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Introduction générale et problématique

Les connectivites sont un groupe de pathologies auto immunes non spécifiques d’organes
englobant le lupus érythémateux systémique, la maladie de Gougerot Sjogren, la
sclérodermie, les polymyosites, la polyarthrite rhumatoide et les connectivites mixtes. Elles
ont comme point commun, des désordres immunitaires, responsables d’altération des
composants du tissu conjonctif en divers sites anatomiques, ce qui est a 1’origine de multiples

signes cliniques [1].

A Dinverse d’une clinique variée, le marqueur immunologique de ces pathologies est la
présence d’auto anticorps anti nucléaires. La recherche et la caractérisation des ces derniers

constitue la base de I’exploration immunologique des connectivites [2].

Ces anticorps jouent un role important dans le diagnostic et le suivi de ces pathologies. En
outre, il est important de caractériser la spécificité antigénique de ces anticorps, car chaque
spécificité est associ¢e a des signes cliniques particuliers et @ une connectivite donnée. C’est
pour cela que la démarche d’exploration immunologique des connectivite est organisée en
deux étapes : Une étape de recherche ou Screening, et une étape d’identification des cibles
antigéniques si la recherche est positive [2]. A noter que la réalisation adéquate de cette

démarche nécessite des moyens qui ne sont pas toujours accessibles, notamment en Afrique.

Dans le Centre Hospitalo-Universitaire de TIZI OUZOU, I’exploration immunologique des
maladies auto immunes a commencé en 2018. Et I’exploration des connectivites constitue
I’activité majeure de la paillasse d’auto-immunité. C’est dans ce cadre que nous avons initi¢
cette ¢étude descriptive, dont [’objectif principal est d’établir un profil clinique et
immunologique des patients suivis pour connectivites, et donc de décrire leurs aspects
épidémiologiques, cliniques et immunologiques, et ceci dans le but de tirer les caractéristiques

des patients de la population locale.

La technique de Screening d’AAN de référence est I’Immunofluorescence indirecte sur
cellule HEp-2 (Human epithelium pharynx 2), avec une limite de positivité de 1’ordre de 1/80.
Alternativement, cette étape peut étre réalisée par une technique ELISA utilisant un extrait
antigénique de la cellule HEp-2, technique utilisée dans notre laboratoire. Par cette technique,
le seuil de positivité proposé par le fournisseur du réactif est 20 UA/ml, valeur de référence
décisive qui conditionne la suite de la démarche immunologique (Rendre le résultat négatif ou
réaliser I’identification des cibles antigéniques). Cependant, une valeur de référence peut

varier d’une population a une autre. Il est donc nécessaire que chaque laboratoire établisse des

1



valeurs de références qui lui sont propres. C’est ainsi que nous nous sommes propos€s pour

étudier et valider cette valeur de référence.

Objectifs

- Objectif principal : Etablir un profil clinique et immunologique des patients suivis

pour connectivites, explorés au niveau du Laboratoire De Biochimie du CHU De
TiziOuzou.

- Objectif secondaire : Validation de la valeur de référence de la recherche d’ Anticorps

anti nucléaires par technique ELISA, utilisée dans notre laboratoire.
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CHAPITRE I : GENERALITES



1. Systéme immunitaire
Le systéme immunitaire est un systeme de défense de 1’organisme des agressions internes

et/ou externes, constitué d’un ensemble complexe de composants et capable de:

e Distinguer le soi du non-soi et du soi modifié.
e Tolérer le soi et certains agents du non-soi

e Maintenir I’intégrité du corps face aux agents pathogenes externes et au soi modifié

[3].

Une dérégulation du systéme immunitaire est un des ¢léments clefs de la pathogénie de
nombreuses affections [4]. Un déficit de 'immunité favorise 1’apparition d’infections graves
et parfois d’affections néoplasiques. Inversement, un "excés d’immunité" ou une réaction
immunitaire "mal adaptée" provoque des maladies inflammatoires allergiques et auto-

immunes[4].

2. Tolérance du soi

C’est la capacité du systétme immunitaire de l'organisme a accepter la présence d'auto-

antigénes sans manifester de réaction immunitaire de défense [5].

3. Meécanismes de tolérance du soi

3.1.Tolérance centrale
Il s’agit d’une « éducation » des précurseurs hématopoiétiques de lymphocytes B et T lors de

leur maturation. Elle apparait deés le stade embryonnaire[6].

3.1.1. Mécanisme de tolérance centrale des Lymphocytes T(LT)
Se fait dans le thymus, ou les lymphocytes T acquicrent leur récepteur de reconnaissance de
I’antigeéne. La distinction par le récepteur de cellules T (TCR) des ¢éléments du soi et du non
soi résulte de deux étapes de sélection : une sélection dite « positive » et une sélection dite «

négative » [6].

3.1.1.1.La sélection positive
Concerne les thymocytes double positifs, CD4+/CD8+ et a lieu dans le cortex qui renferme
des cellules ¢épithéliales corticales thymiques. Ces derniéres expriment une variété de

complexes d’histocompatibilit¢ (CMH). Seuls les lymphocytes T qui reconnaissent des



complexes CMH-peptides survivent et se multiplient. Plus de 90% des cellules passant dans le

thymus meurent lors de cette 1¢ére étape de sélection [6].

3.1.1.2.La sélection négative

Elle concerne les lymphocytes T naifs simple-positifs CD4+ ou CD8+ et se réalise dans la
zone médullaire thymique. Les cellules épithéliales médullaires thymiques sont essentielles a
ce processus Via 1’expression du facteur de transcription Aire. Celui-ci régule I’expression de
nombreux antigénes spécifiques des tissus périphériques. Des mutations du géne codant pour
Aire sont responsables du syndrome auto-immun appelé APECED (autoimmune
polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy).

Ces antigénes sont soit directement présentés par les cellules épithéliales thymiques soit

cross-présentés par les cellules dendritiques aux thymocytes.

Les cellules qui interagissent fortement avec les auto-antigénes subissent une apoptose. C’est
ce phénomene qui permet 1’¢élimination précoce des lymphocytes T auto-réactifs de forte
affinité. Les lymphocytes T d’une affinité faible ne sont pas tous éliminés et passent dans la
circulation sanguine périphérique ce qui nécessite des mécanismes de régulation

périphérique[6—8].

du HLA par 16 TCR 2@ @
survieau 0 o0k

_ lymphocyte T

.= SS9 0
Cellule dendritique :@}c :@-:

présentatrice d'antigéne

Figure 1:faible reconnaissance = survie [6]

Aucune reconnalssance _
du HLA par le TCR @i ™

Cellule dendritique Mort du lymphocyte T

présentatrice d'antigéne

Figure 2:forte reconnaissance =mort |[6]



3.1.2. Mécanisme de tolérance centrale des Lymphocytes B (LB)

Le répertoire de cibles des lymphocytes B est modelé par sélection négative dans la moelle
osseuse. Les lymphocytes B fortement réactifs aux auto-antigénes présentés par des cellules
stromales sont soit détruits par apoptose ou subissent une réactivation de la recombinase, pour
générer une deuxieme chaine légere et changer la spécificité du récepteur (un processus

appelé receptor editing ou révision du récepteur) [9,10].

3.2.Tolérance périphérique

Les différents mécanismes de tolérance périphérique sont :

3.2.1. L’anergie

3.2.1.1.Chez les LT
Pour étre activé, un lymphocyte T doit recevoir deux signaux de la cellule présentatrice
d’antigéne activée:
Signal 1 : présentation de ’antigéne associé¢ a une protéine HLA (Human leukocyte
antigen)
Signal 2 : présence de molécules de surface, dites de co-stimulation.

