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Figure 19 : Concentrations sériques d’IgG chez les 54 chiots témoins en fonction de leur format racial
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Figure 20 : Rapport Alb/Gb chez les 56 chiots témoins en fonction de leur 4ge (en bleu-J2 ; en
ornage-J7 ; en gris-J14 ; en jeune-J21) (* p<0,05 pour J7 VS J21) .. eeuuroeeiee et et eee e veeveeenn . 04

Figure 21 : Rapport Alb/Gb chez les 56 chiots témoins en fonction de leur format racial (S, M et L).
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Figure 22 : Rapport Alb/Gb chez les 56 chiots témoins en fonction de leur sexe (F pour Femelle et M.
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Figure 23 : Concentration sérigue de la procalcitonine en fonction de [’dge et du statut de santé des
chiots (témoins en vert (n=56 a J2,J7,J14 et J21) ; décédés en rouge(n=42 a J2, n=13aJ7etn=3 a
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Figure 24 : Concentration sérigue de la CRP en fonction de l’dge et du statut de santé des chiots
(témoins en vert (n=56 a J2,J7,J14 et J21) ; décédés en rouge(n=38 a J2, n=12 aJ7 et n=3 a J14,
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Figure 25 : Concentration sérigue des protéines totales en fonction de l’dge et du statut de santé des
chiots (témoins en vert (n=56 a J2,J7,J14 et J21) ; décédés en rouge (n=38aJ2, n=12aJ7,n=3 a
J14 et Nn=0 a2 J21; N=100 ; ** P<0,00) Loe ittt et it et e e et et ee eee et et e ee eeeeee vee nnaaeaeeaeeeee 7D

Figure 26 : Concentration sérigue d’albumine en fonction de l’dge et du statut de santé des chiots
(témoins en vert (n=56 a J2,J7,J14 et J21) ; décédés en rouge (n=36 a J2, n=15 a J7, n=3 a J14 et
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Fiqure 27 : Rapport Albumine/Globulines en fonction de 1’dge et du statut de santé des chiots
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INTRODUCTION

La mortalité périnatale dans 1’espéces canine se definit comme I’ensemble des déces
survenus avant la mise-bas (mortalité feetale) ou pendant la mise-bas (mortinatalité), mais
également des pertes néonatales précoce de 0 a 7 jours post-partum, et tardive de 7 a 21 voire
28 jours selon les auteurs (mortalité néonatale) (Nielen 1998; Gill 2001; Tgnnessen et al. 2012).
Le taux moyen de la mortalité périnatale chez le chien est de 20%, avec environ la moitié de
déces observés pendant la période néonatale.

La mortalité néonatale est un probléme majeur mondiale qui touche la majorité les
especes. Les taux de mortalité néonatale varie entre 8,2% chez 1’espéce féline (Fournier et al.
2017) et 5,7% chez I’espece bovine (Raboisson et al. 2013). Chez I’homme, le taux de mortalité
néonatale a fortement diminué ces derniéres années. En 2003 il était de 3,6% (Yu 2003), et de
1,75% en 2019 (World Bank). Ces taux de mortalité néonatale sont éleves car les nouveau-nés
sont plus sensibles que les adultes aux nombreuses adaptations qu’ils subissent dés la mise-bas,
comme la régulation de la tempeérature corporelle, la régulation de la glycémie ou encore la
défense contre des nombreux micro-organismes (Ki et al. 2016).

Chez I’espéce canine, la mortalit¢ néonatale représente entre 9 et 34% des pertes
(Meloni, Martino, Grieco 2014), ce qui en fait I’une des especes domestiques la plus impactée
par la mortalité néonatale. Parmi les causes de mortalité néonatale chez cette espéce, la
deuxiéme cause la plus souvent retrouvée est, juste apres les dystocies, I’infection bactérienne
(Munnich 2008). C’est cette infection bactérienne, au depart localisée, qui peut se développer
et induire, a travers une réponse immunitaire disproportionnée, un sepsis conduisant au déces
(Wynn, Wong 2017).

Malheureusement, aujourd’hui le diagnostic de ces infections bactériennes se fait de
maniére tardive, souvent post-mortem en raison de la difficulté a détecter les signes cliniques
qui sont non spécifiques, voire absents chez les chiots nouveau-nés (Munnich, Kiichenmeister
2014)

Les tests de confirmation disponibles pour les infections bactériennes sont peu
performants et peuvent prendre un certain temps comme la culture bactérienne, impliquant un
retard dans la prise en charge de I’infection et donc une diminution de I’efficacité du traitement
et du taux de survie (Al Jalbout et al. 2019). Chez I’espéce canine, des biomarqueurs, tels que
la procalcitonine, ont été étudié chez des adultes (Floras et al. 2014) mais trés peu d’études ont
été réalisées chez les nouveau-nés et a I’heure actuelle aucun biomarqueur n’a été identifié pour

confirmer un diagnostic d’un infection bactérienne (Kim, Choi 2020).
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L’objectif de cette theése est donc d’évaluer différents biomarqueurs potentiels utilisés
en médecine pédiatrique humaine pour la détection précoce des infections bactériennes durant

la période néonatale chez le chien.

15



16



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

l. Mortalité néonatale et causes

1. Mortalité néonatale

La période néonatale est définie comme la période de vie entre 0 et 21 jours (Indrebg,
Trangerud, Moe 2007). Elle comprend deux périodes : la période néonatale précoce de 0 a 7
jours et la période néonatale tardive de 7 a 21 jours (T@nnessen et al. 2012). Parmi tous les cas
de déceés avant la vente du chiot, le taux de mortalité néonatale varie de 36,2 % (Indrebg,
Trangerud, Moe 2007) a 65,3 % (Gill, 2001). Sur les trois semaines incluses dans la période
néonatale, la premiére semaine semble étre celle ou le taux de mortalité est le plus élevé : entre
29,9 % (Indrebg, Trangerud, Moe 2007) et 57 % (Gill, 2001) selon les études contre 6,3 %
(Indrebg, Trangerud, Moe 2007) et 29,3% pour les deux semaines suivantes (Belin 2013)
(Tableau 1). Cela peut notamment étre expliqué par deux phénomeénes : 1’adaptation a la vie
extra-utérine et la prise colostrale. Cette derniére permet notamment le transfert des anticorps
circulants de la mere au chiot, pour une durée variant de 3 a 12 semaines, pour ensuite acquerir
son immunité propre. Le colostrum permet également de fournir aux nouveau-nés des

nutriments, des hormones, et différents facteurs de croissance (Chappuis 1998).

Références % de mortalité
Mort- e DEETR SR Mortalité Totale
nés semaine semaine semaine
Par rapport aux chiots décédés Par rapport aux
chiots nés
Potkay, Bacher 36,1 48,9 15 17,4
1977
Blunden et al. 8,3 29,3 . 37,7
1986
(Nielen 1998) 31,3 42,4 14,9 11,3 18,2
Gill 2001 34,7 57 8,3 20,2
Indrebg etal. 63,8 29,9 6,3 . 17,1
2007
Lawleretal. 29,9 66,5 .
2008
Teonnessenetal. 53,9 46,1 . 8
2012
Milaetal. 2012 35,1 46,5 18,4 23,2
Belin 2013 43,7 27,1 29,2 22,9

Tableau 1 : Pourcentages de mortalité canine rapportés dans la littérature
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2. Causes de mortalité néonatales

Les chiots nouveau-nés sont particulierement vulnérables. Quatre facteurs principaux
ont été identifiés: la mauvaise thermorégulation, le risque de déshydratation, le risque
d’hypoglycémie et I'immaturité du systéme immunitaire. Ce sont donc des individus totalement
immatures et encore dépendants de leur mere (Indrebg, Trangerud, Moe 2007; Minnich 2008;
Muinnich, Kiichenmeister 2014; Ki et al. 2016).

Les causes de la mortalité intrinseque sont diverses. On retrouve classiquement les
infections bactériennes néonatales dont les principales bactéries sont Streptococcus,
Escherichia coli et Staphylococcus (Minnich, Kichenmeister 2014) ou le syndrome du chiot
qui s’estompe (« fading puppy syndrome ») (Blunden 1983). On retrouve également les
infections virales, telles que 1’hépatite infectieuse canine, 1’herpésvirus canin et le parvovirus
canin (Hoskins, 2001) et parasitaires a Toxocara canis, Ancylostoma caninum, Toxoplasma
gondii (Ki et al. 2016). Enfin il est possible de citer les immunodéficiences primaires (Ki et
al. 2016), I’insuffisance pondérale, la prématurité (Grundy 2006; Indrebg, Trangerud, Moe
2007) et les anomalies congénitales diverses (Hoskins, 2001).

Ajoutés a ces causes intrinseques de mortalité néonatales, il a été également mis en
évidence des facteurs de mortalité liés a la mere tels que les infections maternelles avec le
parvovirus canin, 1’herpésvirus canin, Brucella sp., Toxoplasma gondi et surtout bactériennes
a Escherichia coli ou Salmonella (Ki et al. 2016). Le comportement maternel (léchage excessif,
cannibalisme, mauvaise maternisation) (Hoskins, 2001), la dystocie et I’anorexic sont
également des facteurs importants de mort précoce chez le chien (Lawler 2008).

Enfin, les facteurs environnementaux jouent un role important dans la mortalité
néonatale. Les variations de température soudaines coincident avec une hausse de la mortalité
néonatale, notamment en automne ou une journée chaude peut-étre suivie d’une nuit froide (Ki
et al. 2016) (Figure 1).
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CAUSES DE MORTALITE NEONATALES

Falble poids nalssance  Autres

Comparternent maternel

Malformation

congénitales

Dystocie

Fading puppy syndrome

Infections

Figure 1 : Principales causes de mortalité néonatales chez l’espéce canine (Blunden
1983; Nielen 1998; Gill 2001; Hoskins 2001; Lawler 2008; Tgnnessen et al. 2012; Miinnich,
Kichenmeister 2014)

Les maladies infectieuses bactériennes ont été identifiees comme la principale cause de
mortalité néonatale chez le chien, juste aprés les dystocies (Nielen 1998; Gill 2001). Les voies
d’infections possibles sont multiples : avant, pendant ou aprés la mise-bas, par voie orale,
ombilicale, respiratoire, transplacentaire ou environnementale (Meloni, Martino, Grieco 2014).
Ces infections peuvent donner lieu a des sepsis dont 1’évolution peut étre aigiie ou subaigue et
entrainer la mort des chiots. Les symptomes étant peu spécifiques et 1’évolution extrémement
rapide, la prise en charge médicale est assez compliquée et souvent vaine. Dans I’étude de
Meloni et al, les auteurs ont montré que 52,9% des chiots sont morts a cause d’une infection
bactérienne. De plus, une utilisation déraisonnée des antibiotiques par les éleveurs afin de
diminuer le taux de mortalité néonatale serait a ’origine d’une colonisation et d’une sélection

bactérienne, pouvant méme induire un sepsis chez les chiots (Milani et al. 2012).
Le sepsis ou une infection grave au cours des quatre premieres semaines de vie est la cause de

mortalité pour plus d'un million de nouveau-nés dans le monde chaque année (Wynn, Wong

2017) ce qui en fait un enjeu majeur en néonatalogie humaine comme canine.
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Il. Définition et physiopathologie du sepsis

1. Définition du sepsis

La Société Européenne de Soins Intensifs (ESICM — European Society of Intensive Care
Medicine) ainsi que la Société des Soins Intensifs (SCCM — Society of Critical Care Medecine)
ont, lors d’un troisiéme consensus international en 2016, redéfini le sepsis et le choc septique.
Le sepsis est alors depuis défini comme un syndrome d’anomalies physiologiques,
pathologiques et biochimiques, induit par une infection (Singer et al. 2016).

En d’autres termes, le sepsis correspond donc au dysfonctionnement d’un ou plusieurs
organes, engageant le pronostic vital du patient, causé par une réponse inadéquate de
I’organisme a une infection. La notion d’infection seule n’est pas suffisante pour définir un
sepsis, mais doit étre corrélé a la clinique du patient. Pour cela, le score SOFA (Sequential
Organ Failure Assessment), ou gSOFA (quick Sequential Organ Failure Assessment) est
calcule a partir de différents parametres mesures tels que la pression partielle en dioxygéne, la
tension artérielle, les taux de plaquettes, de bilirubine et de créatinine ainsi que le score de
Glasgow (Tableau 2). Il est important de noter que cette nouvelle définition du sepsis a été
élaborée pour un étre humain adulte. Le sepsis est une veritable urgence médicale et est 1'une
des causes d’hospitalisation en soins intensifs les plus fréquentes actuellement, bien que le taux
de mortalité continue de diminuer chaque année dans les pays ayant un revenu éleve. En
revanche, dans les pays a moindre revenu, il reste I'une des causes principales de mortalité

(Singer et al. 2016; Kim, Choi 2020).

Score SOFA
0 1 2 3 4

Pa02/FiO2 =400 <400 <300 <200 <100

Plaquettes 10%/mm? =150 <150 <100 <50 =20

Bilirubine mg/dL <12 1,2-1,9 2-5,9 6-11,9 »12
D ine < § Dopamine > 5 ou Daopamine > 15 ou
Hypotension PAM =7 0mmHg FPAM < 70mmtg Opamine = 5 ol adrénaline < 0,1 ou adrénaline = 0,1 ou
dobutamine (foute dose) noradrénaline < 00,1 noradrénaline = 0,1

Score de Glasgow 15 13- 14 10-142 6-9 <6

Créatinine mg/dL. <12 12-19 20-34 35-49 =50

Ou diurése mL/j <500 <200

Tableau 2 : Calcul du score SOFA (Sequential Organ Failure Assessment)(Singer et al. 2016)

Concernant le sepsis néonatal, il n’y a pas de consensus établi sur sa définition. Le sepsis

bactérien est défini par Nizet et Klein comme un syndrome caractérisé par des signes
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d’infections systémique et d’une bactériémie (Nizet, Klein 2011). Il est défini par Sharma et al.
comme « la présence de bactéries dans les liquides organiques stériles, a savoir le sang,
['urine, le liquide céphalo-rachidien, péritonéal et pleural » (Sharma et al. 2018). Il est
néanmoins classé en deux catégories en fonction de ’age d’apparition. On retrouve donc le
sepsis d’apparition précoce, entre 0 et 3 jours de vie, et le sepsis d’apparition tardive, apres 4
jours de vie (Nizet, Klein 2011; Sharma et al. 2018; Gollehon 2019). Il est admis que le sepsis
précoce se développerait a partir d’une infection d’origine maternelle par transmission verticale
tandis que le sepsis tardif serait d’origine environnementale donc par transmission horizontale
(Sharma et al. 2018; Gollehon 2019).

La nouvelle définition du sepsis d’aprés Singer et al, 2016 montre cependant quelques
limites. Tout d’abord, I'utilisation en médecine humaine du score gSOFA pour la détection du
sepsis de maniére précoce semble avoir une sensibilité assez faible (Williams et al. 2017). Elle
est de plus difficilement applicable pour le sepsis néonatal, puisque les réponses immunitaires
sont différentes et les manifestations cliniques sont peu spécifiques et variées (Wynn, Wong
2017).

