

2.1.4. Récupération des images microscopiques

Aprés la coloration MGG nous sécherons les lames, il faut attendre au moins 5 minutes
avant de pouvoir lire les frottis .la lame est observée sous microscope optique a
grossissement x40.

Figure 10 : microscope optique (Grossissement x40)
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Aprés I'observation microscopique, nous avons remarqué qu'’il y avait déférent types des
cellules parmi ces cellules nous n’avons besoin que (Neutrophiles, Lymphocytes,

Monocytes) pour calculer les rapports.

Figure 11 : observation d'un lymphocyte par microscope optique

Fifure 12 : observation d’un neutrophile par microscope optique
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Figure 13 : observation d’'un monocyte par microscope optique(F.Valensi, s.d.)
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Chapitre 3

Résultats

Rapport des cellules dans la septicémie chez le nouveau-né prématuré :

e Au cours de la lecture des lames nous avons arrétés jusqu'a 100 cellules dans

chaque lame.

¢ Nous avons calculé les neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes séparément,

et les plaquettes a partir de FNS. Nous avons trouvé :

Tableau 1 : les résultats de numérotation des cellules séparément.

Les cellules Témoin 1 | Témoin 2 | Témoin 3 | Patient 1 | Patient2 | Patient 3
Lymphocytes | 47 68 66 62 76 68
Neutrophiles | 52 29 30 23 21 27
Monocytes 1 3 4 16 3 5
Plaquettes 427 102 362 106 117 298

e Nous avons utilisé les résultats de numérotation dans les calculs des rapports

Les rapports de Témoins 1 (Abed xx) :
o Rapport Neutrophiles /Lymphocytes :

N 52 1.06
L 47
o Rapport Lymphocytes / Monocyte
L _ 47 — 47
M 1
O Rapport Neutrophiles / Plaquettes
N_ 52 =0.121
p 427
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Tableau 2 : les résultats des rapports.

Lesrapports | T1 T2 T3 P1 P2 P3
NLR 1.106 | 0.426 0.45 0.370 0.27 0.397
LMR 47 22.67 16.5 3.875 25.34 13.6
NPR 0.121 |0.28 0.08 0.218 0.179 0.90

e Enfin, on a inséré les résultats de chaque rapport dans I'Excel pour calculer la

moyenne et nous donner des graphes.

Neutophiles/Lymphocytes
0,7
0,6
0,5
0,4

M Patients
03 W Témoins
0,2

0,1

Patients Témoins

Figure 14 : Le rapport Neutrophiles / Lymphocytes chez les témoins et les patients

Chaque valeur représente la moyenne, on compare les moyennes entre les nouveau-nés
prématuré infectés par la septicémie et les nouveaux nés prématuré qui ne sont pas infecté,
on observe une différence dans le taux du NLR ; chez les patients est 0.35, chez les
témoins0.65, donc le taux de rapport des témoins est plus élevé que les patients. Ce graphe

est réalisé par I'Excel.
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Figure 15 : Rapport Lymphocyte / Monocytes chez les patients et les témoins.

Chaque valeur représente la moyenne, on compare les moyennes entre les nouveau-nés
prématuré infectés par la septicémie et les nouveaux nés prématuré qui ne sont pas infecté,
on observe une différence dans le taux du LMR ; chez les patients est 14, chez les témoins
29, nous concluons que le taux de rapport chez les témoins est presque le double de
patients

Neutrophiles/Plaquettes
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Patient Témoins

0,0001595
0,000159
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0,0001565
0,000156
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0,0001545

Figure 16 : Le rapport Neutrophiles/ Plaquettes chez les patients et les malades.

Chaque valeur représente la moyenne, on compare les moyennes entre les nouveau-nés

prématuré infectés par la septicémie et les nouveaux nés prématuré qui ne sont pas infecté,
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on observe une différence dans le taux du NPR ; chez les patients est 0.000159, chez les
témoins 0.000156, nous concluons gue le taux de rapport chez les patients est plus élevé

par rapport aux témoins.
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Chapitre 4

Discussion

Nous avons commencé notre étude depuis mai, on a d'abord commencé a travailler au
niveau du service pédiatrie de I'hépital « CHU » Tlemcen, on avait prélevé des échantillons
mais nous avons un défi et des problémes et manque d’échantillons parce que les nouveaux
nés prématuré surtout qui sont infecté par la septicémie été tres fragile, on avait aussi des
problémes de coagulations du sang chez les patients avec des micro-caillots . Nous avons
réalisé notre pratique au niveau du laboratoires de recherche, on a préparée et colorée les
frottis puis on avait les observer sous un microscope optique et ont avait numéroter les
cellules Neutrophiles, Lymphocytes, Monocytes, et les plaquettes a partir du NFS, on avait
remarqué il Ya une diminution dans les leucocytes chez les patients a cause de La
septicémie qui se produit lors de la propagation dans le sang d'une infection, initialement

localisée quelque part dans I'organisme.

Comme il est mentionner dans ce article du journal « SEPSIS » qui ecrit par (Guyomar) que
les vaisseaux sanguins commencent alors a fuir . Aprés ont avait calculé les NLR, LMR,
NPR et inséré les résultats des rapports dans I'logiciel d’'Excel et nous avons obtenus des
graphes ; ces graphes nous a permis de connaitre les NLR, LMR chez les témoins est plus
élevé par rapport aux patients et dans les NPR le taux du patient trés élevé. Contrairement
au résultat déja trouvée nos résultats indiquent que les patients atteint de la septicémie ont
des valeurs diminuées de NLR, LMR et augment de NPR par rapport aux témoins , nous

concluons que ces biomarqueurs ne sont pas fiables.
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Chapitre 5

Conclusion

D'apres ce que nous avons trouveé dans les résultat des trois ratios NLR , LMR , NPR nous
avons constater qu’ ils sont exprimés de maniére différente chez les prématurés infectés par
rapport a ceux non infectés . La faible taille de I'échantillon ne permet pas d’extrapoler ces

résultats pour des populations plus importantes.
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