Dans le cas de lymphocyte T auto-réactif, il y a absence du signal 2 sur les cellules

présentatrices d’antigénes (CPA) immatures. Donc le LT n’est pas activé [6].

ANERGIE

SIGNAL 1 : TcR/CMH-peptide

ACTIVATION

AL 2: B7/CD28

Figure 3: Mécanisme de 1’anergie [11]



3.2.1.2.Chez les LB
Les lymphocytes B matures qui rencontrent des antigénes du soi sans coopération des
lymphocytes T sont inactivés d’un point de vue fonctionnel et deviennent incapables de

répondre a cet antigéne [6].

3.2.2. L’ignorance

3.2.2.1.Antigenes du soi dans des sites privilégiés
I1 existe quelques lieux dans I’organisme, ou il n’y a pas d’infiltration par les LT grace a une
barriere tissulaire, que 1’on qualifie de sites immunologiquement privilégiés. Ces sites
comprennent le cerveau (barriére hémato-encéphalique), une partie de 1’ceil, les testicules et

I’utérus (feetus) [6].

3.2.2.2.Le self cryptique
Les épitopes cryptiques, sont ignorés du systéme immunitaire a cause de leur localisation au
sein de la molécule antigénique et vis-a-vis desquels les cellules lymphoides n’ont pas acquis

de tolérance [12].

3.2.2.3.Une concentration faible d’Ag (myocarde).

3.2.3. Role des lymphocytes T régulateurs

Dans les organes périphériques, les T régulateurs inhibent 1’activation des lymphocytes auto-
réactifs potentiellement nocifs par sécrétion des cytokines immunosuppressives (TGF-B et

IL10).

Le facteur de transcription FoxP3 est important pour la fonction suppressive des T régulateurs
naturels. Des mutations du géne FoxP3 aboutissant a sa perte de fonction entrainant chez
I’homme le syndrome d’IPEX (Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, autoimmune

Enteropathy, X-linked) [6].

4. Auto immunité

4.1.Auto-immunité physiologique

Les filtres de la tolérance qui ont éliminé les lymphocytes auto-réactifs de forte affinité
permettent la prolifération de lymphocytes B et T auto-réactifs de faible affinité, considérés

comme suffisamment tolérants pour ne pas agresser leur hote (13).



» Les auto-anticorps naturels :
Les LBla Cd5+ dérivant du foie feetal sont a I'origine d’anticorps naturels dont les
caractéristiques sont :

- Isotype IgM,

- Faible affinité

- Poly réactifs

- Ne dépendent pas d’une immunisation préalable.

- Ont un role dans les défenses contre les infections et élimination des globules rouges

sénescents [13].

4.2.Auto-immunité pathologique

Le systeme de régulation de I’auto-immunité physiologique peut étre défaillant. Il apparait
alors une auto-immunité pathologique, auto agressive, qui va aboutir au déclenchement d’une
maladie auto-immune, soit par la prolifération de LB auto agressifs, soit par la prolifération de

LT auto agressifs de forte affinité [14].

» Les auto-anticorps immuns (pathologiques)
I1s sont associés aux maladies auto-immunes et ont les caractéristiques suivantes :
- Isotype souvent IgG
- Forte affinité

- Spécifiques d’un Antigene[15].



CHAPITRE II : MALADIE AUTO-IMMUNES



1. Définition
Les maladies auto-immunes sont des maladies multifactorielles chroniques dues a une
hyperactivit¢ du systétme immunitaire a I'encontre de substances ou de tissus qui sont
normalement présents dans I'organisme, en y provoquant ainsi des dommages structurels ou

fonctionnels [14].

2. Physiopathologie des maladies auto-immunes
Les maladies auto-immunes sont d’origine multifactorielle, englobant des facteurs génétiques,

environnementaux et immunitaires [16,17].

Environmental
factors
Smoking. vitamin T,
taxins, diet, infection,
antibiotics, dysbiosis

Genetic
background
MHC. non- MHC genes
(I1.-23R, I1.-7R, NOD?2)

Auloimununily
Regulatory cell Pathogenic
(Treg- Trl) I' effector cells
numbers and (Tggl. Tyy17. TFH)

SUppression

Figure 4:les différents facteurs intervenant au cours des maladies auto-immunes [16,17]

2.1. Mécanismes de rupture de la tolérance

2.1.1. Rupture de I’ignorance

Auto-antigénes séquestrés

La libération des antigénes séquestrés lors d’un traumatisme induisent le déclenchement d’une

une réaction auto-immune [18].

Le self cryptique

Ils peuvent susciter une réaction auto-immune si, a 1’occasion d’une réaction inflammatoire,

ils se trouvent présentés par les molécules du CMH [19].



2.1.2. Rupture de I’anergie

Le mimétisme moléculaire
Certains virus présentent des épitopes identiques a ceux des auto-antigénes de l'organisme. A
I’occasion d’une infection par un microorganisme qui exprime des Ag communs avec les
auto-Ag du patient, I’organisme va déclencher une réponse immunitaire qui va détruire a la

fois cet agent infectieux mais aussi ses propres cellules [18,20].

Activation des cellules présentatrices d’antigénes par des adjuvants
Toutes ces substances qui déclenchent une activation non spécifique de la réponse
immunitaire innée inflammatoire, sont appelés des signaux « Danger » [20].
L’interféron-o. (IFN-a), utilisé notamment dans le traitement de 1’hépatite C, peut favoriser
I’activation des cellules dendritiques et des lymphocytes T auto-réactifs induisant I’émergence

de maladies auto-immunes, en particulier de thyroidite [21].

Role d’une stimulation polyclonale non spécifique
L’activation polyclonale insuffisante peut conduire a la levée de I’anergie de cellules

potentiellement auto-réactives [19].

Défaut de délétion des cellules auto-réactives :
Les mutations des genes Fas et FasL (First apoptosis signal receptor/First apoptosis signal
ligand) impliqués dans la délétion périphérique des clones T auto-réactifs sont associées a une

levée de I’anergie des lymphocytes B auto-réactifs [22].
2.1.3. Défaut des cellules T régulatrices

Dans les organes périphériques, les T régulateurs inhibent I’activation des lymphocytes auto-
réactifs potentiellement nocifs. Des déficits dans le nombre ou dans les fonctions des

lymphocytes T régulateurs ont été prouvés au cours de maladies auto-immunes [6,23].

2.2.  Facteurs génétiques
La majorit¢ des maladies auto-immunes sont polygéniques et associées a de multiples

loci[19].
2.2.1. Génes CMH

L’association entre le systétme CMH et les maladies auto-immunes est reconnue.
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e FElle peut impliquer la tolérance centrale, en influengant la sélection positive ou
négative thymique.
e FElle peut aussi intervenir au niveau périphérique par 1’aptitude de certains alleles HLA

a présenter des auto-antigeénes particuliers aux lymphocytes T[19].

Tableau 1: Geénes HLA associés aux connectivites[24-29]

Connectivite Génes HLA

Lupus Erythémateux disséminé (LED) DR2, DR3
Polymyosite, Dermatomyosite DQAI1

Polyarthrite rhumatoide DR3

Sclérodermie systémique DR3, DR4, DR1
Syndrome Goujerot- Sjégren HLA B8, HLA Dw3
Connectivites mixtes DR4

2.2.2. Autres génes non-CMH

v' Les déficits homozygotes en certaines protéines du Complément (Clq, C2 et C4) sont
fortement associés au développement du lupus érythémateux systémique [30]
v Les polymorphismes des génes codant des cytokines, ou des récepteurs au Fc des

immunoglobulines [18].