En médecine vétérinaire aucun consensus concernant la définition de sepsis n’a été
établi ni pour le chien adulte ni pour le nouveau-né. Le terme sepsis fait référence la réponse
inflammatoire systémique a une infection. Son diagnostic nécessite la découverte d’une
infection associée a la présence d’un syndrome de réponse inflammatoire systémique validé par

la présence d’au moins deux des quatre criteéres suivant chez 1’espéce canine (Tableau 3).

CRITERES
TEMPERATURE >39,2°C ou <38,1°C
RYTHME CARDIAQUE > 120 battements par minute
FREQUENCE RESPIRATOIRE > 20 mouvements par minute

LEUCOCYTES
% DE BAND CELLS

>16 000 celluless/mm?® ou < 6 000 cellules/mm3
> 3%
Tableau 3 : Critéres du SIRS chez le chien (Hauptman, Walshaw, Olivier 1997)
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2. Etiologie

Pour mieux comprendre le phénoméne du sepsis chez le chiot nouveau-né, des éléments
d’étiologie et de physiopathologie du sepsis seront présentés dans les parties suivantes. En
absence des informations propres a I’espéces canine dans la littérature, des références

bibliographiques de la médecine humaines ont éte presentées par la suite.

a. Bactéries responsables

En médecine humaine, les agents infectieux les plus souvent retrouvés lors d’infections
et sepsis néonataux sont des bactéries. Parmi ces bactéries, on peut citer les streptocoques du
groupe B pour les sepsis précoces, les staphyloques a coagulase négatives comme
Staphylococcus epidermidis et Escherichia coli pour les sepsis tardifs (B. J. Stoll et al. 2002;
Stoll et al. 2005; Nizet, Klein 2011; Gollehon 2019). Mais I’on retrouve également de
nombreuses autres bactéries telles que Listeria monocytogenes, Chlamydia pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella spp et
bien d’autres (Stoll et al. 2005; Bizzarro et al. 2005; Nizet, Klein 2011).

Outre ces bactéries, chez le nouveau-né, il est également possible de retrouver d’autres
pathogenes responsables d’infections tels que les adénovirus, les entérovirus, les levures et
champignons, les agents d’infection sexuellement transmissibles (Verboon-Maciolek et al.
2005; Gollehon 2019).

D’aprés une étude de Hornik et al., lors d’un sepsis précoce, 34% des agents infectieux
responsables du sepsis étaient des bactéries a gram-positif et 58% des agents infectieux étaient
des bactéries a gram-négatif. En revanche lors d’un sepsis tardif, 61% des agents pathogénes
était des bactéries a gram-positif et 26% a gram-néegatif (Hornik et al. 2012).

Les bactéries a gram-positif les plus souvent retrouvées sont Streptococcus du groupe B,
Staphylococcus aureus, Enterococcus sp, tandis que les bactéries a gram-négatif les plus

souvent observées sont Escherichia coli, Pseudomonas spp, Enterobater spp (Stoll et al. 2011)

b. Facteurs de risques extrinseques

En médecine humaine, le premier facteur de risque extrinséque est I’infection
maternelle, notamment aux streptocoques du groupe B (Benitz, Gould, Druzin 1999) transmise
possiblement par voie hématogéne en période péri-partum, ou en période post-partum

immédiat, mais aussi une chorioamnionite ou une rupture prolongée des membranes
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maternelles (Ng 2004 ; Wynn, Wong 2017 ; Kim, Choi 2020). Le temps entre la mise-bas et la
rupture des membranes représente également un facteur de risque (Barbara J. Stoll et al. 2002).

Une contamination par I’environnement est également possible tout au long de la
période post-partum. Les actes médicaux traumatisant les barriéres physiques du nouveau-né
sont également a prendre en compte. Parmi ces actes, on peut citer la pose de cathéters centraux,
la pose de sonde endotrachéale, 1’assistance respiratoire et la ventilation mécanique prolongée,
a mettre en lien avec les nouveau-nés prématurés présentant des facteurs de risque intrinséques
plus importants (B. J. Stoll et al. 2002; Klinger et al. 2009; Sharma et al. 2018).

c. Facteurs de risque intrinseques

Les facteurs de risques intrinséques sont en médecine humaine la prématurite, un faible
poids de naissance, le sexe masculin (Nizet, Klein 2011).
Quatre grands facteurs déterminent I’issue d’une infection : 1’agent pathogene lui-méme, la
charge en pathogéne, le site d’infection et la réponse de I’hdte a cette infection. La réponse de
I’hdte dépend de son systeme de défense que sont les barrieres physicochimiques, I’'immunité

cellulaire et I’'immunité humorale (Wynn, Wong 2017; Gollehon 2019).

i. Barrieres

La peau et les muqueuses constituent les premiéres défenses physiques de 1’hote contre
les agents pathogénes. Mais la barriere physique est insuffisante, et une défense immunitaire
efficace est indispensable pour éviter le développement de toute infection (Wynn, Wong 2017).

La peau est constituée de différentes couches. La premiére étant la couche cornée et
permettant de prévenir I’invasion par des agents pathogénes mais également de maintenir une
température corporelle et une hydratation correcte (Rutter 2000). Chez le nouveau-né, cette
couche est incompléte et immature, particulierement chez les nouveau-nés prématurés (Kalia
et al. 1998). La peau est ensuite rapidement colonisée par de nombreux micro-organismes qui
feront partie de la flore commensale cutané. Toute rupture cutanée augmente la probabilité de
développement d’une infection (Wynn, Wong 2017).

Les muqueuses, notamment respiratoires, peuvent également étre une source d’infection
et de colonisation bactérienne lorsqu’il y a une altération du mucus, un déficit en surfactant
mais ¢également lors de manceuvres médicales telles que la ventilation mécanique OuU

I’intubation (Barbara J. Stoll et al. 2002; Klinger et al. 2009).
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Les barriéres physico-chimiques sont donc moins fonctionnelles chez le nouveau-né, les
défenses ne sont pas totalement matures, I’infection par divers agents pathogene est donc plus

aisée augmentant ainsi le risque de développement d’un sepsis.

il. Immunité cellulaire

Les neutrophiles sont des cellules essentielles pour juguler I’infection bactérienne. Les
cellules endothéliales produisent les cytokines et chimiokines qui permettent le recrutement des
neutrophiles au lieu d’infection. Les neutrophiles des nouveau-nés sont moins performants que
ceux des adultes au niveau de leur marginalisation et diapédése dd a une plus faible capacité de
déformation, et leur phagocytose est moins efficace (Koenig, Yoder 2004; Mard6di 2006). De
plus, la chimiotaxie cellulaire chez les nouveau-né est moins performante que chez I’adulte,
permettant le développement plus aisé d’un sepsis (Sullivan et al. 2002).

Les nouveau-nés présentent également des déficiences concernant les autres cellules
impliquéees dans la réponse immunitaire telles que les cellules T, les cellules NK et monocytes
qui peuvent étre moins nombreuses ou immatures donc moins fonctionnelles que chez des
adultes (Wynn, Wong 2017).

iii. Immunité humorale

Les immunoglobulines G sont acquises par voie transplacentaire en fin de gestation,
impliguant que pour les nouveau-nés prématurés, ayant eu une gestation de plus courte durée,
le transfert est incomplet et ceux-ci possédent moins d’immunoglobulines G que les non-
prématurés et présentent donc un risque plus important de développer un infection (Malek,
Sager, Schneider 1994). Les immunoglobulines M, E et également G peuvent étre synthétisés
in-utero mais en faible quantité. Les immunoglobulines A quant a elles peuvent étre transmises
par I’allaitement (Gollehon 2019).

Les protéines du complément, qui jouent un rdle dans I’opsonisation et la phagocytose,
sont produites deés la sixieme semaine de gestation mais la maturité totale n’est atteinte qu’a
partir de six a dix mois de vie. Cela implique que chez les nouveau-nés, I’opsonisation est

réduite, augmentant ainsi le risque d’infection (Gollehon 2019; Wynn, Wong 2017).

3. Pathophysiologie

a. Voie de contamination
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Le feetus est protégé in-utero par différentes barrieres : le chorion, I’amnios et le
placenta. La plupart des infections ont lieu en période post-partum, apres la rupture de ces
membranes, bien que certains pathogenes puissent les traverser in-utero (Wynn, Wong 2017).

Une fois les micro-organismes dans le systéeme vasculaire, ceux-ci peuvent se
développer a partir de n’importe quel foyer. Des mécanismes immunitaires innées et adaptatifs
sont alors activés pour éliminer le pathogéne par différentes voies tels que les systéeme cellulaire

monocytes et macrophages, 1’opsonisation, le complément, etc. (Gollehon, 2019).

b. Activation de la réponse immune au niveau vasculaire

La propagation de 1’agent pathogene par le sang va entrainer une activation des cellules
endothéliales et induire I’augmentation de I’expression des récepteurs pro-inflammatoires a leur
surface permettant ’adhésion des cellules a la paroi endothéliale, un recrutement des
leucocytes, et l’activation de la coagulation. Les cellules endothéliales ainsi que les
macrophages environnants vont également produire des chimiokines permettant le recrutement

des cellules leucocytaires (Wynn, Wong, 2017).

c. Activation de la réponse immune au niveau cellulaire

Lorsqu’un pathogéne rompt une barriére, le systéme immunitaire inné se met en place.
Des cellules dites sentinelles, dont les monocytes et macrophages reconnaissent le pathogéene
en question et amorcent la réponse immunitaire correspondante. Ces cellules expriment a leur
surface et produisent des nombreuses molécules, notamment des récepteurs permettant la
reconnaissance des pathogeénes, mais permettant aussi I’adhésion, la phagocytose, la migration

et I’activation d’autres cellules du systéeme immunitaire (Wynn, Wong, 2017).

d. Activation des médiateurs de l'inflammation

Parmi les molécules exprimées a la surface des cellules et en intracellulaire, on retrouve
les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) qui détectent les motifs
moléculaires associées aux agents pathogenes (PAMPs) et les motifs moléculaires associees
aux dégats (DAMPs) (Figure 2). Cette reconnaissance entraine une cascade de signalisation
conduisant a la production de chimiokines, cytokines et autres mécanismes antimicrobiens.
Dans le cas du sepsis, il y a libération de ces médiateurs de I’inflammation tels que le facteur

de nécrose tumorale-o. (TNF-o), [l'interleukine-18 (IL-1pB), l'interleukine-6 (IL-6),
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I’interleukine- 8 (IL-8), I’interleukine-12 (IL-12), D’interleukine-18 (IL-18), I’interféron-y

(IFN-y) et la protéine chimio-attractante monocytaire 1 (MCP-1), puis dans un second temps,

la production de protéines de la phase aiglie augmente. Ainsi les niveaux de protéine C-réactive

(CRP), de procalcitonine (PCT), de sérum amyloide A (SAA), de calprotectine, de pro-

adrénomédulline et de pentraxine-3 (PXT-3) augmentent. D’autres molécules impliquées dans

I’inflammation peuvent voir leur niveau fluctuer en cas de sepsis telles que la présepsine, le

récepteur soluble de déclenchement exprimé sur la cellule myéloide 1 (STREM-1), le récepteur

soluble de Il'activateur de l'urokinase plasminogéne (SUPAR), le récepteur d'immunoglobuline
CD64, et bien d’autres. (Ng 2004; Levy 2007; Wynn, Wong 2017; Kim, Choi 2020).
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Figure 2 : Physiopathologie du sepsis néonatal et du choc septigue. (AEMSs : mécanismes

effecteurs antimicrobiens ; CV, cardiovasculaire ; DAMPs : motifs moléculaires associés aux

dégats ; DIC : coagulation intravasculaire disséminée ; PRRs : Récepteurs de reconnaissance

aux motifs moléculaires ; SIRS : syndrome de réponse inflammatoire systémique (d'aprés

Wynn, Wong 2017)
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4. Signes cliniques

Chez les bébés nouveau-nés, les signes cliniques associées au sepsis néonatal sont trés
divers et assez peu spécifiques. En effet, on peut retrouver une dysorexie, des atteintes
respiratoires telle qu’une détresse respiratoire, une pneumonie, une apnée, mais également des
atteintes du systéme circulatoire tel qu’un temps de remplissage capillaire anormal, une
mauvaise irrigation des extrémités, des variations importantes de température (Sharma et al.
2018). En effet, le sepsis peut entrainer un choc hypovolémique, cardiogénique et distributif
responsables des troubles hémodynamiques (Wynn, Wong 2017).

Une des premiéres conséquences possibles dun sepsis est la mise en place d’une
coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) (Gollehon, 2019) pouvant conduire a un
syndrome de defaillance multi-organique (MODs). Une autre conséquence possible est la
méningite (Nizet, Klein 2011). Le sepsis peut également avoir un impact rénal et induire une
insuffisance rénale aiglie (Mathur, Agarwal, Maria 2006). Enfin suite a un sepsis, le risque
d’infection ultérieure est trés augmenté (Wynn, Wong 2017).

Le déces prematuré arrive dans 3 a 50% des cas pour les sepsis précoces et de 2 a 40%
des cas pour les tardifs. De plus, de maniéere générale, le sepsis précoce apparait de maniére
aiglie et foudroyante, tandis que le sepsis tardif se met en place plus lentement et les
manifestations cliniques sont plus tardives, assombrissant le pronostic si un diagnostic n’est pas

posé précocement (Nizet, Klein 2011; Sharma et al. 2018).

5. Diagnostic

Le diagnostic précoce du sepsis chez un enfant est un enjeu majeur. En effet, un
diagnostic et une prise en charge précoce permet de diminuer fortement le taux de mortalité (Al
Jalbout et al. 2019). Cependant, en raison de sa définition et de sa physiopathologie complexe,
il n’est pas aisé. Il n’existe a I’heure actuelle aucun test permettant un diagnostic de certitude,
mais de nombreuses analyses de laboratoire permettent d’apporter des informations
complémentaires a la clinique du patient, en faveur ou non d’un sepsis (Srinivasan, Harris 2012;
Gollehon 2019).

Les différents examens complémentaires sont :

- les cultures bactériennes : cultures aérobies, anaérobies, hémocultures, urines,

permettant de préciser la présence et la nature de I’infection.
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- les numérations sanguines : les taux de neutrophiles et de thrombocytes permettent
¢galement d’apporter des informations supplémentaires mais sont peu sensibles et spécifiques.
Le rapport neutrophiles immatures/neutrophiles totaux donne une meilleure sensibilité.

- les biomarqueurs moléculaires : il existe de nombreux biomarqueurs plus ou moins
spécifiques des inflammations, infections et sepsis (Benitz 2010; Gollehon 2019).

Ces tests de laboratoire presentent des nombreuses limites, dont une précision limitée,
avec une faible valeur prédictive positive concernant le sepsis néonatal (Benitz 2010; Bedford
Russell, Kumar 2015; Wynn 2016) et leur utilité dépendra principalement de 1’état clinique du
nouveau-né (Chiesa et al. 2004; Kim, Choi 2020). Parmi les différents limites de ces examens
complémentaires on retrouve : temps allongé pour obtenir le résultat, notamment pour la
culture bactérienne (Biron, Ayala, Lomas-Neira 2015; Al Jalbout et al. 2019) ; volume
d’échantillon trop important a prélever sur un nouveau-né ; résultat faux negatif dd a une
bactériémie intermittente ou une faible densité bactérienne (Wynn, Wong 2017). De plus, les
signes cliniques n’étant pas spécifiques et similaires lors d’infections virales ou bactériennes,
la nécessité de trouver un ou des biomarqueurs fiables pour le diagnostic précoce du sepsis est
primordiale (Chalupa et al. 2011).