2.3. Facteurs environnementaux

- Tabac [31]
- Consommation de sodium [32]

- Traumatismes : entraine une rupture d’un site immun privilégié [18]

- Régime alimentaire: consommation de bl¢ et de lait [33-35].
- Déficit en vitamine D [36]

- Lasilice [18]

- Les rayons Ultra Violets [18]

- Adjuvants. [20]

- Les facteurs exogenes infectieux [20] :

e Réactivité croisée entre un antigéne viral et un auto-antigéne
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L’homologie structurale entre les antigénes infectieux et les auto-antigénes est susceptible de

déclencher une réaction auto-immune vis-a-vis des antigénes du soi. [37]

Exemple : la réaction croisée entre le streptocoque et le myocarde responsable du rhumatisme

articulaire aigu.

- (‘ : e ,1 ; ICAM-1 _—— LFA-I
) L i Y
i o> % Macrophage J &
o g Bt
Bl 301
Mimétisme moléculaire OgpA F LFA-1 — Activation lymphocytaire — Fédactivité anti-LF A-1

e ——EM_EJ:;-AI[.FA-I
( Macrophage \lI{LA{‘D"; TCR . T-cell

@HL&Q} TR @

e

Rupiure de
la tolérance

Figure 5: réaction croisée entre un antigéne viral et un auto —antigéne [37]

e Role de super antigéne

Le super antigéne se lie au domaine VP du TCR, une région variable du peptide B. Il peut
stimuler toutes les cellules T portant la désignation particuliere VB, donc stimuler 20 a 30%

du nombre total de lymphocytes T chez un individu.

Une stimulation de I’expansion non spécifique d’un seul clone mais du domaine Vf amplifie
le clone qui manifeste une réactivité croisée envers un antigéne endogene et engendre une

perte de tolérance du soi [38].

Role indirect (""bystander'")
Relargage important d'auto-antigénes par les tissus infectés par le virus.

Modifications de facteurs locaux dans le tissu infecté par le virus.

AN NI

Sécrétion d’interféron de type 1 suite a la stimulation des récepteurs de I’immunité
innée (Toll-like) récepteurs qui va stimuler I’immunité adaptative.

v Fixation par le virus de certains composants du soi devenant ainsi
immunogenes [37].

— Meédicament
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Un certain nombre de médicaments et d’agents chimiques sont incriminés dans les
maladies auto-immunes et en particulier dans le LES. Ce sont notamment, le procainamide

(un anti-arythmique), I’hydralazine (un anti-hypertenseur) et le 5-azacytidine [14].

— Les facteurs neuro-endocriniens

e Le stress

Au cours du stress, les glucocorticoides et les catécholamines libérées par 1’axe hypothalamo-
hypophysaire vont modifier 1’équilibre des balances cytokiniques des cellules auxiliaires
(Thelper) Th1/Th2 et Th17/Treg (T régulateur) et étre a I’origine d’une inhibition de
I’immunité cellulaire, d’une diminution de la tolérance immunitaire et d’une stimulation de

I’immunité humorale [39].

e Les hormones sexuelles

Les maladies auto-immunes s’observent préférentiellement chez la femme et a tout age.

Chez la femme, ces maladies sont retrouvées en période d’activité ovarienne ; alors que le
syndrome de Gougerot Sjogren s’observe surtout dans la période de la ménopause [14].

Les hormones exogeénes, que ce soit la pilule contraceptive ou le traitement hormonal
substitutif sont impliqués dans le développement des maladies auto-immunes [40].

— Autres facteurs

Certaines maladies auto-immunes sont d’origine néoplasique (expression de néo auto-

antigenes liée aux évenements oncogenes) [18]

3. Mécanismes lésionnels au cours des maladies auto-immunes
Des réactions d'hypersensibilité sont impliquées dans le développement des Iésions au cours
des maladies auto-immunes : on distingue trois types d’hypersensibilités : HSII, HSIII et

HSIV [41].
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Tableau 2: Réactions d’hypersensibilité intervenant dans le développement des

maladies auto-immunes [41]

Réaction Auto- Maladie auto-immune
Meécanisme lésionnel

d’hypersensibilité  antigéne associée

Production d’IgG(et IgM) par les  -Anémie auto-immune

LB, qui se lient a ces Ag hémolytique
cellulaires entrainant la destruction
des cellules par activation du “purpura
HSII . . . thrombopénique auto-
Antigéne systeme du complément et/ou par
Hypersensibilité _ o immun
cellulaire opsonisation des cellules
cytotoxique )
phagocytaires

-Myasthénie gravidis
cytotoxiques(monocytes et

macrophages, lymphocytes tueuses -Syndrome de

naturelles NK).[42] goodpasture

Formation et dépot de complexes

HSIIT immuns(CI) 4 Ac de type IgM ou -Lupus érythémateux
hypersensibilite Antigéne IgG. Ces CI entrainant la systemique
semi-retardée soluble destruction des cellules par .

-cryoglbulinémie mixte

activation du systéme du

essentielle
complément.
Cytotoxicité résultant du
recrutement et de l'activation de  -Polyarthrite rhumatoide
HSIV Antigéne cellules effectrices (monocytes, ‘
) -Diabete
hypersensibilité  cellulaire =~ macrophages, lymphocytes T etc) )
_ insulinodépendant
retardée ou soluble  sous l'effet cytokines secrétées par
les lymphocytes T activés par -Sclérose multiple
I’antigéne
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4. Classification :
Les maladies auto-immunes (MAI) peuvent étre schématiquement divisées en maladies auto-
immunes spécifiques d’organes ou tissus et maladies auto-immunes non spécifiques d’organes

ou tissus encore appelées maladies systémiques [43].

Tableau 3: classification des maladies auto-immunes

Maladies auto-immunes spécifiques Maladies auto-immunes systémiques

d’organe
1) Glandes endocrines : 1) Connectivites
- Thyroidites (Basedow, Hashimoto) - Le lupus érythémateux disséminé
- Diabete type 1 - La polyarthrite rhumatoide
- Maladie d’Addison - Le syndrome de gougerot sjogren
2) Foie et tube digestif : - Sclérodermie systemique

- Hépatopathie auto-immune - Polymyosite et dematomyosite

- Entéropathies inflammatoires - Connectivites mixtes [1]
- Maladie coeliaque 2) Vascularites a ANCA

- Maladie de biermer 3) Syndrome des anti-phospholipides
3) Systéme neuromusculaire

- Sclérose en plaque

- Myasthénie

- Neuropathie auto-immune

4) Autres : uvéite, vitiligo... [43]

4.1. Maladie auto immune spécifique d’organe

La cible de la réponse immune dans ce type de MAI est un auto antigéne d’expression

restreinte a un organe ou un tissu.[44]

15



4.2. Maladies auto immune non spécifique d’organe

La cible de la réponse immune est un auto antigéne ubiquitaire aboutissant a une maladie
systémique avec des atteintes diffuses et polymorphes [45]. Elles sont classées en trois

catégories :

4.2.1. Les vascularites a ANCA

Elles se caractérisent par 1’existence d’une inflammation de la paroi vasculaire intéressant
préférentiellement les vaisseaux de petit calibre (petites artéres, artérioles, capillaires et
veinules) et comprennent la granulomatose avec polyangéite (GPA) (anciennement
dénommée granulomatose de Wegener), le syndrome de Churg et Strauss (SCS) et la
polyanggite microscopique (MPA) [46].

Les anticorps anti-cytoplasme des neutrophiles (ANCA) sont dirigés contre des antigénes
cytoplasmiques des neutrophiles et des monocytes. Leurs présence est fortement associée aux
vascularites. La principale cible des ANCA cytoplasmiques (c-ANCA) est la protéinase 3
(PR3). Cependant l'antigéne dominant des ANCA périnucléaires (p-ANCA) est la
my¢loperoxydase (MPO)[47].

Tableau 4: Vascularites associées a leurs ANCA [48]

Vascularite 8 ANCA Auto-Anticorps
Granulomatose de Wegener (GPA) c-ANCA anti PR3
Polyangéite microscopique (MPA) p-ANCA anti MPO

4.2.2. Syndrome des anti phospholipides (SAPL)
Il est défini par 1’association de manifestations thromboemboliques et/ou obstétricales et
d’anticorps anti phospholipides détectables sur au moins 2 prélevements espacés de plus de 12
semaines (conférence de consensus de Sydney de 2005).
Ces auto-anticorps sont les anticoagulants circulants lupiques (ACC), les anticorps anti

cardiolipine (ACL) et les anticorps anti-béta2 glycoprotéine de type I (anti-B,GPI). [49]
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5. Les connectivites
Connues auparavant sous le terme de collagénose. Actuellement, le terme
de connectivite est généralement plus employé et dérive de la terminologie

anglaise connective tissue diseases [1].

C’est un groupe de maladies qui ont comme point commun des désordres immunitaires

responsables d’altération des composants du tissu conjonctif en divers sites anatomiques

[50].
Elles regroupent :

- Le lupus érythémateux disséminé
- La polyarthrite rhumatoide

- Le syndrome de gougerot sjogren
- Sclérodermie systemique

- Polymyosite et dematomyosite

- Connectivites mixtes [1].

5.1. Le lupus érythémateux disséminé (LED)
Le mot « lupus » (loup en latin) fait référence a 1’aspect caractéristique, en forme de masque,
de I’atteinte du visage. Le terme « Erythémateux » (rouge en grec) traduit la couleur rouge de
I’éruption cutanée. [51]
Il s’agit d’une maladie systémique d'étiologie multifactorielle dotée d’un grand
polymorphisme clinique et caractérisée par la production d’une grande variété d’auto

anticorps dont certains ont un rdle pathogeéne direct [52].

5.1.1. Physiopathologie
Les complexes immuns initient les 1ésions tissulaires.
1. Une apoptose anormale ou excessive et/ou une diminution de la clairance des corps
apoptotiques induisent une exposition, anormale et prolongée des antigénes nucléaires.
2. Ceci conduit a une rupture de tolérance et une hyper réactivité lymphocytaire T et B
aboutissant a la production d’auto-anticorps.
3. Les auto-Anticorps se fixent aux auto-Ag dans la circulation ou dans les tissus pour

former des complexes immuns (CI) ;
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Les CI activent la voie classique du complément (C1q)

La cascade du complément libére des facteurs chimiotactiques qui recrutent les
macrophages, les polynucléaires neutrophiles, les cellules dendritiques et les
lymphocytes qui induisent I’inflammation tissulaire ;

Les CI activent les cellules dendritiques plasmacytoides par le biais des récepteurs de
type Toll-like receptors( TLRs) et des récepteurs pour le fragment Fc des I1gG avec la
production de cytokines pro-inflammatoires : I’IL-8, Tumor necrosis factor (TNF) et
I’interféron alpha( IFN-o) qui joue un rdle important dans la physiopathologie du
lupus [53].
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Figure 6:schéma explicatif de la physiopathologie du LED [53]

5.1.2. Clinique

Signes généraux

La fiévre est le signe le plus fréquent (50 a 80 % des cas). Elle s’accompagne de fatigue de

facon constante, et parfois de perte de poids [54].

Manifestations cutanées

Elles prédominent sur les zones exposées en raison de leur fréquente photosensibilité [54].

Le lupus cutané aigu avec érythéme malaire (vespertilio) [54].

Le lupus cutané subaigués Il peut prendre deux aspects : un aspect papulosquameux

psoriasiforme et un aspect annulaire polycyclique [54].
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Le lupus cutané chronique est dominé par les lésions de lupus érythémateux discoide,
plaques érythémateuses circonscrites, uniques ou multiples, progressant vers la périphérie,

d’aspect papulo- squameux, évoluant vers 1’atrophie et la dyschromie [54]. (ANNEXE I)

Figure 7: vespertilio : éruption érythématosquameuse en ailes de papillon [55]

e Manifestations articulaires
Il s’agit d’arthralgies migratrices des petites articulations (doigts et poignets) (25 %), assez
souvent d’arthrites (65 % des cas) avec parfois un véritable tableau de polyarthrite qui se
différencie de la polyarthrite rhumatoide par 1’absence de synovite importante et surtout
d’érosions osseuses [56].

e Manifestations musculaires

Myalgies assez fréquentes, myosites confirmées histologiquement, beaucoup plus rares.[57]

e Manifestations rénales
Dominées par les atteintes glomérulaires et accessoirement une atteinte vasculaire ou
tubulointerstitielle, elles constituent la deuxieéme cause de mortalité de lupus érythémateux
systémique[54] .Elle survient souvent au cours des premicres années d’évolution.

Dans les formes sévéres, 1’évolution peut se faire vers une insuffisance rénale [56].
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e Manifestations neuro-psychiatriques
Les atteintes neurologiques constituent la troisieme cause de mortalité du lupus apres les

complications infectieuses et I’atteinte rénale.[55]

e Manifestations cardiaques
Péricardite, myocardite inflammatoire rare, insuffisance cardiaque troubles du rythme ou de la
conduction et atteinte valvulaire fortement associée a la présence d’antiphospholipides (APL).
[55]

e Manifestations vasculaires
Phénomene de Raynaud ,Hypertension artérielle ( HTA), Thromboses : fortement liées aux
APL [58].

e Manifestations respiratoires
Pleurésies, hypertension artérielle pulmonaire (HTAP), hémorragie intra-alvéolaire rare,
toux, dyspnée, hémoptysie, opacités alvéolaires (parfois poumon blanc), déglobulisation,

liquide broncho-alvéolaire (LBA) rosé et sidérophages.[58]

e Manifestations ophtalmologiques

Syndrome sec oculaire, vascularite rétinienne occlusive rare liée dans pres de 70 % des cas a

la présence d’anticorps anti-phospholipides. [59]
e Manifestations hépatogastro-entérologiques

Une vascularite mésentérique, une entéropathie exsudative, une pancréatite aigué ou

chronique (exceptionnelle), des sérites et/ou ascites aigués [60].

L’atteinte hépatique est classiquement rare, avec une hépatomégalie dans 10 a 30 % des cas,

un ictére dans 3 % des cas, souvent lié¢ a une hémolyse.[55]

5.1.3. Biologie
e Syndrome inflammatoire
- En cas de poussées de la maladie : accélération de la vitesse de s€dimentation (VS).