1. Les biomarqueurs de I’inflammation et du sepsis
1. Définition

Un biomarqueur est défini comme un marqueur biologique qui permet par la mesure de
son taux d’objectiver un processus ou un état biologique physiologique, pathologique ou
d’origine iatrogéne (Biomarkers Definitions Working Group. 2001). Il doit permettre un
diagnostic, une décision de prise en charge thérapeutique, un suivi ou un pronostic (Atalla et
al. 2018).

Parmi la centaine de molécules suggérées par divers auteurs, les plus étudiés chez les
enfants nouveau-nés sont la protéine-C réactive, la procalcitonine, la présepsine, la forme
soluble du récepteur activateur du plasminogeéne de I’urokinase (SUPAR), I’adrénomédulline
(ADM) et pro-adrénomeédulline (pro-ADM), le récepteur de déclenchement exprimé sur les
cellules myéloides (STREM-1), le taux de neutrophiles et lymphocytes. Mais aussi diverses
interleukines (IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-18), le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF- a),
I’interféron-gamma (IFN-v), le CD14 soluble (sCD14), la protéine high mobility group box 1,
le peptide cérébral natriurétique (BNP), le peptide natriurétique pro-auriculaire, le taux

d'éosinophiles et la pro-vasopressine, le cortisol, la protéine de liaison a I’héparine (HBP),
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microARN et bien d’autres (Chalupa et al. 2011 ; Biron et al. 2015 ; Atalla et al. 2018 ; Sharma
et al. 2018 ; Gollehon 2019).

De nombreux biomarqueurs ont donc été étudiés pour le diagnostic précoce du sepsis
mais en raison de sa définition complexe, des différences individuelles et des signes non
specifiques, il reste difficile de trouver le biomarqueur idéal répondant a tous les critéres
(Sharma et al. 2018; Al Jalbout et al. 2019; Kim, Choi 2020).

Afin d’obtenir de meilleurs résultats, Biron et al. proposent une normalisation des
méthodes de dosage ainsi qu’une confrontation plus importante a la clinique du patient, et une
collaboration étroite entre les différents acteurs que sont les chercheurs et les industries (Biron,
Ayala, Lomas-Neira 2015).

Un bon biomarqueur du sepsis doit permettre d’avoir un diagnostic précis dans un temps
réduit, tout en permettant de différencier une cause infectieuse d’une cause non infecticuse, et

permettre un suivi de ’efficacité thérapeutique (Atalla et al. 2018).

2. Caractéristiques du biomarqueur idéal du sepsis

D’apres 1’étude de Sharma et al. un biomarqueur idéal du sepsis doit remplir tous les
criteres suivants (Sharma et al. 2018):

- Avoir un temps de demi-vie court avec une augmentation rapide au début du sepsis

puis diminuer (Figure 2)

- Avoir une sensibilité, une spécificité, une valeur prédictive positive et négative élevées

(respectivement =~ 100%, >85%, ~ 100% et >85%) donc étre fiable et précis

- Distinguer/Diagnostiquer 1’étiologie du sepsis

- Ne pas étre influencer par les comorbidités

- Permettre aux cliniciens d’initier un traitement

- Permettre aux cliniciens de savoir quand commencer et arréter les antibiotiques

- Avoir une valeur standardisée

- Prédire avec précision la gravité du sepsis

- Pouvoir aider a établir un pronostic

- Avoir un test facilement réalisable en routine

- Avoir une méthode de mesure facilement disponible et rentable, avec un délai de

résultat court

- Avoir des résultats similaires entre les différents laboratoires

- Nécessitant une faible quantité d’échantillon a analyser
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Figure 3 : Cinétigue des marqueurs de I’inflammation apres administration d ‘'endotoxine a
des volontaires sains. CRP : proteine C-reactive; IL : interleukine; PCT : procalcitonine;
TNF : tumor necrosis factor. (D'apres Reinhart et al. 2006)

3. Les biomarqueurs étudiés
a. Les proteines de la phase aigie
I. Protéine C-Reéactive

La protéine C-réactive (CRP) est une protéine pentamérique de la phase aigiie, non
spécifique, associée a I’inflammation, I’infection et aux lésions tissulaires (Biron, Ayala,
Lomas-Neira 2015; Sharma et al. 2018). La CRP est I'un des biomarqueurs les plus
fréquemment utilisé car considéré comme I’'un des plus sensible et spécifique pour
diagnostiquer une infection bactérienne mais également le plus facilement disponible en
routine, notamment dans le dépistage précoce du sepsis chez le nouveau-né (Atalla et al. 2018).

La production de CRP se fait au niveau des hépatocytes via la stimulation de certaines
cytokines telles que I’interleukine-1 (IL-1), I’interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose
tumorale a (TNF-a) principalement et son temps de demi-vie est de 18 a 24h (Kolb-Bachofen
1991; Jaye, Waites 1997; Sharma et al. 2018).
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Les valeurs usuelles de protéine C-réactive chez le nouveau-né sain que 1’on retrouve
dans la littérature sont comprises entre 0 et 5 mg/mL, voir 10 mg/mL selon les auteurs
(Gutteberg, Haneberg, J@rgensen 1984; Forest et al. 1986; Franz, Steinbach, et al. 1999; Franz,
Kron, et al. 1999; Chiesa et al. 2003; 2004).

Sa concentration augmente dans les 4 a 6 heures suivant le début de I’infection et
dépasse le seuil physiologique au bout de 24 heures (Figure 3). Le pic se situe entre 2 et 3 jours
post-infection et le taux reste élevé jusqu’a résolution compléte de 1’inflammation (Gollehon
2019; Kim, Choi 2020). D{ a sa cinétique, la sensibilité et la spécificité de CRP varient donc
respectivement de 30 et 83% au début de I’infection & 80 et 100% 24 & 48h apreés (Hedegaard,
Wisborg, Hvas 2015; Sharma et al. 2018). Une méthode dite de mesure en série entre 24 et 48h
permettant d’améliorer la sensibilité dans le diagnostic du sepsis néonatal a donc été proposée
en pediatrie humaine (Hofer et al. 2012). En effet, une valeur normale de CRP mesurée en série
permet d’exclure un sepsis néonatal avec une valeur prédictive negative de 99% (Benitz 2010).
Cette méthode permet également un suivi de la réponse thérapeutique.

Malgré son utilisation répandue, la CRP ne permet pas toujours de distinguer les
infections bactériennes des infections virales et fongiques (Chalupa et al. 2011). Selon les
recommandations, la concentration de CRP circulante ne doit pas étre le seul indicateur du
sepsis néonatal mais doit étre couplé a 1’évaluation clinique ou a d’autres biomarqueurs

(Gollehon 2019).

ii. Procalcitonine

La procalcitonine (PCT), précurseur de la calcitonine, est une protéine de la phase aigtie.
La production se fait dans les cellules C de la glande thyroide sous I’'influence des motifs
moléculaires associées aux agents pathogénes (PAMP) et des motifs moléculaires associées aux
dégats (DAMP) et son temps de demi-vie est de 24 a 30h (Russwurm et al. 1999; Maruna,
Nedelnikova, Girlich 2000; Sridharan, Chamberlain 2013; Sharma et al. 2018). La valeur
usuelle de PCT chez les individus sains sont inférieures a 1 ng/mL (Sridharan, Chamberlain
2013). Dans les 2 a 4 heures suivant ’infection, la concentration en PCT commence a
augmenter pour atteindre un maximum entre 6 et 8 heures (Figure 3). Le niveau est maintenu
élevé dans les 24 heures suivantes (Sharma et al. 2018). Cette augmentation précoce et
significative en fait un potentiel bon marqueur pour le diagnostic d’un sepsis. En effet, les
concentrations seriques en PCT sont significativement plus élevés lors d’une infection

bactérienne en comparaison avec une infection virale ou un patient exempt de toute infection
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(Assicot et al. 1993 , Attala et al. 2018). De plus, la PCT peut étre utilisée chez des enfants
prématurés : 1’age gestationnel, lorsqu’il est supérieur a 32 semaines, n’a pas d’influence sur
ses concentrations (Hahn et al. 2015). Contrairement a d’autres biomarqueurs tels que les
chimiokines (IL6, TNFa), la procalcitonine conserve une concentration dans le sérum
importante, ce qui facilite sa détection et son suivi (Chiesa et al. 1998; Whicher, Bienvenu,
Monneret 2001). En revanche, les donnees disponibles dans la littérature sur les valeurs
prédictives de la PCT dans le cadre du diagnostic du sepsis néonatal sont controversees. Une
étude a montré que la PCT, avait une sensibilité de 92%, une spécificité de 97%, avec une
valeur prédictive positive de 94% et une valeur prédictive négative de 96% (Chiesa et al. 1998).
On retrouve dans une autre étude une valeur prédictive négative de 98% et une valeur prédictive
positive de seulement 17% (Riedel et al. 2011). En effet, les concentrations en PCT au début
de I’infection n’étant pas fiables, une mesure en série serait conseillée pour augmenter la
précision du test (Sridharan, Chamberlain 2013; de Azevedo et al. 2015).

Actuellement, la PCT est considérée comme un des meilleurs biomarqueurs pour le
diagnostic précoce du sepsis (Wacker et al. 2013). La PCT permet un diagnostic et un pronostic
du sepsis plus précis que les autres biomarqueurs, avec une sensibilité et une spécificité plus
élevée que notamment TNa, 1L-2,6,8,10 (Atalla et al. 2018, Kim, Choi 2020). En revanche
dans certains cas de sepsis, elle n’est pas détectable (en cas de préléevement réalise précocement)
et a contrario dans certaines conditions et syndromes exempts de sepsis, une augmentation de
sa concentration peut avoir lieu (Wacker et al. 2013).

La PCT, comme la CRP doit s’inscrire dans un tableau clinique et peut étre utilisée en
combinaison avec d’autres biomarqueurs complémentaires. Elle ne peut et ne doit étre utilisée

comme seul marqueur du sepsis (Gollehon 2019).

iii. Pentraxine-3

Le pentraxine-3 (PTX-3) est une glycoprotéine soluble de la phase aigle appartenant
aux pentraxines dites « longues ». Elle a un réle de récepteur de reconnaissance des motifs
moléculaires (Sharma et al. 2018). Elle est sécrétée par de nombreuses cellules telles que les
monocytes, macrophages, et cellules endothéliales aprés stimulation par les
lipopolysaccharides ou les cytokines inflammatoires. Elle permet entre autres, de contrdler
’activité du complément et la reconnaissance des pathogénes (Porte et al. 2019). La valeur seuil
de PTX-3 retenue dans 1’étude d’Hamed et al. pour le diagnostic du sepsis est de 5,0 ng/mL
(Hamed et al. 2017).

32



En cas du sepsis néonatal, la valeur de ce biomarqueur augmente au-dela de 5,6 pg/mL
a79 %, lavaleur predictive negative varie de 89 a 94% et la valeur prédictive positive de 59 a
92% (Hamed et al. 2017). De plus, la concertation du PXT-3 est fortement corrélé au score
SOFA.

Lee et al ont montré que le PXT-3 était également un marqueur pronostic intéressant
pour le sepsis (Lee et al. 2015) mais qu’il pouvait étre amélioré en utilisant conjointement
d’autres biomarqueurs (Kim, Choi 2020).

iv. Sérum Amyloide A

Le serum amyloide A (SAA) est une protéine de la phase aigue produite principalement
dans les hépatocytes, mais également dans les cellules endotheéliales et les cellules immunitaires
telles que les monocytes (Sharma et al. 2018). Sa production est régulée par les cytokines de
I’inflammation comme I’'IL-1, I’'[L-6 et le TNF-a (Yuan et al. 2013). Elle joue un réle
notamment dans la production d’IL-8. La valeur seuil retenue par Arnon et al. est de 10 pg/mL
(Arnon et al. 2005)

La concentration de SAA augmente rapidement lors du sepsis néonatal puis diminue
progressivement, ce qui en fait un biomarqueur intéressant pour le diagnostic precoce. Ainsi
pour le diagnostic du sepsis, d’apres les études d’Arnon et al. la sensibilité varie de 95 a 100%,
la spécificité est de 95%, la valeur prédictive négative varie de 97 a 100% et la valeur prédictive
positive est de 85%. Le SSA est un biomarqueur plus précoce et avec une meilleure précision
diagnostique que la CRP (Arnon et al. 2004; 2005; 2007).

V. Protéine de liaison aux lipopolysaccharides

La protéine de liaison aux lipopolysaccharides (LBP) est une protéine soluble produite
par les hépatocytes et myocytes et jouant notamment un réle dans la reconnaissance
d’endotoxine lors d’une infection par des bactéries (Behrendt et al. 2004). La valeur seuil
retenue par Berner et al est de 7,8 g/mL chez le nouveau-ne.

L’augmentation de la LBP a lieu dans les 6 a 8 heures suivant I’infection et persiste plus
de 24 heures (Figure3) (Berner et al. 2002; Sharma et al. 2018). Pavcnik-Arnol et al. ont montré
que pour le diagnostic du sepsis chez les nouveau-nés de moins de 48h de vie, la LBP valait la
CRP mais lorsque le nouveau-né a plus de 48h de vie, alors c¢’est un biomarqueur plus précis
que la CRP et similaire a la PCT (Pavcnik-Arnol, Hojker, Derganc 2007).
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La LBP est donc un biomarqueur précoce du sepsis néonatal qui, selon 1’age du patient,

peut-étre plus efficace et précis que la PCT ou la CRP.

b. Les cytokines et chimiokines

i. Interleukine-6

L’interleukine-6 (IL-6) est une cytokine de la phase aigle produite par les lymphocytes,
les monocytes, et d’autres cellules telles que les cellules endothéliales et fibroblastes. Une fois
produite, I’IL-6 induit la production d’autres protéines de la phase aigiie, notamment au niveau
des hépatocytes, stimulant la production de la CRP (Kishimoto 1989; Hodge et al. 2004).

La valeur maximale usuelle d’IL-6 pour les individus sains est de 130 pg/mL (Raynor
et al. 2012). Sa concentration augmente tres rapidement des le début de I’infection, bien avant
I’augmentation de CRP, mais son temps de demi-vie est court, environ 6 heures. Son niveau se
normalise dans les 24 heures suivant I’initiation du traitement thérapeutique (Kuster et al. 1998;
Raynor et al. 2012; Sharma et al. 2018). Comme dit précédemment, I’utilisation de 1’IL-6
comme biomarqueur tres précoce du sepsis presente une sensibilité et une valeur prédictive
négative supérieures a celles de la CRP (Berner et al. 1998; Ng, Lam 2006).