- La CRP (Protéine C réactive) : peu €levée sauf en cas d'infection concomitante [61].
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e Bilan rénal

En cas d’atteinte rénale : élévation de la créatinine sanguine, protéinurie, hématurie et
leucocyturie [62]
e Auto-anticorps
- Les anticorps antinucléaires (ANA) : dirigés contre toute structure du noyau (acides
nucléiques, protéines ou complexes formés des deux), titre €levé constant mais peu
spécifique. Il a un intérét uniquement pour le diagnostic.
- Anticorps anti-ADN natif double brin (ADNdb) : moins fréquent (60-85 %) mais tres
spécifique, indicateur de 1’activité du lupus. Il a un intérét pour le diagnostic et le
Suivi.
- Anticorps anti-Sm (Smith) dirigés contre une famille de ribonucléoprotéines, peu
fréquents (20 %) mais tres spécifiques ;
Autres anticorps : anti-SSA (Anti-Sjogren’s Syndrome A), anti-SSB (Anti-Sjogren’s
Syndrome), anti-RNP (anti-ribonucléoprotéines), anticoagulant circulant(ACC), anti--

plaquettes, facteur rhumatoide (FR), cryoglobuline. [63]

e Complément

- une « hypocomplémentémie » : elle touche essentiellement la premicre partie de la
voie classique dans ses fractions Clq, C4 et C2. Elle est due soit a un déficit génétique
ou bien a I’hyperconsommation pendant les poussées de la maladie lupique.[64]
e Troubles hématologiques

> Une anémie, le plus souvent inflammatoire, est présente lors des poussées. Une
anémie hémolytique auto-immune a test de Coombs IgG-complément, parfois
révélatrice, est rencontrée dans 5 a 10 % des cas.

> Une leucopénie modérée.

> Une thrombopénie périphérique parfois responsable d'un syndrome hémorragique

cutanéo-muqueux, plus rarement viscéral. [61]
5.1.4. Diagnostic

Des critéres ont été définis en 1982, et révisés en 1997 par 1'« American College of

Rheumatology », pour le diagnostic de la maladie lupique.
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Tableau S:critéres de diagnostic du LED (1992, modifié en 1997)

. Eruption malaire en aile de papillon

. Eruption de lupus discoide

. Photosensibilité

. Ulcérations buccales ou nasopharyngées
. Polyarthrite non érosive

. Pleurésie ou péricardite

N O W AW N =

. Atteinte rénale :
e protéinurie > 0,5 g/24h
e ou cylindres urinaires
8. Atteinte neurologique
9. Désordres hématologiques :
e anémie hémolytique avec hyper-réticulocytose
e ou leucopénie < 4000/mm3
e ou lymphopénie < 1500/mm3
e ou thrombopénie < 100 000/mm3
10. Désordres immunologiques :
e présence d’anticorps anti-ADN natif
e ou présence d’anticorps anti-Sm
e présence d’un anticorps anti-phospholipides (Ac IgG ou IgM anti-
cardiolipine ou anticoagulant lupique ou sérologie syphilitique
dissociée : VDRL+ (Veneral Disease Research Laboratory), TPHA-
(Treponema Pallidum Hemagglutination)

11. Présence d’un titre anormal d’anticorps antinucléaires

I1 est admis qu'au moins 4 critéres doivent étre présents chez un patient pour que le diagnostic
puisse étre établi avec certitude. [54]
De nouveaux critéres, en cours de validation, ont été établis en 2018 pour le diagnostic de

lupus. (ANNEXE 1IT)
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5.2. La Polyarthrite Rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide (PR) est la plus fréquente des rhumatismes inflammatoires
chroniques. Elle se caractérise par une inflammation chronique des petites et moyennes
articulations pouvant conduire a leur destruction.[65,66]

5.2.1. Physiopathologie
L’inflammation semble étre la résultante de dysfonctionnements du systéme immunitaire,

mettant en jeu aussi bien I’'immunité cellulaire qu”humorale.

- Un antigéne serait présenté aux lymphocytes T CD4+ par les molécules du systéme HLA de
classe II. Ces lymphocytes sécrétent alors I’interféron y (IFN-y) et I’interleukine 2 (IL2). La

localisation exacte de cette interaction pourrait étre a distance de 1’articulation [67].

- Recrutement des lymphocytes, T et B, des monocytes et des polynucléaires neutrophiles et
déclenchement d’une cascade d’activation des autres cellules immunitaires dont les cellules
synoviales (macrophages synoviaux, fibroblastes, cellules dendritiques) qui vont sécréter de
nombreuses cytokines des métalloprotéases (MMPs) et également des prostaglandines (PGE2)

responsables des Iésions articulaires [68].

- L’activation des synoviocytes conduit au phénomene auto-entretenu de prolifération
synoviale non compensée par l’apoptose ,et a la formation du pannus qui résulte de
I’accrochage de synoviocytes et de lymphocytes au cartilage grace a des molécules

d’adhésion [67].

- Les chondrocytes jouent également un role actif. Une hyperplasie des chondrocytes est

observée, avec augmentation des lacunes périchondrocytaires.[67]

Malgré les processus réparatifs mediés par le facteur de croissance transformant (TGFp),
L’IL10 et I’inhibiteur de métalloprotéases matricielles (TIMP), la compensation du processus

de destruction est généralement insuffisante [67]

5.2.2. Clinique

e Atteinte articulaire : La polyarthrite rhumatoide débute sous forme de :

- Oligoarthrite distale : (sans signe extra articulaire ou axial associé) touchant les
poignets, les articulations métacarpophalangiennes ou inter phalangienne et parfois les

avants pieds. [69]
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- on note au doigt, un aspect caractéristique de « fuseau » ; au poignet une tuméfaction avec

parfois, ce qui est évocateur, une ténosynovite cubitale. [69] (ANNEXE I)

Figure 8:atteinte des articulations metacarpophalangienne au cours de la PR [70]

Polyarthrite aigiie fébrile.

D’autres modes de début existent mais sont rares tels que 1’atteinte rhizomelique touchant les

hanches et les épaules.

D’autres modes de début sont possibles mais plus rares. [69]

Les manifestations extra articulaires

Elles traduisent le caractére systémique de la maladie rhumatoide qui peut toucher de

nombreux tissus.

7
L X4

Manifestation cardiaque : Péricardite, atteinte de 1’endocarde, I’insuffisance
aortique...etc.Le risque cardiovasculaire de la PR représente le premier facteur de
mortalité de cette maladie [69].

Vascularite rhumatoide : Les Iésions atteignent surtout les artérioles, parfois aussi
les veinules, avec des manifestations cutanées qui sont pratiquement constantes [69].
Atteinte oculaire et oto-rhino-laryngologique : la sclérite «blanc de 1’ceil »,
I’épisclérite et I’atteinte de cartilage laryngé [69].

Atteinte rénale : D’origine iatrogene, secondaire a une amylose, la glomérulonéphrite
...etc. [69].

Manifestations dermatologiques : I’érythéme vermillon des paumes des mains, le

syndrome des ongles jaunes, le phénomene de Raynaud [69].
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% Syndrome de Gougerot-Sjogren : Le syndrome de Gougerot-Sjogren secondaire a la
PR est plus bénin que le syndrome de Gougerot-Sjogren primitif [69].
5.2.3. Biologie
¢ Bilan inflammatoire
» Un syndrome inflammatoire non spécifique dans 90% des cas. (mesure de la VS et
dosage de la CRP) [69].
> Anémie modérée d’origine inflammatoire [69].
e Auto-anticorps
» Facteur rhumatoide
Les FR constituent une famille hétérogene d’auto-Ac qui ont en commun de reconnaitre la
partie Fc des IgG [71].
Au début de la PR, la recherche du FR est classiquement souvent négative et se positiverait
secondairement. Cependant plusieurs études de cohortes récentes retrouvent une positivité
¢levée dés le début de la maladie. La présence d’un taux significatif de FR a ce stade est un
¢lément de mauvais pronostic[69].
Sa spécificité est de 75 a 85 % et sa sensibilité¢ de 70 a 80 % [72].
> Anticorps anti- protéines citrullinées (ACPA) ou anti-peptides cycliques
citrullinés (anti -CCP)
Les anti-CCP sont précoces, extrémement spécifiques (> 95 %) et leur sensibilité est de
l'ordre de 60 a 70 % dans les PR de moins de 6 mois. Ils auraient une valeur prédictive, le titre
d'anticorps étant corrélé a la sévérité de la maladie[69].
5.2.4. Diagnostic
La premicre étape de cette démarche est la confirmation d'au moins une synovite par le
médecin, puis ce dernier doit éliminer les autres diagnostics qui pourraient mieux expliquer
les synovites. On utilisera en suite les critéres de classification de «American college of

rheumatology” et de “European league against rheumatism” (ACR/EULAR 2010). [72]
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Tableau 6: les critieres de classification ACR/EULAR de la polyarthrite rhumatoide [72]

Critére Score

A. Atteinte articulaire

1 grosse articulation 0
2 —10 grosses articulations 1
1 — 3 petites articulations 2
4 — 10 petites articulations 3
>de 10 articulations (avec au moins une petite articulation) 5
B. Sérologie
FR et ACPA négatifs 0 0
FR ou ACPA faiblement positifs (<3 N) 2
FR ou ACPA fortement positifs (> 3 N) 3
C. Marqueur d’inflammation aigué
CRP et VS normales 0
CRP ou VS anormale 1
D. Durée des symptomes
< 6 semaines 0
> 6 semaines 1

Un score supérieur a 6 permet de classer le patient comme atteint de la PR




5.3. Syndrome de GOUGEROT-SJOGREN

Le syndrome de Gougerot Sjogren maintenant appelé¢ syndrome de Sjogren (SS) est une
maladie auto-immune caractérisée par une infiltration lymphoide des glandes salivaires et
lacrymales responsable d'une sécheresse buccale et oculaire (Syndrome sec), et par la
production de différents auto-anticorps .L'infiltration lymphoide peut intéresser d'autres

organes (43).

5.3.1. Physiopathologie
Le processus pathogénique de cette maladie est complexe, multifactoriel et implique
différentes molécules et cellules du systeme immunitaire [73]. Il pourrait étre résumé avec la

succession d’étapes suivantes :

- Activation des cellules épithéliales glandulaires (salivaires, lacrymales...) avec
surexpression de molécules de costimulation CD80/CD86 entrainant une infiltration
lymphocytaire composée majoritairement de lymphocytes T (surtout des LT CD4 et
aussi des LT CDS).

- Recrutement des cellules immunitaires, notamment les cellules dendritiques
(productrices d’IFN) et les LB.

- Activation des cellules immunitaires notamment des LB, ce qui aboutit a la production
de plasmablastes et localement des auto-Ac anti-SSA et anti-SSB.

- Destruction des cellules épithéliales [74].
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Prédisposition génétique : polymarphisme
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Figure 9: schéma récapitulatif de la physiopathologie du SS [74]
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5.3.2. Clinique
e Atteinte ophtalmique

La xérophtalmie : Elle se caractérise par une diminution de la sécrétion de larmes. Cette
hyposécrétion lacrymale peut étre source de complications ophtalmologiques : blépharite,

beaucoup plus rarement ulcérations de la cornée.[75][76] (ANNEXE I)

e Atteinte buccale

Xerostomie : La diminution de la sécrétion de salive favorisant la survenue de caries
précoces et d’infections buccales notamment a candida. Une inflammation chronique des
glandes salivaires peut étre responsable de tuméfactions des glandes salivaires principales et

notamment de la parotide. (ANNEXE 1)
Le syndrome sec peut également concerner les muqueuses nasales, vaginales, et la peau[75].
® Manifestations extraglandulaires systémiques

Hormis une importante fatigue qui peut étre extrémement invalidante et d'explication
difficile, l'atteinte articulaire, le phénomeéne de Raynaud, l'atteinte pulmonaire, 1’atteinte
rénale essentiellement tubulaire, la neuropathie périphérique, des adénopathies et de la fievre

peuvent se rencontrer au cours du SS[77].

5.3.3. Biologie

e Bilan inflammatoire

- Elévation de la vitesse de sédimentation.
- Hypergammaglobulinémie polyclonale[76].
¢ Bilan hématologique : une leuco-lymphopénie,

e Bilan urinaire

Le bilan initial retrouve parfois un pH alcalin, di a une acidose tubulaire. Plus rarement, une

protéinurie et une micro-hématurie qui doivent faire rechercher une atteinte rénale[76].

e Auto-anticorps
- Anti-SSA (Ro) dirigés contre diverses ribonucléoprotéines (dont les deux principales
ont des poids moléculaires de 52 et 60 kD)
- Anti-SSB (La) reconnaissant une phosphoprotéine de 48— 52 kD qui pourrait étre une

protéase (ARN polymérase III) associée a certaines formes d’ARN.
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Ces auto-anticorps, quel que soit leur taux, constituent le seul critére biologique parmi les

critéres diagnostiques de 1’American European Consensus Group(AECG). Ils ne sont pas

spécifiques au SGS. A I’inverse, leur absence n’exclut pas un SGS. [63,76]

5.3.4. Diagnostic

Les CRITERES CONSENSUELS EUROPEANO-AMERICAINS DU SYNDROME DE

SJOGREN adoptés par la communauté médicale internationale en 2002 sont les criteres les

plus utilisés jusqu’a présent dans la pratique clinique quotidienne. Ils reposent sur des criteres

cliniques subjectifs et objectifs ainsi que des critéres paracliniques immunologiques et

histologiques [78,79].

Tableau 7: critéres consensuels europeano-americain du SS 2002

1. Symptomes

oculaires

Au moins un des 3 critéres ci-dessous :

- sensation quotidienne, persistante et génante d'yeux secs depuis
plus de 3 mois.

- sensation fréquente de "sable dans les yeux"

- utilisation de larmes artificielles plus de 3 fois par jour

2. Symptomes

buccaux

Au moins un des 3 critéres ci-dessous :

- sensation quotidienne de bouche séche depuis plus de 3 mois

- a I'age adulte, épisodes récidivants ou permanents de gonflement
parotidien

- consommation fréquente de liquides pour avaler les aliments secs

3. Signes objectifs

d’atteinte oculaire

Au moins un des 2 tests ci-dessous positifs :
- test de Schirmer < 5 mm/5 minutes
- Score de Van Bijsterveld > 4 (aprés examen au vert de

Lissamine)

4. Signes objectifs

d’atteinte salivaire

Au moins un des 3 tests ci-dessous positifs :
- scintigraphie salivaire
- scintigraphie parotidienne

- flux salivaire sans stimulation < 1.5 ml/15 minutes (0,1 ml/mn)

5. Signes histologiques

Sialadénite avec focus score > 1 sur la biopsie de glandes salivaires
accessoires. (focus score = nombre de foyers par 4 mm2 de tissu
glandulaire, un foyer étant défini par I’agglomérat d’au moins 50

cellules mononucléées)

6. Autoanticorps

- Présence d’Anticorps anti-SS-A (Ro) ou anti-SS-B (La)
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Le diagnostic de syndrome de Sjogren primitif : est port¢ devant : la présence de 4 sur 6
critéres avec présence obligatoire du critére 5 (histologie) ou du critére 6 (sérologie) ou la
présence de 3 des 4 critéres objectifs (criteéres 3 a 6).