L’IL-6 est un biomarqueur intéressant pour la détection précoce du sepsis néonatal, mais
elle présente plusieurs limites notamment lors d’inflammation non septiques tels qu’une
chirurgie ou infection virale (Berner et al. 1998; Biron, Ayala, Lomas-Neira 2015). De plus,
une influence de 1’age gestationnel sur la concentration d’IL-6 au cours des premiéres heures
de vie a été demontré (Gollehon 2019). Son utilisation en combinaison avec d’autres
biomarqueurs tels que la CRP ou le TNF-a permettrait d’augmenter sa sensibilité et sa valeur

prédictive négative pour le diagnostic du sepsis néonatal précoce (Hou et al. 2015).

ii. Interleukine-8

L’interleukine 8 (IL-8) est une cytokine pro-inflammatoire de la phase aigte, produite
par les monocytes, les macrophages ainsi que les cellules endothéliales (Reinsberg et al. 2000;
Franz et al. 2004; Sharma et al. 2018).

La valeur d’IL-8 maximale pour un individu sain est fixée a 60 pg/mL (Boskabadi et al.
2013). La concentration en IL-8 augmente rapidement entre 2 et 4 heures apres le début de
I’infection, son temps de demi-vie est supérieur a I’'IL-6 (Resch, Gusenleitner, Miller 2003;
Bishara 2012). Son utilisation comme biomarqueur dans le diagnostic du sepsis néonatal est

controversé : plusieurs études montrent une sensibilité de 78 a 91% et une spécificité de 76 a
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100% (Ng, Lam 2006 ; Mishra et al. 2006 ; Bishara 2012 Zhou et al. 2015), en revanche, une

Au final, et comme pour I’'IL-6, c’est un biomarqueur intéressant pour la détection
précoce du sepsis néonatal dans la mesure ou sa concentration augmente bien avant celles des
autres biomarqueurs déja vus. Les limites d’utilisation de 1’IL-8 dans ce contexte reste sa
diminution rapide dés le début du traitement (Mehr, Doyle 2000). Associé a ces biomarqueurs,

tels que la CRP, elle permettrait d’avoir une sensibilité et une spécificité¢ augmentée (Ng, Lam
2006).

iii. Facteur de nécrose tumorale alpha

Le Facteur de Nécrose Tumorale alpha (TNF-a) est une chimiokine pro-inflammatoire
de la phase aigte. Elle est produite au niveau des phagocytes activés et son temps de demi-vie
est court (Mishra et al. 2006; Sharma et al. 2018). La valeur limite de la concentration en TNF-
a chez les patients sains est de 12 pg/mL (Silveira, Procianoy 1999). De plus, la concentration
de ce biomarqueurs ne dépend pas de 1’age gestationnel du nouveau-né (Ng, Lam 2006).

La concentration de TNF-a est supérieure chez les nouveau-nés présentant un sepsis
(Ng et al. 1997; Berner et al. 1998). En effet, une augmentation de sa concentration est observee
dans les 2 a 4 heures post-infection. Une méta-analyse a mis en évidence une sensibilité de 66%
et une specificité de 76% du TNF-a dans le diagnostic du sepsis néonatal précoce contre une
sensibilité de 68% et une spécificité de 89% pour le sepsis néonatal tardif (Lv et al. 2014).

Toutefois, selon le type de test utilisé, il est possible de retrouver des écarts importants
entre les résultats (Whiteside 1994; Chiesa et al. 2004). Afin I’association du TNF-a avec I’IL-
6 permet d’augmenter sa sensibilité et sa spécificité pour le diagnostic du sepsis néonatal, avec
des valeurs allant respectivement de 60 a 98,5% selon les auteurs et une spécificité de 100%
(Silveira, Procianoy 1999; de Bont et al. 1993).

c. Les marqueurs cellulaires

i. CD11R

Le CD11R est une sous-unité de la protéine d’adhésions B2-intégrine, exprimé a la
surface des neutrophiles inactifs. Elle joue notamment un role dans 1’adhésions cellulaire, et la
phagocytose (Sharma et al. 2018).

La concentration de CD118 augmente dans les 5 minutes suivant le début de I’infection,

donc ayant un intérét pour le diagnostic précoce du sepsis (Lam, Ng 2007). La valeur seuil
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avait une sensibilité variant de 75 a 100%, une spécificité de 100% une valeur préedictive
positive de 99% et une valeur prédictive négative variant de 86 a de 100% (Weirich et al. 1998;
Nupponen et al. 2001; Adib et al. 2007).

Le CD11R semble donc étre un trés bon biomarqueur pour le diagnostic précoce du
sepsis néonatales mais ses principales limites sont un manque d’équipement dans la pratique

courante et un co(t élevé (Sharma et al. 2018).

ii. CD14 et présepsine

Le CD14 est une glycoprotéine membranaire, retrouvée a la surface des monocytes et
macrophages. Lorsqu’un agent infectieux entre en contact avec les cellules de I’'immunité, une
partie du CD14 est clivée et sécrétée, produisant ainsi la présepsine (PSEP) ou CD14 soluble
(sCD14) (Kim, Choi 2020).

La concentration de présepsine augmente de maniere significative et plus précocement
que ceux de I’IL-6 et de la PCT lors d’une infection, ce qui en fait un bon marqueur précoce du
sepsis (Kweon et al. 2014; Romualdo et al. 2014). La valeur seuil retenue est de 305 a 672
sensibilité variant de 62,2% a 94,7%, une spécificité variant de 53,7 a 85,7%, une valeur
prédictive négative variant de 63% a 95% et une valeur prédictive positive variant de 31,3% a
90% ('Yang et al. 2018).

Toutefois, une autre étude a mis en évidence que la présepsine était un meilleur
biomarqueur que la PCT concernant le pronostic et le suivi thérapeutique (Yu et al. 2017).

Les études concernant la présepsine donnent des résultats assez vastes concernant sa
valeur diagnostique. En revanche elle reste un biomarqueur intéressant pour la valeur

pronostique.

iii. CD163 soluble

Le CD163 soluble est un récepteur exprimé a la surface des cellules immunitaires telles
que les macrophages (Sharma et al. 2018). Il joue un rdle, notamment dans la réduction des
dommages oxydatifs. 1l fixe les bactéries et induit une production de cytokines pro-
inflammatoires telles que I’'IL-1RB, 6, 10 et le TNF-a (Fabriek, Dijkstra, van den Berg 2005).

La valeur seuil retenue par Prashant et al. est de 896,78 ng/mL (Prashant et al. 2013).
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D’apres I’étude de Prashant et al. pour le diagnostic de I’infection bactérienne, CD163
soluble a une sensibilité de 100% et une spécificité de 88% (Prashant et al. 2013).

C’est donc un biomarqueur intéressant pour la détection précoce du sepsis néonatale
puisque sa concentration augmente avant ceux des autres biomarqueurs et posséde une

sensibilité et une spécificité importante.

d. Les récepteurs

i Forme soluble du récepteur activateur du plasminogene de
I’urokinase : suPAR

La forme soluble du récepteur activateur du plasminogeéne de I'urokinase (suPAR) est
une molécule dont la forme non-soluble est exprimée a la surface des cellules immunitaires et
endothéliales telles que les neutrophiles, monocytes et macrophages (Donadello et al. 2012).
Elle joue notamment un réle dans I’adhésion, la prolifération cellulaire mais aussi I’angiogénese
et est libérée lors d’une inflammation (Khater et al. 2016; Sharma et al. 2018). Des études ont
mis en évidence que la valeur seuil était comprise entre 4,37 et 5,5 ng/mL (Donadello et al.
2012; Khater et al. 2016).

Le taux de SUPAR chez les nouveau-nés présentant un sepsis est significativement plus
important que chez des nouveau-nés sains (Siahanidou et al. 2014) . Les études de Donadello
et al. ainsi que de Kather et al. ont montré, pour le diagnostic du sepsis, une sensibilité variant
de 75 et 97,5% et une spécificité variant de 72 a 90%, une valeur prédictive positive de 80% et
une valeur prédictive négative de 100% (Donadello et al. 2012; Khater et al. 2016).

Le sUPAR parait étre un bon biomarqueur pour le diagnostic du sepsis sans étre meilleur
que la CRP ou la procalcitonine mais combinées a d’autres biomarqueur, elle pourrait apportait
un plus (Donadello et al. 2012).

Le suPAR est également utile pour I’évaluation pronostique et le suivi thérapeutique du

sepsis, associée notamment a d’autre biomarqueurs (Khater et al. 2016).

ii. Récepteur de déclenchement exprimé sur les cellules
myéloides : STREM-1

La forme soluble du récepteur de déclenchement de type-1 exprimé sur les cellules
myéloides (STREM-1) est une molécule retrouvée a la surface des cellules inflammatoires telles

que les monocytes et neutrophiles. Elle joue un réle notamment dans la production de cytokines
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pro-inflammatoires (Bleharski et al. 2003). Adly et al. ont retenu une valeur seuil de 310 pg/mL
(Adly et al. 2014).

Le taux de STREM-1 augmente de maniere significative lors du sepsis (Saldir et al.
2015), et son utilité en tant que biomarqueur dans le diagnostic du sepsis montre une sensibilité
et une spécificité de 100% (Adly et al. 2014)

Différentes études ont montré ’intérét d’utiliser le STREM-1 comme biomarqueur dans
le diagnostic du sepsis (Kim, Choi 2020) mais selon Pontrelli et al. les données concernant les
nouveau-nés sont pour I’instant insuffisantes pour en faire un biomarqueur fiable dans le

diagnostic du sepsis néonatal (Pontrelli et al. 2017).

e. Les biomarqueurs associés aux modifications vasculaires

i Adrénomédulline et pro-adrénomédulline

L’adrénomédulline (ADM) est une protéine synthétisée principalement dans les cellules
endothéliales et les muscles lisses. Elle joue un role important dans la vasodilatation lors d’une
inflammation ou d’un sepsis (Kim, Choi 2020).

Une fois secrétée, son temps de demi-vie est treés court, il est donc difficile de la détecter
c¢’est pourquoi il est préférable d’utiliser la pro-adrénomedulline qui est plus stable et dont les
niveaux sont corrélés a ceux de 1’adrénomédulline (Viaggi et al. 2018; Onal et al. 2018).

La pro-adrénomédulline a d’abord été étudiée en tant que biomarqueur pronostique
(Christ-Crain et al. 2008). Dans I’étude de Viaggi et al. la mesure de la pro-adrénomédulline a
permis de prédire 24h avant le dysfonctionnement des organes (Viaggi et al. 2018) ce qui
pourrait avoir un intérét dans le diagnostic précoce du sepsis.

L’intérét principal de la pro-adrénomédulline est une utilisation en association avec

d’autres biomarqueurs diagnostic pour en augmenter la précision.
ii. Angiopoiétine
Les angiopoiétines (AGP) sont des facteurs de croissance produits par les cellules
endothéliales notamment dans un contexte d’inflammation (Kim, Choi 2020). L’angiopoiétine
1et 2 ont une fonction anti-inflammatoire. Il a été remarqué que 1’angiopoiétine 2 pouvait

antagoniser 1’angiopoiétine 1 dans un processus de sepsis (Parikh 2017; Leligdowicz et al.
2018).
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L’augmentation de la concentration d’angiopoitéine 2 et du ratio d’angiopoitéine 2 sur
d’angiopoitéine 1 a été décrit lors du sepsis, et pourrait donc servir de biomarqueur (Seol et al.
2020).

Le rapport angiopoitéine 2 sur d’angiopoitéine 1 a également été étudié par Fang et al.
comme biomarqueur pronostic du sepsis (Fang et al. 2015). Mankhambo et al. ont ainis
démontré qu’une diminution de la concentration d’angiopoitéine 1 et une augmentation
d’angiopoiétine 2 était de mauvais pronostic concernant le sepsis néonatal (Mankhambo et al.
2010). De plus, Orfanos et al. ont montré que la concentration d’angiopoiétine 2 était
étroitement lié au taux de TNF-a et d’IL-6 (Orfanos et al. 2007).

Les premiéres études sur les angiopoiétines semblent prometteuses mais nécessitent de
plus importantes études afin de pouvoir les utiliser en tant que biomarqueur fiable du sepsis
(Sharma et al. 2018; Kim, Choi 2020).

f.  Autres biomarqueurs

i Formule leucocytaire

Les leucocytes sont des cellules du systeme immunitaire participant dans la lutte contre
les infections bactériennes, virales, fongiques et parasitaires. Sous le terme leucocytes on
retrouve les neutrophiles, les éosinophiles, les basophiles, les lymphocytes et les monocytes.
Elles sont produites dans la moelle osseuse (Blumenreich 1990).

Lors d’une infection, la concentration des différents leucocytes varient en fonction de
I’agent pathogéne. La numération leucocytaire a été utilisée comme biomarqueur dans le
diagnostic du sepsis. La valeur limite de 5000 a 7500 leucocytes/mm3, autrement dit, la
leucopénie a montré une sensibilité de 29% et une spécificité de 91% pour le diagnostic du
sepsis néonatal (Gerdes 1991). En revanche, I’age gestationnel est a prendre en compte lors de
son utilisation comme outils diagnostic puisqu’il a ét¢ démontré que cette valeur diminuée avec
la prématurité du nourrisson (Schmutz et al. 2008; Hornik et al. 2012). Une autre étude a montré
que la valeur usuelle chez un nouveau-né sain du rapport neutrophiles immatures sur
neutrophiles totaux était de 0,16 durant les 24 heures post-naissance puis diminuait. La valeur
de 0,2 a été utilisé comme valeur maximale de référence pour exclure un sepsis (Manroe et al.
1979).

Deux parameétres permettent le diagnostic du sepsis néonatal de maniére un peu plus
fiable : le nombre absolu de neutrophile et le rapport de neutrophiles immatures sur neutrophiles

totaux. En effet, la valeur prédictive négative des deux paramétres était suffisante pour exclure
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un sepsis néonatal (Polin, Committee on Fetus and Newborn 2012). Une faible numération
leucocytaire, un nombre absolu de neutrophile bas et un rapport neutrophile immature sur
neutrophile totaux élevé ont une spécificité et une valeur prédictive élevées mais une sensibilité
plutdt faible (Hornik et al. 2012). Utilisé en association avec I’hémoculture, deux rapports
neutrophiles immatures sur neutrophiles totaux ont une valeur prédictive négative de 100%
(Murphy, Weiner 2012).

Ces parameétres présentent des limites importantes dans le diagnostic du sepsis néonatal
et la variation interindividuelle reste a prendre en compte (Chiesa et al. 2004).

il. Lactate

Le lactate est une molécule intervenant dans le métabolisme du glucose. Elle est
produite dans la plupart des tissus, mais specifiquement dans les cellules musculaires, sous
forme de deux isomeres avec une majorité de L-lactate. La valeur seuil de lactate varie selon
les études mais I’on retrouve une valeur entre 2 et 2,5mmol/L (Kruse, Grunnet, Barfod 2011).

La concentration de lactate augmente de maniere significative dans un contexte de
sepsis mais également de tout stress physiologique entrainant une hypoperfusion tissulaire tel
qu’un traumatisme, choc, ischémie, tumeur, et bien d’autres (Andersen et al. 2013; Al Jalbout
et al. 2019). Certains auteurs ont mis en évidence I'utilité de la mesure des lactates dans le
pronostic (Shapiro et al. 2005) mais également dans le suivi thérapeutique en utilisant des
mesures en séries (Andersen et al. 2013).