Le diagnostic de syndrome de Sjogren secondaire : est porté¢ devant la présence du critere 1

ou 2 associé a deux des critéres 3, 4, et 5[78].

5.4. Sclérodermie systémique
La sclérodermie (ScS) est une maladie caractérisée avant tout par le durcissement de la peau.
Elle existe sous plusieurs formes : soit la maladie ne touche que certains endroits de la peau
donc elle est localisée, soit elle n’est pas circonscrite et atteint également les organes internes
c’est une sclérodermie systémique (ScS) [80].

5.4.1. Physiopathologie
La physiopathologie est caractérisée par trois €léments principaux, une dysrégulation
immunitaire, une microangiopathie et une fibrose.
Une agression vasculaire engendre une activation des cellules endothéliales vasculaires qui
conduit a :

- L’expression de molécules d’adhésion favorisant le recrutement de cellules
inflammatoires.

- La perturbation du contréle du tonus et de la perméabilité vasculaires, dont 1’origine
est un exceés de synthése d’endothéline (vasoconstricteur puissant) et une moindre
production de monoxyde d’azote et de prostacyclines [81].

- Un épaississement de la paroi des vaisseaux sous 1’action de molécules pro-fibrosantes
(TGF-B, Connective tissue growth factor ( CTGF), platelet-derived growth factor (
PDGF) et différentes autres cytokines et chémokines (monocyte chemo-attractant
protein 1 (MCP1), IL-1, 4, 6, 13 et TNFa)) qui stimulent la prolifération des cellules
musculaires lisses et la synthése de composants de la matrice extracellulaire (MEC)
provoquant une fibrose vasculaire [81,82].

- Une raréfaction capillaire par 1’oblitération des petits vaisseaux et une altération des
mécanismes compensatoires : 1’angiogenése (croissance compensatrice de nouveaux
vaisseaux a partir des vaisseaux résiduels) et la vasculogenese (formation de nouveaux

vaisseaux de novo) [81,82].
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Par ailleurs, on observe une fibrose, une des caractéristiques les plus importantes de la SSc, au

niveau de la peau, des poumons et d'autres organes, caractérisée par un dépot excessif de

matrice extracellulaire.

Son origine est une activation transitoire des fibroblastes.

Le TGF-B est un stimulateur trés important de ce phénomeéne. De plus, il inhibe la
dégradation de la matrice extracellulaire en diminuant la synthése des
métalloprotéinases (MMP) et en augmentant la synthese des inhibiteurs des MMP[82].
Les molécules pro-fibrosantes responsables de microangiopathies y sont en paralléle
incluses [82].

Des anticorps dirigés contre les fibroblastes ont le potentiel de les activer et d'étre

impliqués dans la pathogénie de la SSc [81,82].

5.4.2. Clinique

Le phénoméne de Raynaud Chez les patients sclérodermiques, 95 % en sont atteints
[83].

Atteinte cutanée :

- L’épaississement cutané, marqué au niveau des doigts réalisant une sclérodactylie (doigts

boudinés, éventuellement scléreux, luisants

- Anomalies de pigmentation de la peau, avec la possibilit¢ d’une hyperpigmentation

quelquefois spectaculaire, ou de plages dépigmentées, qualifiées de « pseudo-vitiligo ».

- Télangiectasies. [84] (ANNEXE I)

Figure 10: mains en griffe avec des lésions dépigmentées de la face dorsale des doigts

chez une patiente sclerodermique [85]
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s Atteinte digestive
- Dysfonctionnements des muscles cesophagiens causant des régurgitations et des brilures.
- Troubles de la motilit¢ intestinale pouvant causer une dénutrition grave qui pourra
nécessiter le recours a une alimentation parentérale[83].
% Atteinte pulmonaire
- Hypertension artérielle pulmonaire
- Fibrose pulmonaire[86].
s Atteinte cardiaque
- Myocardiopathie sclérodermique.
- Péricardite.
- Insuffisance cardiaque secondaire a I’augmentation de la pression dans les artérioles
pulmonaires.[87]
¢ Atteinte musculo-squelettique
- Myalgies
- Arthralgies
- Myopathie inflammatoire
- Calcinoses sous cutanés, le plus souvent au niveau de la pulpe des doigts[87].

% Crise rénale sclérodermique : Elle se manifeste par une hausse subite et trés marquée

L)

de la tension artérielle, et par une insuffisance rénale[88].

5.4.3. Biologie

¢ Bilan inflammatoire : sydrome inflammatoire non spécifique.[80]

e Auto-anticorps :

- Anticorps anti-topoisomérase I appelé aussi anti-Scl70 : 1l s’agit d’anticorps dirigés
contre la topo-isomérase de type 1, dont le poids moléculaire est de 86 a 100 kD. Ils
s’observent dans 34 a 70 % des sclérodermies diffuses dont ils sont hautement
spécifiques.

- Anti-SSB (anti-ARN polymérase III).

- Anti-centroméres : Ils se rencontrent essentiellement au cours du syndrome de CREST

(sclérodermie systémique localisée) (80 a 100 % des cas) [63]

5.4.4. Diagnostic

Dés le stade de 1’évaluation initiale, la plupart des patients valident les critéres de

classification EULAR/ACR 2013 : [89]
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Tableau 8:criteres de classification ACR-EULAR de la sclérodermie systémique 2013
[89]

Domaine Criteéres * Score#

Epaississement cutané¢ des doigts des
mains s’é¢tendant  au-dela  des 9
Epaississement cutané (ne tenir articulations MCP
compte que du score le plus élevé) Doigts boudinés 2
Atteinte des doigts ne dépassant pas les

articulations MCP 4
Lesion pulpaires (ne tenir compte Ulceres pulpaires digitaux 2
que du score le plus élevé) Cicatrices déprimées 3
Télangiectasies 2
Anomalies capillaroscopiques 2
Atteinte pulmonaire HTAP et/ou fibrose pulmonaire 2
Phénoméne de Raynaud 3

Anti-topoisomérase |
Anticorps spécifiques de la ScS Anticorps anti-centromeres 3

Anti-ARN polymerase de type 111

ARN : acide ribonucléique ; MCP : métacarpo-phalangiennes ; ScS : sclérodermie

systémique.

* Le critére peut étre retenu s’il est présent a un moment au moins de I’histoire clinique.
# Le poids de chaque item présent doit étre associé pour obtenir un score total.

Un score de 9 ou au-dela permet de classer les patients comme atteints de ScS.

5.5. Polymyosite/ dermatomyosite
On distingue au sein des myopathies inflammatoires primitives la polymyosite et la
dermatomyosite. A 1’exception de I’atteinte cutanée propre a la dermatomyosite, elles
partagent la plupart des manifestations cliniques. [90]
5.5.1. Physiopathologie
- Les caractéristiques histopathologiques sont la présence des infiltrats endomysiaux de
cellules inflammatoires composées principalement de cellules T CD8 +, ainsi que de
cellules T CD4+, de macrophages et de cellules dendritiques dans la polymyosite.
- Une infiltration périvasculaire et périmysiale de cellules T CD4 +, de macrophages, de
cellules dendritiques et de cellules B dans la dermatomyosite[91].
- La dermatomyosite est une vasculopathie caractérisée par une atteinte primitive des

capillaires musculaires, médiée principalement par un mécanisme humoral
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(lymphocytes B et TCD4+) et une attaque du complément (fragment lytique terminal
C5b(C9). Cette vasculopathie est responsable d’occlusions capillaires puis d’une
ischémie et d’une nécrose musculaire [92].