La mesure de la concentration de lactate n’est donc pas un biomarqueur optimal pour le
diagnostic du sepsis mais il reste néanmoins intéressant de 1’utiliser en série chez les patients
dont on suspecte un sepsis pour suivre 1’évolution du traitement (Biron, Ayala, Lomas-Neira
2015).

iii. Calprotectine

La calprotectine est une protéine de liaison produite par différentes cellules, notamment
les cellules myéloides. Elle est libérée apres activation par des récepteurs membranaires de
I’inflammation (Kim, Choi 2020). Elle joue un r6le dans de nombreux processus cellulaires
tels que le cycle cellulaire, la régulation du calcium, la migration cellulaire, etc. La valeur
usuelle de calprotectine chez un adulte sain est inférieure a 1ug/mL (Shabani et al. 2018)

Le taux de calprotectine augmente lorsqu’une maladie inflammatoire ou qu’une

infection bactérienne se fait en place ce qui pourrait en faire un biomarqueur diagnostic
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intéressant notamment pour le sepsis (Larsson et al. 2020). Une étude de Gao et al. a mis en
évidence une sensibilité de 83,1% et une spécificité de 88,5% pour le diagnostic du sepsis avec
ce biomarqueur (Gao et al. 2015). Une autre étude a également montré que I’utilisation de
calprotectine pour le diagnostic du sepsis était préférable a la procalcitonine et a la protéine C-
réactive car elle donnait de meilleurs résultats (Bartakova et al. 2019).

La calprotectine reste donc un biomarqueur potentiellement intéressant pour le

diagnostic précoce du sepsis mais peu d’études ont été réalisées pour le moment.

iv. Autres biomarqueurs existants

De nombreux autres biomarqueurs ont été étudiés pour le diagnostic du sepsis néonatal
et ne seront que cités ici. On retrouve donc [I’interleukine-1B, I’interleukine-4, 5, 10,
I’interféron- vy, les micro-arn, les endocans, la protéine inhibitrice inter-alpha, la molécule
d’adhésion intracellulaire-1 (ICAM-1), I’E-sélectine, la L-sélectine, la fibronectine,
I’haptoglobine, etc (Pierrakos, Vincent 2010; Sharma et al. 2018).

Il n’existe donc pas de biomarqueur idéal pour le diagnostic du sepsis néonatal mais différentes

combinaisons entre biomarqueurs permettent de se rapprocher du biomarqueur idéal.

IV.  Conclusion sur la partie bibliographiques et objectifs de 1’étude

1. Conclusion
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Cette étude bibliographique a permis d’identifier que la PCT et la CRP sont des bons marqueurs
du sepsis chez les enfants nouveau-nés, avec d’excellentes valeurs diagnostiques et une

accessibilité pour un praticien pour le deuxiéme.

2. Objectifs

Malgré le fait que le sepsis néonatal soit un probléme majeur en élevage canin, aucun
des marqueurs cités n’a été évalué dans le cadre du diagnostic du sepsis chez le chiot nouveau-
né. L’objectif de notre étude est donc de :

- Etablir des valeurs de références des différents biomarqueurs de santé chez les chiots
nouveau-nés sur une population saine.

- Evaluer I’intérét de ces différents biomarqueurs dans le diagnostic du sepsis chez le
chiot nouveau-ne, en comparant les valeurs obtenues entre le groupe de chiots sains et

le groupe de chiots morts post-preléevement di a une infection bactérienne.

43



ETUDE EXPERIMENTALE

En absence de définition officielle pour le chiot nouveau-né, par la suite de cette étude
I’utilisation du terme de sepsis fera référence par abus de langage a la présence d’une infection

bactérienne généralisée et conduisant a la mort du I’animal.

l. Matériels et méthodes

1. Les animaux

L’ensemble des animaux faisant parti de cette étude proviennent du méme €levage canin
avec les mémes conditions d’¢élevage pour I’ensemble de la population étudié. Tous les chiots
nés dans cet élevage ont été suivis régulierement en effectuant des prises de sang, des prises de
poids et des examens cliniques au 2éme, 7eme, 14éme et 21eme jour de vie en 2012 et 2013.
Les examens cliniques réalises uniquement en 2013 ont permis de scorer les chiots sur 16
points. Huit parametres ont été évalués et notés de 0 a 2 (2 signifiant qu’aucune anomalie n’a
été detectée) : I’auscultation du thorax, la fréquence cardiaque, la fréquence respiratoire, la
palpation abdominale, la présence d’écoulement nasal, la présence d’écoulement oculaire, la
présence de diarrhée. La somme des notes donne donc un score allant de 0 (mauvais état de

santé) a 16 (parfait état de santé).

En fonction de la race, les chiots ont été classees en 3 formats distincts :

- L : correspondant aux chiens de grande taille dont le poids adulte est supérieur a 25kg.
Ce format comprend donc les races suivantes : Berger Allemand, Boxer, Golden Retriever et
Labrador Retriever.

- S: correspondant aux chiens de petite taille dont le poids adulte est inférieur a 15kg.
Ce format inclut donc les races suivantes : Bichon Frisé, Bichon Maltais, Caniche, Lhassa
Apso, Shih-Tzu, White Highland White Terrier (Westie).

- M : correspondant aux chiens de taille moyenne dont le poids adulte est compris entre

15 et 25kg. Ce format inclue une seule race : Cocker.

Au final, dans notre étude ont été inclus 56 chiots sains qui ont survécus jusqu’a 21éme
jour (« Témoins »), et 44 chiots qui sont décédés entre 0 et 21 jours (« Décédés »), issus de 56

portées différentes et nés de 56 chiennes différentes, de 14 races différentes.
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a. Groupe « témoins »

Les chiots témoins ont été sélectionnés sur I’année 2013 uniquement, de manicre
aléatoire au sein des portées ne comptant aucun décés dans les vingt et un premiers jours. Au
total les prélevements sanguins de 73 chiots ont donc été sélectionnés mais pour diverses
raisons comme la quantité de sérum disponible, la perte d’échantillon lors des différentes
analyses ou le manque d’un résultat, I’étude se portera uniquement sur 56 chiots (Figure 4).

No=73

12 chiots on été retirés en raison
d’une quantité trop faible de sérum

N, =61

2 chiots ont été perdus lors des
analyses de CRP-ALB-PT

N,= 59

3 chiots ont été exclus de 1’étude en
raison d’un résultat manquant

N,=56

Figure 4 : diagramme de sélection des chiots témoins

b. Groupe « décédés »

Les chiots décédés entre 0 et 21 jours ont été autopsiés dans les 8 heures suivant la mort,
12 organes ont été prélevés pour les analyses histopathologiques et une bactériologie sur
prélevement de rate a été effectué. Uniquement les chiots avec une infection bactérienne
confirmée en examen post-mortem ou les chiots avec une culture pure de la rate ont été inclus.
Au total, 72 chiots sont décédés avec des signes d’infection bactérienne en 2012 et 2013 dans
cette ¢tude, mais pour 26 d’entre eux, aucun échantillon de sérum n’était disponible (déces
avant J2), et sur les 46 restants, 2 ont été mal identifiés et 3 contenaient assez de sérum
seulement pour I’analyse de la procalcitonine. Au final, les prélevements étaient disponibles

pour 44 chiots morts (Figure 5).
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No="72

26 échantillons de chiots n’étaient
pas disponibles (sérum mangquant)

N, = 46

2 échantillons de chiots ont été mal
identifiés et ont donc été retirés

N;=44 N;=41
3 échantillons n’ont pas été analysés par Cerbavet en

raison d'une trop faible quantité de sérum

Figure 5 : diagramme de sélection des chiots décédés

2. Prélevements sanguins et conservation des echantillons

Des prélevements sanguins (environ 1ml/chiot) ont été réalises a la veine jugulaire sur
tous les chiots vivants a J2, J7, J1 et J21. Environ 30 minutes aprés les prises de sang sur des
tubes secs, les prélevements ont été centrifuges a 1000 x g pendant 30 minutes et le sérum
congelé a-20°C jusqu’a analyse. Ces échantillons ont été utilisés (et donc décongelés) une seule
fois auparavant (en 2013 dans 1’¢tude de GONNIER et ROSSIG). Entre 50 et 250 pul de sérum

a été disponible pour I’ensemble des analyses.

Pour réaliser des analyses dans le cadre de cette thése, tous les echantillons ont été
décongelés et aliquotés en deux echantillons distincts, puis recongelés a -20°C afin d’avoir un

répliquat pour réaliser des analyses dans deux laboratoires en paralléle.

3. Dosage de la procalcitonine

Le dosage de la concentration de procalcitonine sérique a été effectué a I’Ecole
Nationale Vétérinaire de Toulouse a ’aide d’un Kit ELISA spécifique pour I’espéce canine
(Procalcitonin Canine ELISA, BioVendor®, Brno, Czech Republic) et validé par Battaglia et
al. (Battaglia et al. 2020). Le principe de la méthode sera présenté ci-dessous (Figure 6). Les
dosages ont été réalisés en duplicata pour tous les échantillons lors que la quantité de sérum
disponible le permettait afin de vérifier la fiabilité des valeurs obtenues sur la méme plaque

ELISA et calculer la moyenne des deux valeurs.
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a. Principe

La techniqgue ELISA ou Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay est un test
immunologique permettant de détecter et/ou doser la présence de protéines dans un échantillon.
Elle est basée sur la réaction spécifique d’antigéne-anticorps. Son avantage principal est sa
grande sensibilité et spécificité. Il existe différents test ELISA dits « directs », « indirects »,

« en sandwich » ou « compétitif »

Dans notre étude, nous avons réalisé la méthode «en sandwich ». Les 96 puits d’une
microplaque sont tapissés avec un anticorps spécifique de [I’antigéne étudié (ici la
procalcitonine canine). L’échantillon a analyser est alors déposé dans les puits, puis apres
lavage un deuxiéme anticorps couplé avec une enzyme de détection et ajouté, fixant les
antigenes presents. Enfin une réaction colorimétrique est initiée apres élimination des anticorps

non fixé, permettant de mesurer la quantité d’antigenes fixés par spectrophotométrie.
b. Protocole

e Préparation du standard et des échantillons et dépots

Le standard est constitué de procalcitonine canine dont la concentration est connue. Les

dilutions sont réalisées en cascade en suivant le protocole dans le tableau 5.

Solution Volume de Volume de tampon Concentration
standard de dilution (uL) (pg/mL)

SO Stock - 800
S1 250 pL de SO 250 400
S2 250 pL de S1 250 200
S3 250 pL de S2 250 100
S4 250 pL de S3 250 50

S5 250 pL de S4 250 25

S6 250 pL de S5 250 12,5

Tableau 5 : Dilutions de la procalcitonine utilisées pour la préparation du standard dans le
cadre du dosage de cette derniére par le test ELISA

Les échantillons analysés par ELISA ont été decongelé et homogénéisés. Le sérum est dilué
dans le tampon de dilution par un facteur 5 (en fonction de la quantité disponible de sérum ;)
ou 10 si la concentration était trop importante pour étre lue, en suivant le protocole présenté

dans le Tableau 6:
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Volume de sérum  Volume de tampon Dilution finale

(uL) de dilution (pL)
45 180
40 140 5
25 100
22,5 50
22 199 10

Tableau 6 : Dilutions des échantillons en fonction du volume disponible dans le cadre du

dosage de la procalcitonine sanguine par le test ELISA

Un volume de 100pL des standards et des échantillons dilués sont déposés dans les puits et sont
incubés 1 heure a température ambiante (25°C) sur un agitateur orbital de microplaques a 300

rotations par minutes (rpm)

e Lavages

La plaque a été vidée et lavée 3 fois a I’aide de 350uL de solution de lavage par puits.

e Anticorps biotinylés
Un volume de 100uL d’une solution d’anticorps biotinylés a été déposée dans chaque puit. La
plaque est ensuite mise a incubée 1 heure a température ambiante (25°C) sur un agitateur orbital

de microplaques a 300 rpm.

e Lavages

La plaque a été vidée et lavée 3 fois a I’aide de 350uL de solution de lavage par puits.

e Conjugué de streptavidine-HRP (peroxydase de raifort)
Un volume de 100uL d’une solution de conjugué de streptavidine-HRP a été déposé dans
chacun des puits. La plaque a été mise en incubation 30 minutes a température ambiante (25°C)

sur un agitateur orbital de microplaques a 300 rpm.

e lLavages

La plaque a été vidée et lavée 3 fois a ’aide de 350uL de solution de lavage par puits.

e Substrat
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Un volume de 100puL de solution substrat a été dépose dans chaque puit. La plaque a été incubée

15 minutes a température ambiante (25°C) a I’abris de la lumicre.

e Arrét de la réaction
Un volume de 100pL de solution stop a été déposé dans chacun des puits.

e Lecture
La lecture de I’absorbance a été réalisée immeédiatement apres arrét de la réaction, a ’aide d’un

spectrophotometre avec laser a une longueur d’onde de 450 nm.

Microplaque tapissée d’anticorps
Ajout du standard et des échantillons
100uL gr—————
Incubation
1 1h/300rpm
i T=25°C i
Lavage | SSS J
3 fois
Ajout d’anticorps biotinylés
100pL grr———
{ Incubation
1 1h/300rpm i
T=25°C
Lavage Mreeeeesmmsemeromsseresssssend? /
3 fois
Ajout de conjugué streptavidine-HRP
100pL gr————
{ Incubation i
l { 30min/300rpm !
. T=25°C i
Lavage | N J
3 fois
Ajout de substrat
100pL r—————
i Incubation
l « 15min
T=25°C H
Ajout de solution stop [N /
100pL
Lecture de I'absorbance
450 nm

Figure 6 : Diagramme du protocole expérimental réalisé
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Les dosages ont éte réalisés sur une semaine, et ont inclus différentes plaques. Les coefficients
de variation intra-plaque et inter-plaques sont respectivement de 3,7 — 4,6% et 6,7 — 7,5%.

4. Dosage de I’albumine, protéines totales et protéine C-réactive sérique

Le dosage de I’albumine sérique, les protéines totales sériques et la protéine C-réactive sérique
a été effectué par le laboratoire d’analyse médicale Cerbavet® (91300 Massy, France).

La CRP et les protéines totales ont été dosées par un automate Dimensions (Siemens®, Munich,
Allemagne) I’albumine a été dosée par colorimétrie au vert de bromocresol dans un autre

automate (Randox®, Londre, Royaume Uni).

5. Dosage des immunoglobulines

Les immunoglobulines G (IgG) ont €té dosées dans le cadre d’une étude ultérieure sur
I’¢tude de la qualité immunologique et énergétique du colostrum de la chienne et I’impact sur
la santé du chiot (Aggouni 2016). Le protocole utilisé est celui d’un test ELISA dit « en
sandwich » (Figure 7) et le kit qui a éte utilisé est le « Dog 1gG ELISA Quantification Set »
(Reférence n° E40-118, Bethyl Lab, Montgomery, USA).

NG

Anticorps secondaire conjugué :

Substrat

o

Anticorps de mouton dirigé

contre les lgh de chien :-::njugué// \

Anticorps a doser ;
g5 de chien

\

Anticorps de capture : Anticorps
de mouton dirigé contre les IgG
de chien

Figure 7 : Principe de I’ELISA « en sandwich » extrait de la thése de Charlotte Aggouni,
2016
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6. Analyses des données

Les analyses des données ont été réalisées en deux étapes. Tout d’abord, les intervalles
de références ont été calculés pour I’ensemble de biomarqueurs étudiés : la PCT, la CRP,
I’albumine, les protéines totales, les immunoglobulines G et le rapport Albumine/Globulines.
Par la suite, une évaluation de ces biomarqueurs pour détecter les chiots a risque d’infection
bactérienne a été réalisée. Les résultats obtenus sont donnés sous forme de moyenne + écart-
type. Les graphiques sont présentés sous forme de boites a moustaches. Les analyses statistiques
ont été réalisées avec le logiciel Tanagra® et Microsoft Excel®. Deux valeurs sont

significativement différentes si p < 0,05.

a. Facteurs de variation et intervalles de références

Ces analyses ont éte réalisées uniquement sur les chiots du groupe témoins (n=56). Les
effets des differents facteurs de variation comme le format racial (S/M/L), le sexe (F/M) et ’age
des chiots (J2/J7/J14/J21) pour chaque biomarqueur ont été testés avec des modeles linéaires
généraux. Un post-hoc test (tests DSH - différence significative honnéte) a été réalisé par la
suite pour identifier les différences statistiques entre les différentes modalités.

Pour les calculs d’intervalles de référence, les analyses statistiques ont été réalisees en
utilisant la technique de Greffé et al (2011).

b. Evaluation des biomarqueurs d’infection bactérienne

Des modeles de regression linéaires généraux ont été utilisés pour évaluer les associations
entre les différents biomarqueurs et la mortalité néonatale dans notre étude (décedés/témoins)
avec 1’age, le format racial et le sexe du chiot inclus dans le modéle. Ces analyses ont été
réalisées donc sur ’ensemble des chiots (n=100). Par la suite, un test de Mann-Whitney a été
réalisé pour identifier les différences statistiques entre les chiots témoins et les chiots décédés.

Pour évaluer la valeur pronostique des différents biomarqueurs, une courbe ROC (Receiver
Operating Characteristic) a été tracée pour les echantillons prélevés a J2 puis ’aire sous la
courbe ROC (AUC) a été calculée. Les AUC > 0,7 ont été considérés comme des bons

marqueurs de santé.
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Il. Résultats

1. Description de la population

a. Population générale

La population étudiée se compose de 100 chiots, dont 56% de chiots témoins et 44% de chiots
décédés. La sex-ratio pour les deux populations confondues était de 1,04 et de 1 pour le groupe
témoins.

Les chiots provenaient de 14 races différentes avec majoritairement des Golden
Retriever (18% de la population), Labrador Retriever (16%), Cocker (15%), Lhassa Apso
(11%) et West Highland White Terrier (10%). La répartition des différentes races était
comparable entre le groupe témoins et le groupe décédes (Figure 8).
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Figure 8 : Répartition des chiots témoins et décédés en fonction de la race (les barres vertes

représentent le groupe témoin ; les barres rouges le groupe décédés ; les nombres au-dessous

des barres représentent le pourcentage des chiots pour chague race dans chague groupe ;

n=100)

Parmi les 100 chiots, 50% provenaient de races de petite taille (S), 15% de taille
moyenne (M) et 35% de grande taille (L). La répartition de format racial était également

comparable entre les deux groupes étudiés a I’exception du format moyen constitué uniquement

des chiots de race Cocker (Figure 9).
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Figure 9 : Répartition des chiots témoins et décédés en fonction du format racial (les barres

vertes représentent le groupe témoin ; les barres rouges le groupe décédés ; les nombres a

lintérieur des barres représentent le pourcentage des chiots pour chague format dans chaque

groupe ; n=100)

b. Témoins

Les 56 chiots sélectionnés représentent 28 portées soit en moyenne 2 chiots par portée.
La moyenne de score de santé pour les chiots de groupe témoins variait selon 1’age entre 15,5

et 15,8 sur 16 points (Tableau 7), ce qui correspondait a un trés bon état général des animaux
dans ce groupe.

158 +0,4
155+ 0,7
15,5+0,7
15,6 + 0,6

Tableau 7 : Les valeurs moyennes de score de santé réalisée de maniere hebdomadaire entre

0 et 21 jours chez les chiots du groupe témoins (56 chiots)

c. Décédés

Parmi les chiots décédés, 52% (23/44) des déces sont survenus avant 1’age de 4 jours,

et 66% (29/44) avant I’age de 7 jours (Figure 10).
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Figure 10 : Répartition des chiots morts en fonction de [’dge de la mort (le chiffre au-dessous

des barres représentent le nombre de chiots morts pour chague age ; n=44)

Les scores de santé hebdomadiers avant le déces n’ont pas pu étre calculés car les
données pour 2012 étaient manguantes. La majorité des chiots sont morts avec un diagnostic
post-mortem, basé¢ sur le résultat de 1’autopsie, 1’histopathologie et la bactériologie de la rate,
en faveur d’une infection bactérienne (90%). Les 10% de chiots restants sont morts pour une
raison non-indéterminée mais avec un résultat de la culture microbiologique positive au niveau

de la rate.

Parmi les Iésions que I’on retrouve en majorité, 20,5% des chiots présentent des 1ésions
respiratoires et 20,5% des Iésions digestives, 15,4% présentent une atteinte des autres systemes.

Quelques chiots présentent des Iésions mixtes.

Parmi les 44 chiots décédés, 11% présentaient une culture bactériologique négative et
89% positive. Parmi les cultures positives, 67% étaient pures, et 33% étaient mixtes. Les
bactéries isolées le plus représentées sont Escherichia coli (49% des chiots), Streptococcus spp
(36% des chiots) et Enterococcus (20% des chiots). On retrouve également mais plus rarement

Staphylococcus spp, Pasteurella multocida, Proteus spp, Enterobacter spp et Klebsiella spp.
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2. Facteurs de variations des biomarqueurs étudiés

Cette partie de résultats porte uniquement sur les chiots du groupe témoins (224
préléevements issus de 56 chiots). Dans cette partie, I’effet des différents facteurs de variation,
comme 1’dge du chiot, son format racial et son sexe ont été étudiés sur les biomarqueurs
investigués dans cette étude.

Parmi tous les biomarqueurs, certains d’entre eux était corrélés (Tableau 8). En effet, une
corrélation importante a été observée a J2 entre la concentration d’IgG et le rapport
Albumine/Globulines (r=0,77) ; la concentration des protéines totales et albumine (r=0,73) ou

encore la concentration d’albumine et le rapport Albumine/Globulines (r=0,62).

1,00 0,62 -0,02 0,77 0,03 0,32
1,00 0,73 0,35 0,08 0,17

1,00 -0,19 0,04 -0,10

1,00 0,03 0,25

1,00 0,29

1,00

Tableau 8 : Valeurs corrélation de Spearman entre les biomarqueurs étudiés a J2 (Alb/Gb :

rapport albumine sur globuline ; Alb : albumine ; PT : protéines totales, CRP : protéine C-

réactive ; PCT : procalcitonine, n= 56)

a. Procalcitonine

La moyenne totale de PCT sérique chez les 56 chiots de tout age confondu était de 0,82
+ 0,59 ng/mL. Aprés les analyses statistiques multivariées, la concentration de la PCT variait

significativement selon I’age du chiot (p=0,023), son format racial (p<0,001) et son sexe

(p=0,046).

i. Effetage

La concentration de la PCT était de 0,80 + 0,69 ng/mL a J2 ; 0,98 + 0,65 ng/mL a J7 ;
0,82 + 0,52 ng/mL a J14 et 0,67 + 0,44 ng/mL a J21 (Figure 11). Cette concentration était
significativement plus élevée a J7 par rapport a J21 (p=0,011).
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Figure 11 : Concentration sérique de la procalcitonine chez les 56 chiots témoins en fonction

de leur age (en bleu-J2 ; en orange-J7 ; en gris-J14 ; en jaune-J21) (* p<0,05 pour J7 vs

J21)

ii. Effet format racial

La concentration de la procalcitonine était de 0,77 £ 0,56 ng/mL pour les chiots de
format S, 1,33 + 0,65 ng/mL pour les M et 0,58 + 0,38 ng/mL pour les L (Figure 12). Les
valeurs de procalcitonine sont significativement différentes entre les formats racial L et M (p <
0,001) et M et S (p < 0,001). En revanche, seulement une tendance a été observée entre les

concentrations de procalcitonine des formats L et S (p=0,052).
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Figure 12 : Concentration sérique de la procalcitonine chez les 56 chiots témoins en fonction
de leur format racial (L, M et S)) (*** p<0,001 pour Svs M et M vs L)

iii. Effet sexe

L’analyse de variance ne montre pas d’effet significatif du sexe sur la concentration de
la procalcitonine. Cette concentration chez les chiots méales était en moyenne de 0,82 + 0,42

ng/mL versus 0,82 = 0,44 ng/mL chez les femelles.

b. Protéine C-réactive

La moyenne totale de CRP sérique chez les 56 chiots de tout age confondu était de 20,8
+ 32,2 mg/dL. Apres les analyses statistiques multivariées, la concentration de la CRP variait

significativement selon I’age du chiot (p = 0,016) et son format racial (p.= 0,001).

i. Effetage

La concentration de CRP était de 32,3 + 50,4 mg/dL a J2; 19,2 + 23,1 mg/dL a J7 ;
15,6 + 21,0 mg/dL a J14 et 16,2 + 22,3 mg/dL a J21 (Figure 13). Cette concentration était
significativement plus élevée a J2 par rapport a J14 (p = 0,026) et a J2 par rapport a J21 (p =
0,031).
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Figure 13 : Concentration sérique de la CRP chez les 56 chiots témoins en fonction de leur age
(en bleu-J2, en orange-J7, en gris-J14 et en jaune-J21) (* p<0,05 pour J2 vs J14 et J2 vs J21)

ii. Effet format racial

La concentration de la CRP était de 27,4 + 39,2 mg/dL pour les chiots de format S, 18,1
+ 25,1 mg/dL pour les M et 12,7 + 10,3 mg/dL pour les L (Figure 14). Les valeurs de CRP
sont significativement différentes entre les formats racial S et L (p = 0,002) et entre S et M (p
=0,037).
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Figure 14 : Concentration sérique de la CRP chez les 56 chiots témoins en fonction de leur
format racial (L, M et S) (** p < 0,01 pour Svs L et * p<0,05 pour S vs M)
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iii. Effet sexe

L’analyse de variance ne montre aucune différence significative entre les males et les

femelles pour les valeurs de protéine C-réactive.

c. Protéines totales

La moyenne totale de protéines totales (PT) sérique chez les 56 chiots de tout age
confondu est de 36,0 £ 7,3 g/L. D’aprés les analyses statistiques multivariées, la concentration
des protéines totales variait significativement selon 1’age du chiot (p < 0,001) et son format
racial (p < 0,001).

i. Effet age

La concentration en PT était de 42,2 + 6,5g/L aJ2; 33,7+ 7,19g/LaJ7;33,4+57
g/L aJl4 et 34,8 £ 6,0 g/L a J21 (Figure 15). Cette concentration était significativement plus
élevée a J2 par rapport a J7, J14 et J21 (p<0,001).
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Figure 15 : Concentration sérique des protéines totales chez les 56 chiots témoins en fonction

de leur age (en bleu-J2, en orange-J7, en gris-J14 et en jaune-J21). (***p<0,001 pour J2 vs
J14,J2 vs J14 et J2 vs J21)
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ii. Effet format racial

La concentration en PT était de 37,6+6,3 g/L pour les chiots de format S, 36,0 +5,5 g/L
pour les M et 33,6+6,3 g/L pour les L (Figure 16). Les valeurs de PT sont significativement

différentes entre les formats racial L et S (p < 0,001).
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Figure 16 : Concentrations sérigues de PT chez les 56 chiots témoins en fonction de leur
format racial (S, M et L). (*** p<0,001 pour Svs L)

iii. Effet sexe

L’analyse de variance ne montre aucune différence significative entre les males et les

femelles pour les valeurs de protéines totales.

d. Albumine

La moyenne totale d’albumine (ALB) sérique chez les 56 chiots de tout &ge confondu
était de 19,6 =+ 3,8 g/L. D’aprés les analyses statistiques multivariées, la concentration en

albumine variait significativement selon I’age du chiot (p <0,001) et son format racial (p

<0,001).
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i. Effet age

La concentration en albumine était de 22,9 +3,8g/LaJ2;19,0+3,1¢g/LaJ7; 179+
3,09/LaJlad; et 18,5 + 3,0 g/L a J21 (Figure 17). Cette concentration était significativement

plus élevée a J2 qu’a J7, J14 et J21 (p < 0,001)
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Figure 17 : Concentration sérique d’albumine chez les 56 chiots témoins en fonction de leur
age (en bleu-J2, en orange-J7, en gris-J14 et en jaune-J21). (***p<0,001 pour J2 vs J14, J2
vs J14 et J2 vs J21)

ii. Effet format racial

La concentration en albumine était de 20,6 + 2,1 g/L pour les chiots de format S, 20,3
+ 1,8 g/L pour les M et 17,7+ 1,7 g/L pour les L (Figure 18). Les valeurs d’albumine sont

significativement différentes entre les formats racial L et M et S et L (p <0,001).
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Figure 18 : Concentrations d’ALB sérigues chez les 56 chiots témoins en fonction de leur
format racial (S, M et L). (*** p<0,001 pour L vs Set L vs M)

iii. Effet sexe

L’analyse de variance ne montre aucune différence significative entre les males et les

femelles pour les valeurs d’albumine.

e. Immunoglobulines G

La moyenne d’IgG sérique chez les 52 chiots a J2 (4 chiots ont été exclus car la valeur
d’IgG était anormalement élevée) était de 3,9 £ 2,6 g/L. Aprés les analyses statistiques
multivariées, la concentration d’IgG variait significativement selon le format racial du chiot (p

=0,014), mais pas son sexe (p = 0,387).

i. Effet format racial

La concentration en IgG était de 4,9 + 2,5 g/L pour les chiots de format S, 3,1+ 2,7 g/L
pour les M et 2,8 + 2,2 g/L pour les L (Figure 19). Les valeurs d’IgG sont significativement

différentes entre les formats racial S et L (p = 0,011).
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Figure 19 : Concentrations sériques d’IgG chez les 52 chiots témoins en fonction de leur
format racial (S, M et L). (*p<0,05 pour L vs S)

ii. Effet sexe

L’analyse de variance ne montre aucune différence significative entre les males et les

femelles pour les valeurs d’immunoglobulines G.

f. Rapport Albumine/Globuline

La moyenne totale du rapport Albumine/Globuline (Alb/Gb) chez les 56 chiots de tout
age confondu était de 1,3 + 0,2. Apres les analyses statistiques multivariées, le rapport Alb/Gb

variait significativement selon I’dge du chiot (p = 0,012), son format racial (p = 0,001) et son

sexe (p = 0,024).
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i. Effet age

Le rapport Alb/Gb était de 1,3+ 0,3aJ2;1,3+0,2aJ7;1,2+0,2aJl4et1,2+0,2
a J21 (Figure 20). Ce rapport était significativement plus élevé a J7 qu’a J21 (p = 0,042). En
revanche, seulement une tendance a été observée entre le rapport J2 et & J21 (p = 0,057).
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Figure 20 : Rapport Alb/Gb chez les 56 chiots témoins en fonction de leur age (en bleu-J2 ;

en ornage-J7 ; en gris-J14 : en jeune-J21) (* p<0,05 pour J7 vs J21)

ii. Effet format racial

Le rapport albumine/globuline était de 1,19 + 0,18 pour les chiots de format S, 1,31
+ 0,18 pour les M et 1,15 + 0,13 pour les L (Figure 21). Les valeurs d’Alb/Gb sont
significativement différentes entre les formats L et M (p < 0,001). En revanche, seulement une

tendance a été observée entre les formats M et S (p = 0,053).
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Figure 21 : Rapport Alb/Gb chez les 56 chiots témoins en fonction de leur format racial (S, M

etL). (** p <0,05 pour L vs S)

iii. Effet sexe

L’analyse de la variance montre un effet sexe significatif (p < 0,05). Le rapport

d’albumine/globuline était de 1,17+ 0,15 chez les méles et 1,23 + 0,19 chez les femelles

(Figure 22)

Figure 22 :
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Rapport Alb/Gb chez les 56 chiots témoins en fonction de leur sexe (F pour

Femelle et M. pour Male)
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3. Intervalles de références

Suite aux analyses réalisées, les intervalles de références ont été obtenus pour
I’ensemble des biomarqueurs (Tableau 9).

Procalcitonine
(ng/mL)

L+M+S | 56 (0_0%?31, 53) (0_001?308) (2.1%—83(.)50)1
, L 18 (0.0%?13.38)
M 11 (0.2155-23(5.53)
S 27 (0.0%721.22)
L+M+S 56 (0'0(2?21_ 51) (0_0(11.?3 15) (2.227.-7??25)
, L 18 (0.2%?12.51)
M 11 (0.419'?21.51)
S 27 (0.0(2?22.40)
L+M+S 56 (0.0%% 94) (0.0%?(?16) (1.824i-22‘1.68)
y L 18 (0.1%-5567)
v " 1.63
(0.30-1.94)
S 21 (0.0%?11)
LHM+S | 56 (0.0%?13.68) (0.0%?(?.18) (1-417'?17-68)
” L 18 (0.0%?13.68)
" " 0.97
(0.23-1.68)
S 27 (0.0%11.25)
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56

<5

(<5-268)
, L 18 (<5<-572)
M 1n (<5fog)
S 21 (<5<—577)
L+M+S | 56 ( <5f508) - i
, L 18 (<5f508)
M 11 (<;-527)
CRP S 21 (9-?20)
(mg/dL) L+M+S | 56 ( <5f520) - i
y L 18 (<5<-542)
M 1 (<5ff<5)
S 21 (<5%?06)
L+M+S | 56 (5_510) - i
” L 18 (5-?10)
M 11 (5%&(3)5)
S 21 (5-12%8)
o el [0S S TS
19G 2| LeM+S | 56 (0.3222.78) (0.2%?01-67) (14-250'.277? 13)
L+M+S | 52° (0.3;??).45) ( ?%2-25) (8-7150'.1216-95)
4G 4 , L 16 (0.325'?74.71)
o/L) M 11 (0.425'?;.42)
S & (0.5L11l31?).45)
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Protéines
Totales

(g/L)

Albumine
(g/L)

LAM+S | 56 (25.1131-'50.2) (25.268-.??4.7) (55%?'80.2)
, L 18 (25.3;5?'525.9)
M 1 (33.?2122.5)
S 27 (34.472-50.2)
L+M+S | 55% (22.?;?0.5) (20%2-'284.9) (43.‘??477.8)
, L 18 (22.?;,1-2111.9)
M 1 (29.315-2?0.4)
S 26* (22.356-'5?0.5)
L+M+S | 56 (20%1.418.0) (19%1-'293.9) (42.‘??7.2)
" L 18 (25.?692?0.2)
" 0 34.0
(23.6-48.0)
S 27 (20.?56:5’4.2)
LHM+S | 56 (26.:)23‘{;34.3) (25%??7.0) (45.‘;3'533.3)
’ L 18 (26.369':?6.8)
" 0 354
(27.8-54.3)
S 27 (26%%10.9)
LAM+S | 56 (10%31'3?4.0) (10.102-'116.9) (28%1-é94-0)
) L 18 (10%2-'207.0)
M 1 (17.%)2%..0)
S 27 (18%{'304.0)
LAM+S | 56 (12%)?'205.0) (10.142-'113.4) (23%{.295.8)
, L 18 (12%)7-'251.0)
M 11 (15%)?'205.0)
S 27 (13%)9'205.0)
" LAM+S | 56 (12%)?'203.0) (12.102-'f3.0) (22%3-'203.0)
i} 5 16.0

(13.0-21.0)




Alb/Gb

19.0

M Ll 130230
19.9

S 21 (12.0-23.0)

18.0 13.3 25.2
L+M+S | 56 (14.0-26.0) (12.5-14.0) (23.7-26.8)

17.0

. L 18 (14.0-20.0)
. " 20.0

(15.0-26.0)
20.0

S 27 | (15.0-26.0)

L+M+S | 56 (0.313;-225.15) (0.4%?373) (1-715?597)
, L 18 (0.313;-213.82)
M 11 (0.712§-521.15)
S 27 (0.815-1362)
LHM+S | 56 (0.715-2;66) (0.8%?(()),97) (1-515?12-69)
, L 18 (0.715-211.60)
M 11 (1.316'?16.66)
S 27 (0.915-218.62)
L+M+S 56 (0.815'_116_ 65) (0,7%?65,91) (1.415?357)
y L 18 (0.815-111.29)
y " 1.23
(0.92-1.47)
S 27 (0.817'-2565)
L+M+S | 56 (0.81?;-1365) (1.8(2-8(?92) (1-414':?63)
" L 18 (0.918'?5.27)
" " 1.18
(0.92-1.48)
S 21 (0.81?;-116.65)

Tableau 9 : Tableau résumé des intervalles de référence pour les différents biomarqueurs
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4. Identification des biomarqueurs de 1’infection bactérienne

Cette partie des résultats porte sur ’ensemble des chiots (groupe témoins et groupe
décédés ; 285 prélevements issus de 100 chiots). Des modéles multivariés incluant I’effet 1’4ge,
format racial, sexe et I’état de santé du chiot (témoins vs décédés), on était utilisés dans cette
partie de 1’étude.

Cependant, au vu du faible nombre d’échantillons disponibles pour la population de
chiots décédés, les comparaisons deux a deux n’ont été réalisées qu’a J2 et J7, sauf pour les

IgG, réalisées uniquement a J2.

a. Procalcitonine

D’apres les analyses multivariées, la concentration de la procalcitonine variait
significativement entre les chiots témoins et les chiots décédés (p=0,025) (Tableau 10). La
concentration moyenne de procalcitonine sérique chez les chiots du groupe décédés de tout age
confondu était de 0,55 £ 0,52 ng/mL versus 0,82 £+ 0,59 ng/mL chez les chiots témoins. Cette
différence était particulierement observée a J2 avec la concentration moyenne de 0,40 + 0,34
ng/mL chez les decédes versus 0,8 + 0,7 ng/mL chez les témoins (p<0,001 ; Figure 23). Aucune

interaction entre le format racial et 1’état de santé n’a été observée dans notre étude.
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0.61
T
>6 (0.02-3.53)
Procalcitonine 0.31
D 42 (0.06-1.58)

<5
.
>6 (5-268)

CRP <5
b 38 (5-62)

M&W P = 0.0014

3.58
T >6 (0.35-25.78)
IgG 1.69
D
3 (0.29-10.38)

M&W P = 0.047 (0.124 vs Témoins-4)

412
) T 36 (25.6-60.2)
Protéines 43.1
Totales D 38 (29.6-58.2)
M&W P = 0.474
23.0
T 36 (10.0-34.0)
Albumine 24.5
D 36 (15.0-35.0)
M&W P = 0.044
1.25
T 56 (0.33-2.15)
Alb/Gb 1.51
D 36 (0.33-2.20
M&W P = 0.006

Tableau 10 : Résumé de la comparaison entre les chiots témoins (T) et décédés (D) pour les

différents parametres analysés uniquement pour J2 et en utilisant le test de Mann-Whitney
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Figure 23 : Concentration sérique de la procalcitonine en fonction de I’dge et du statut de

santé des chiots (témoins en vert (n=56 a J2, J7, J14 et J21) ; décédés en rouge (n=42 a J2,
n=13 aJ7 et n=3 a2 J14, n=0 & J21) ; n=100 ; ** p<0,01)

b. Protéine C-réactive

D’apres les analyses multivariées, la concentration de la CRP variait significativement
entre les chiots du groupe témoins et les chiots décédes (p<0,001) (Tableau 10). La
concentration moyenne totale de procalcitonine sérique chez les chiots du groupe décedés de
tout age confondu était de 8,6 + 11,5 mg/dL versus 20,8 + 32,2 mg/dL chez les chiots témoins.
Les chiots decédés présentaient une concentration en CRP statistiquement plus faible que les

chiots témoins quel qu’était leur age ou leur format racial (p < 0,01 ; Figure 24).
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Figure 24 : Concentration sérique de la CRP en fonction de [’dge et du statut de santé des

chiots (témoins en vert (n=56 a J2, J7, J14 et J21) ; décédés en rouge(n=38 a J2, n=12 a J7
et n=3 aJ14, n=0 a J21) ; n=100 ; ** p<0,01)

c. Protéines totales

D’aprés les analyses multivariées, la concentration des protéines totales variait
significativement entre les chiots témoins et les chiots décédés (p<0,006) (Tableau 10). La
concentration moyenne des protéines totales sérique chez les chiots du groupe décédés de tout
age confondu était de 41,7 £ 7,2 g/L versus 36,0 £ 7,3 g/L chez les chiots témoins. Cette
augmentation chez les chiots décédés versus témoins était particulierement observée a J7 avec
la concentration moyenne de respectivement 41,7 + 9,1g/L et 33,7 £ 7,1 g/L (p<0,01 ; Figure

25). Aucune interaction entre le format racial et 1’état de santé n’a été observée dans notre étude.
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Figure 25 : Concentration sérique des protéines totales en fonction de I’dge et du statut de
santé des chiots (témoins en vert (n=56 a J2,J7,J14 et J21) ; décédés en rouge (n=38 a J2,
n=12 a J7, n=3 aJ14 et n=0 a J21; n=100 ; ** p<0,01)

d. Albumine

D’aprés les analyses multivariées, la concentration en albumine variait
significativement entre les chiots témoins et les chiots décédés (p<0,001) (Tableau 10). La
concentration moyenne de I’albumine sérique chez les chiots du groupe décédes de tout age
confondu était de 24,2 + 5,0 g/L versus 19,6 + 3,8 g/L chez les chiots temoins. Cette
augmentation chez les chiots décédés versus témoins était particulierement observée a J7 avec
la concentration moyenne de respectivement 23,5 £ 4,6 g/L et 19,0 + 3,1 g/L (p<0,001 ; Figure

26). Aucune interaction entre le format racial et 1’état de santé n’a été observée dans notre étude.
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Figure 26 : Concentration sérigue d’albumine en fonction de l’dge et du statut de santé des
chiots (témoins en vert (n=56 a J2,J7,J14 et J21) ; décédés en rouge (n=36 a J2, n=15 a J7,
n=3 aJl4 et n=0aJ21; n=100 ; *** p<0,001)

e. Immunoglobulines G

D’apres les analyses multivariées, le taux d’IgG ne variait pas significativement entre les
chiots du groupe témoins et les chiots décédés (p = 0,124) (Tableau 10). Le taux moyen d’IgG
sérique chez les chiots du groupe décédés a J2 était de 3,4 = 3,5 g/L versus 3,9 £+ 2,6 g/L chez
les chiots témoins. Aucune interaction entre le format racial et I’état de santé n’a été observée

dans notre étude.

f.  Albumine/globulines

D’aprés les analyses multivariées, le rapport Alb/Gb variait significativement entre les
chiots du groupe témoins et les chiots décédés (p<0,001) (Tableau 10). Le rapport Alb/Gb chez
les chiots du groupe décédés de tout age confondu était de 1,4 + 0,4 versus 1,3 + 0,2 chez les
chiots témoins. Cette augmentation chez les chiots décédés versus témoins était
particulierement observée a J2 avec le rapport Alb/Gb respectivement de 1,5+ 0,4 et 1,3+ 0,3
(p<0,01 ; Figure 27). Aucune interaction entre le format racial et I’état de santé n’a été observée

dans notre étude.

75



2,5

%k %k
: T -
8 $
1,5 & Bl . —
} % g } { \ | X \ s |
o © [ 1 I |
S 1 S S 1
3 3 .
<
+ 05
o
o
Q.
g 0
0,5
-1
-1,5
2 17 J14 21

Figure 27 : Rapport Albumine/Globulines en fonction de l'dge et du statut de santé des chiots

(témoins en vert ; décédés en rouge ; n=100 ; ** p<0,01)

5. Valeurs diagnostiques des biomarqueurs étudiés

Dans cette partie les valeurs diagnostiques de chaque biomarqueurs on éte évaluées, pour
les deux groupes de chiots (témoins et decédés) sur les données obtnues a J2.

La specificité des différents tests variait entre 0 % pour les CRP et 95% pour la ALB
(Tableau 11). Tandis que la sensibilité variait entre 17 % pour les 1gG et 100% pour la PCT. Le
meilleur compromis pour les deux valeurs était observé pour la procalcitonine (Spé=4% et
Se=100%, VPP =44% et VPN = 100%) ainsi que ’albumine (Spé=95%, Se=33%, VPP = 80%
et VPN = 69%). A J2, lorsque la valeur seuil de 0,06ng/mL pour la procalcitonine est dépassée,
le risque de mortalité par une infection bactérienne est de 0%. De méme, a J2, lorsque la valeur
seuil de 0,29g/L d’albumine est dépassée, le risque de mortalité est de 80%.

Une courbe ROC a été générée pour tous les biomarqueurs (Figure 28) puis I’aire sous la
courbe (AUC) a été calculée pour chacun d’entre eux (Tableau 11). Parmi tous les
biomarqueurs, la procalcitonine a obtenu I’AUC la plus élevée (0,69). Cependant, aucun des
biomarqueurs étudiés présentait une AUC > 0,7. De méme, pour I’index de Youden (J), aucun
des biomarqueurs étudiés ne présentait un J > 0,5.

Aucun des biomarqueurs testés n’a de bonne valeur diagnostique pour la détection précoce des

infections bactériennes chez les chiots nouveau-nés.
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AUC J Seuil Se Spé VPP

Alb/Gb J2 0,67

0,36 1,49 056 0,38 0,65
e 0,28 29g/L 033 095 0,80
0,54 0,22 aag/L 047 075 0,56
0,64 0,05 854g/L 017 088 0,46
CRP J2 0,66 0,00 5 mg/dL 1,00 0,00 0,40
PCTJ2 0,69 004  006ng/mL 1,00 0,04 0,44

Tableau 11 : Valeurs diagnostiques (I’aire sous la courbe (AUC) [’index de Youden (J), le

seuil, la sensibilité (Se), la spécificité (Sp), la valeur prédictive positive et négative (VPP et

VPN)) pour chaque paramétre étudié a J2 sur 100 chiots (56 témoins et 44 décédés).

—— Ab/Gb 12

AbJ2

True positive rate

————— Prot )2

—.— |gG

—=<——CRPJ2

—=—— Procal J2

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
False positive rate

Figure 28 : Courbe ROC pour chague paramétre étudié

No discrimination
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Il. Discussion

Notre étude avait pour but d’investiguer différents marqueurs sanguins pour la détection
précoce de I’infection bactérienne néonatale chez I’espéce canine. En effet, jusqu’a présent tres
peu de chercheurs se sont penchés sur la question et trés peu d’études ont été menées sur le
sujet. L’¢tude de la procalcitonine comme biomarqueur potentiel chez les chiots n’avait pas
encore été réalisée chez le chien. Dans un premier temps, 1’utilisation d’une population témoin
afin d’établir des valeurs de références pour ces biomarqueurs a été réalisée. Puis avec les
échantillons de sérum de chiots décédés disponibles, une analyse de ces biomarqueurs a été
réalisée afin de savoir si ces biomarqueurs peuvent étre utiles dans la détection précoce du

d’infection bactérienne néonatale chez 1’espéce canine.

1. Analyse des résultats

a. Intervalles de références chiots et chiens adultes

Les intervalles de références calculés chez les chiots et ceux trouvés dans la littérature

chez le chien adulte et chez les nourrissons humains sont présentés dans le tableau 12.

Chiots J2 Chiens Adultes Nourrissons

0,03 -2,80 0,058 — 0,091 <10-20
Protéine C réactive (mg/dL) 5-227 <25-3,0 <10-20
30,9-57,3 54 - 75 28 - 44
14,9 -30,1 23-31 34 -50
0,26 — 10,26 3-18 39-17

Albumine/Globulines 0,59-1,86 0,9-1,9 -

Tableau 12: intervalles de références pour les chiots, les chiens adultes et les nourrissons

On observe que le taux de procalcitonine et de protéine C réactive chez les chiots est
nettement plus élevée que chez les chiens adultes. Les chiots nouveau-nés sont immatures.
Leur systéeme immunitaire et leurs organes le sont également. En termes de physiologie, les
chiots pourraient étre comparés aux nourrissons prématurés. Eschborn et al ont montré que pour

les enfants prématurés, le taux de procalcitonine était plus éleve que les enfants nés a termes.
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procalcitonine a également lieu quelques jours apres la naissance. Ces deux phénomeénes
pourraient expliquer les valeurs plus élevées de procalcitonine et protéine C-réactive chez les
chiots agés de 2 jours.

Les chiots regoivent les immunoglobulines de la mére en majorité par le colostrum ; une
trés faible quantité est transférée par voie placentaire. La production d’anticorps commence
apres quatre semaines de vie. Entre la naissance et cette quatriéme semaine, les anticorps
présents dans 1’organisme du chiot proviennent uniquement de la mére. C’est pourquoi certains
chiots de deux jours semblent plus carencés en immunoglobulines que les chiens adultes
(Aggouni, 2016).

Enfin les valeurs de protéines totales et albumine sont un peu plus basses que celles des

chiens adultes.

b. Les biomarqueurs

Les valeurs de procalcitonine et protéine C-réactive chez les chiots décédes sont
significativement plus faibles que chez les chiots témoins. Ces résultats ne coincident pas avec
les résultats des différentes études menées sur la procalcitonine chez le chien adulte présentant
un sepsis. En effet, la valeur de procalcitonine est significativement plus élevée dans le cas de
Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ce phénoméne. La premiere concerne I’age des chiots.
En effet, les chiots naissants immatures, on peut supposer que les organes synthétisant ces
biomarqueurs (thyroide, foie) sont trop immatures pour avoir une réponse immunitaire
comparable a celle d’un individu adulte, ne permettant pas d’utiliser ces biomarqueurs a cet
age. Une autre hypothese serait que les chiots atteint de sepsis produisent moins de ces
biomarqueurs qui augmentent de maniére physiologique quelques jours apreés la mise-bas.

Les valeurs d’albumine et du rapport albumine/globuline chez les chiots décédés sont
significativement plus hautes que chez les chiots sains. Une augmentation du taux d’albumine
chez les chiots décédés peut s’expliquer par une déshydratation dd a la pathologie associée. Le
rapport albumine/globuline augmenté est corrélé a ’augmentation de 1’albuminémie, étant
probablement un marqueur du niveau d’hydratation chez le chiot nouveau-né.

Les valeurs de protéines totales et immunoglobulines chez les chiots décédés ne montre
aucune différence significative avec les valeurs chez les chiots sains. Ce résultat confirme donc

que ’augmentation du rapport albumine/globuline est dii a I’augmentation du taux d’albumine.
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En revanche, la seule augmentation du taux d’albumine sans augmentation des protéines totales
peut indiquer qu’il ne s’agit pas d’une simple déshydratation, ou qu’elle est associée a une perte
d’autres protéines sériques. Les protéines totales et I’albumine sont des marqueurs trés peu
spécifiques mais ici, I’albumine semble avoir une valeur diagnostique intéressante mais

insuffisante.

Les biomarqueurs étudiés ici n’ont pas montré de valeur diagnostique suffisamment
intéressante pour étre utilisée. En effet, le calcul de I’aire sous la courbe ROC montre que tous
les parametres sont peu informatifs (0,5 < AUC < 0,7) ainsi que I’index de Youden (< 0,5). Ces
biomarqueurs ne sont donc pas de bons candidats pour la détection précoce du sepsis chez les
chiots 4gés de 0 a 21 jours.

Malgre tout, la procalcitonine et la protéine C-réactive sont deux biomarqueurs qui ont
déja montre leur intérét en médecine humaine. En medecine vétérinaire, leur intérét chez les
chiens adultes a été montré mais chez les chiots en période néonatale, leur utilité ne semble pas
avéree. Cependant la valeur de PCT a J2 supérieure 0,06 ng/mL semblait étre prédictive de la
bonne santé du chiot nouveau-né avec une VPN = 100%. De méme pour la valeur d’albumine

supérieure a 29 g/L avec une VPP = 80%.

2. Limites de I’étude

a. Définition du sepsis

La premiére limite a cette étude est la définition du sepsis. Le sepsis est étudié depuis
de nombreuses années en médecine humaine et de nombreuses définitions ont émergées au fil
du temps. Afin d’accorder tous les scientifiques sur ce sujet, plusieurs consensus ont été établis.
Le troisiéme et dernier consensus a été établi en 2016 et bouleverse les anciennes définitions.
La difficulté est alors de trouver des articles qui répondent aux nouveaux criteres du sepsis.

En pédiatrie humaine, la définition du sepsis telle qu’expliquée dans ce consensus n’est
pas idéale, ni adaptée. Plusieurs études ont tenté de définir le sepsis néonatal en utilisant comme
base le consensus du sepsis adulte. Pour I’instant, aucun consensus n’a été établi.

Enfin en médecine vétérinaire, et notamment en mortalité néonatale, ces définitions ne
peuvent donc pas s’appliquer. Il est impossible de transposer les définitions humaines chez
I’espéce canine concernant le sepsis. Il est donc primordial de le définir avec précision, chez le

chien mais également et surtout chez le chiot.
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Dans cette étude, afin de simplifier le sujet, le sepsis néonatal a été réduit a la définition
d’une infection bactérienne systémique. Mais pour améliorer le diagnostic du sepsis, il est
nécessaire d’en définir tous les aspects avec rigueur. L’étude du sepsis devrait donc passer dans
un premier temps par une définition universelle en fonction de I’espéce et de 1’age pour pouvoir

étudier par la suite son diagnostic, son pronostic et son traitement.

b. Population étudiée

La population sélectionnée pour cette étude fait partie d’un seul élevage multiracial. La
sélection des échantillons témoins a été réalisée de maniere aléatoire, parmi les portées n’ayant
connu aucun déces afin d’éviter tout biais de contamination mere-chiot ou chiot-chiot. Parmi
ces portées dites saines, deux a trois chiots ont été tirés au sort puis sélectionnes en fonction de
la quantité disponible de sérum afin d’éviter tout biais de sélection. La population étudiée était
limitée (100 individus, 56 témoins, 44 décédés).

La proportion de male et de femelle sélectionnés est equivalente. Seulement 14 races
sont representées dans cette étude avec une majorité de races appartenant a un grand format
racial. Le format racial moyen (M) comprends une seule race et est sous-représentée.

Les échantillons ont été prélevés en 2012 et 2013, et ont servis pour une expérimentation
antérieure. Nous pouvons donc supposer que 1’age des échantillons, leur conservation et le cycle
de congélation-décongélation qu’ils ont subi ont pu induire un biais dans les résultats obtenus.
En effet, aucune étude n’a été faite sur la durée de conservation a -20°C aussi longue que celle
pour notre étude. Outre cet aspect, tous les échantillons ont été soumis aux mémes conditions
et mémes traitements sans distinction.

De plus, le laps de temps entre les prélevements sanguins et le déces était variable dans
notre étude (entre O et 6 jours). En effet, les prélévements ont tous été effectués au 2°™ jour,
78 jour, 14°™ jour ou 21°™ jour de vie. Mais la durée entre deux prélévements pourrait étre
non suffisante pour détecter le développement d’une infection bactérienne (Iétale trés
rapidement chez les chiots nouveau-nés). On peut alors supposer que certains chiots ont été

prélevés trop tot et d’autres trop tard dans I’infection.

c. Choix des parameétres étudiés

Les parametres étudiés ont été choisis car ce sont des marqueurs de I’inflammation plus

ou moins spécifiques. La procalcitonine a été sélectionnée comme biomarqueur spécifique
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potentiel du sepsis néonatal chez I’espéce canine et non encore étudiée en médecine vétérinaire.
En effet, dans la littérature en médecine humaine, la procalcitonine est déja utilisée comme un
biomarqueur spécifique du sepsis. La protéine C-réactive est également étudiée et utilisée dans
la littérature. Enfin I’albumine, les protéines totales, les immunoglobulines et le rapport
albumine/globuline ont été choisies comme biomarqueurs non spécifiques de I’infection

bactérienne et leur valeurs usuelles sont connues chez I’espéce canine.

3. Perspectives

Afin de compléter cette étude, il serait intéressant de sélectionner des échantillons plus
récents, voire frais et en plus grand nombre. Les chiots dont le sérum serait prélevé pourraient
faire 1’objet d’un examen clinique complet et approfondi, associ¢ au dosage de différents
biomarqueurs. De plus, pour la procalcitonine, il est possible également de doser son niveau
urinaire avec le test ELISA utilisé pour doser le taux sérique, ce qui permettrait un prélevement
moins invasif pour les chiots. En revanche ce test ELISA ne permettrait pas une utilisation de
ce biomarqueur en routine et d’autres outils diagnostic devraient €tre investiguer pour une

utilisation plus facile. Une comparaison entre les niveau urinaire et sérique pourraient étre utile.

Enfin il pourrait étre intéressant d’étudier d’autres biomarqueurs, étudiés en médecine

pédiatrique humaine qui pourraient étre plus spécifiques et sensibles que les différents

Une bactériologie sur sang serait également envisageable. En effet, de nouvelles
techniques permettent une culture bactérienne plus rapide (entre 10 et 11h) voire moins selon
les especes bactériennes mises en culture. La culture a un double avantage : elle est plus précise

et elle permet de connaitre quelles bactéries sont responsable de I’infection. (BACT ALERT
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CONCLUSION

Le sepsis néonatal est une problématique actuelle importante dans le monde vétérinaire.
Il est a I’origine de nombreuses pertes dans les élevages canins et sa détection reste trop tardive
pour pouvoir intervenir de maniére efficace.

Le sepsis par sa complexité est encore mal défini en médecine humaine, et notamment
en pédiatrie. En médecine vétérinaire, il n’existe actuellement pas de consensus pour sa

définition, ce qui rend son diagnostic difficile.

L’utilisation de biomarqueurs afin de détecter précocement les signes de sepsis chez les
chiots agés de 0 a 21 jours est nécessaire. Le défi actuel est de trouver le ou les biomarqueurs
idéaux, spécifiques et sensibles, afin d’optimiser la prise en charge des chiots. La recherche de
nouveaux biomarqueurs en médecine pédiatrique est constante, et elle laisse a la médecine

vétérinaire la possibilité d’étudier les biomarqueurs déja efficaces en pédiatrie.

La procalcitonine et la protéine C-réactive sont deux biomarqueurs qui ont fait leurs
preuves en médecine humaine, aussi bien chez les adultes que chez les nourrissons. Ces deux
biomarqueurs ont également été utilisés en médecine canine, chez les adultes, et a donné des

résultats prometteurs. Ils n’ont pas donné les mémes résultats dans cette étude.

En revanche cette étude a permis de déterminer des intervalles de références concernant
les valeurs pour les parametres étudiés et de mettre en évidence la non-efficacité de I’utilisation
de procalcitonine et protéine C-réactive comme biomarqueurs du sepsis néonatal chez I’espéce
canine. De nouvelles études sont nécessaires pour améliorer la méthode d’identification des
chiots a risque d’une infection bactérienne, et notamment des prélévements de ces deux

biomarqueurs en série sont a envisager
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: Détection précoce des infections bactériennes chez le chiot nouveau-né

Résumé : La mortalité néonatale chez I’espéce canine est un enjeu majeur, avec I’un
des plus forts taux de mortalité (entre 9 et 34%) parmi les espéces domestiques. Les
causes principales de cette mortalité sont les dystocies suivies des infections
bactériennes. Le diagnostic de ces infections est souvent post-mortem. Apres avoir
défini la notion de sepsis et de biomarqueurs nous avons étudiés six parametres
(protéine  C-réactive, procalcitonine, protéines totales, albumine, rapport
albumine/globulines et immunoglobulines G) chez une population de chiots sains (56
individus) et une population de chiots décédés d’infection bactérienne (44 individus).
L’analyse statistique multivariée a permis de mettre en évidence des effets de I’age des
chiots, ainsi que du format racial sur les valeurs de ces parametres. Aucun des
biomarqueurs étudiés n’a une valeur diagnostique suffisante pour permettre le
diagnostic précoce des infections bactériennes chez les chiots. Cette étude a permis de
calculer des intervalles de références pour chacun des paramétres pour les chiots
nouveau-nes.

Mots-clés : sepsis / biomarqueur / néonatale / procalcitonine / chien

Title: Early detection of bacterial infections in the newborn puppy

Summary : Neonatal mortality in the canine species is a major issue, with one of the
highest mortality rates (between 9 and 34%) among domestic species. The main causes
of this mortality are dystocia followed by bacterial infections. The diagnosis of these
infections is often post-mortem. After defining the concept of sepsis and biomarkers,
we studied six parameters (C-reactive protein, procalcitonin, total protein, albumin,
albumin/globulin ratio and immunoglobulin G) in a population of healthy puppies (56
individuals) and a population of puppies that died of bacterial infection (44
individuals). Multivariate statistical analysis revealed effects of puppy age and breed
format on the values of these parameters. None of the biomarkers studied had sufficient
diagnostic value for early diagnosis of bacterial infections in puppies. In this study,
reference ranges for each of the parameters were calculated for newborn puppies.

Keywords : sepsis / biomarker / neonatal / procalcitonin / dog
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