Dans la polymyosite, il n’existe aucune preuve d’ischémie musculaire. Les dommages
cytotoxiques provoqués par les lymphocytes T et les macrophages semblent causer des
Iésions aux cellules musculaires, comme le suggérent des études immuno-

histochimiques et structurales [93].

5.5.2. Clinique

>

Les Polymyosites

Elles touchent les adultes de tous les ages, mais pas les enfants.

7
L X4

X/
X4

>

Atteinte musculaire

Faiblesse musculaire,

Myalgie a la palpation musculaire est inconstante.

Déficit moteur pouvant aller d’une simple géne fonctionnelle a une paralysie flasque,
il prédomine sur les muscles proximaux, notamment sur les ceintures scapulaires et
surtout pelviennes et sur les muscles cervicaux.

Les troubles oesopharyngés : résultent de I’atteinte de la musculature striée du
pharynx, et se traduisent par une dysphonie, une dysphagie, des troubles de la
déglutition et des fausses routes.

Les manifestations articulaires

Arthralgies inflammatoires, oligoarticulaires, principalement au niveau des poignets,
genoux, épaules, interphalangiennes proximales et métacarpophalangiennes.

Atteinte cardiaque : le plus souvent troubles du rythme divers et/ou parfois de la
conduction.

Des manifestations pulmonaires

Pneumopathie de déglutition, secondaire a I’atteinte pharyngée,

Hypoventilation par faiblesse de muscle respiratoire,

Pneumopathie interstitielle,

Pneumopathies infectieuses (germes opportunistes) ou pneumopathie iatrogene

(méthotrexate)[92,94].

Dermatomyosite

Elle touche tous les ages, y compris les enfants et est relativement bénigne pour peu que le

traitement ne soit pas différé. Elle comporte une atteinte cutanée constante, et une atteinte
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musculaire inconstante, ne se distingue absolument pas de la PM du point de vue de la

clinique et de I’imagerie musculaire [92,94].

s Atteinte cutanée [95]
Présence de 1ésions dans les parties photoexposés mais une atteinte des zones non exposées a
la lumiére est possible.
Plusieurs aspects fréquents et trés caractéristiques : L’érythéme cedémateux, I’érythéme
orbitaire en lunettes, I’érythéme maculeux en bande du dos des mains, 'atteinte de la
sertissure de 1’ongle, I’érythéme flagellé du tronc, des mégacapillaires des gencives et
d’autres aspects moins spécifiques tels que 1’érythéme étendu de visage, 1’érythéme en forme

V du décolleté et les 1ésions poikilodermiques... (ANNEXE I)
— .

L

Figure 11:éruption cutanée caractéristique de la dermatomyosite: érythéme violacé des

paupiéres supérieures[96]

% Atteintes systémiques : sont superposables a celles observées dans la PM [92].
5.5.3. Biologie
» POLYMYOSITE

Les examens de laboratoire sont peu spécifiques et montrent :
e Une ¢lévation des créatines kinase (CK), qui peuvent cependant étre normaux [97].
» DERMATOMYOSITE

Les examens de laboratoire montrent :

e Une élévation des CK semblable a celle de la PM.

e La présence d’autoanticorps antinucléaire anti-hélicase/ATPase connu sous le nom

d’anti-Mi-2. Cet anticorps reconnait le complexe protéique nucléaire NURD

36



(nucleosome remodeling histone deacetylase) impliqué dans la transcription de

I’ADN. Ils sont maintenant considérés comme spécifiques de la DM [97,98].

5.5.4. Diagnostic

I1 n'existe pas de signe spécifique de la maladie et le diagnostic repose sur un ensemble de
données :
Critéres diagnostiques des polymyosites et dermatomyosites :[99]
1-Critéres cliniques : présence des signes cliniques évocateurs
2-KElévation des enzymes musculaires CPK (Créatine phosphokinase)
3- Autres critéres para-cliniques :

1) Electromyographie

2) IRM musculaire

3) Auto-anticorps spécifiques des myosites dans le sérum

4) Biopsie musculaire
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Tableau 9:critéres diagnostiques des polymyosites et dermatomyosites [100]

Polymyosite Dermatomyosite
Critéres Age > 18 ans Atteinte juvénile ou >18 ans
cliniques Début subaigu Début subaigu
Parésie proximale Parésie proximale
Atteinte des fléchisseurs du cou Atteinte des fléchisseurs du cou
Atteinte cutanée typique
Laboratoire - Elévation des CK - Elévation des CK
- Electroneuromyogramme : - Electroneuromyogramme :
Potentiel de fibrillation et de Potentiel de fibrillation et de
décharge a front raide décharge a front raide
- IRM : Hypeintensité focale - IRM : Hyperintensité focale
- Auto-anticorps : spécifique et - Auto-anticorps : anti Mi-2 trés
non spécifiques. spécifique mais exprimé dans
Les auto-anticorps spécifiques 10% des DM.
permettent de définir certaines
entités nosologiques :
e Anti-Jo-1: syndrome des
antisynthetases
e Anti- SRP: myopathie auto-
immune nécrosante
Biopsie - Infiltrats inflammatoires - Infiltrat inflammatoire
musculaire endomisiaux de cellules T panaché (LB, Cellules
CD8+ envahissant ou dendritiques plasmacytoides,
entourant des fibres LT CD4+) perivasculaires et
musculaires non nécrotiques perimesiaux.
- Expression ubiquitaire des - Expression de molécules de

molécules de CMH de classe 1.

CMH de classe I au niveau
des fibres perifasciculaires.
Atrophie perifasciculaire
Dépot de C5-C9 (complexe
d’attaque membranaire) dans
les petits vaisseaux.

Un bilan large doit étre effectué pour exclure une maladie neurologique, toxico-métabolique,

infectieuse, endocrinienne ou une maladie de systéme.
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5.6. Connectivites mixtes

La connectivite mixte (Mixed Connective Tissue Disease MCTD) intégre par définition
des signes et symptomes d'autres connectivites (LES, Scl, PR, PM/DM), Dans de
nombreux cas, cet ensemble mixte de symptomes est dominé par des symptomes
caractéristiques de I’une des connectivites , et auxquels s'associe de maniére constante un
titre €levé d'anticorps anti-(U1)-RNP (Anti- la famille Ul de ribonucléoprotéines) dirigés
contre un constituant du noyau, les ribonucléoprotéines (RNP). [101].[102]

5.6.1. Physiopathologie

L’étiopathogénie de la connectivite mixte reste encore largement incomprise. Elle est

caractérisée par une réponse immune dirigée contre des ribonucléoprotéines (RNP) [103].

- Role des antigénes modifiés.

En réponse a un stimulus extérieur et sous certaines conditions immunologiques,
l'apparition d'antigénes (U)-RNP modifiés via une apoptose pourrait étre le point de départ
d'une réponse auto-immune pathologique et conduire a l'apparition de plusieurs auto-
anticorps dirigés contre les protéines des RNP (ribonucléoprotéine). Ces conditions dans
la connectivite mixte pourraient comprendre un défaut d'élimination des antigeénes
modifiés ,une tolérance insuffisante des lymphocytes B et T aux antigénes modifiés et

enfin les effets immunostimulateurs conférés aux protéines par leurs ARN.[104]

- Développement de la réponse immunitaire

L'immunité humorale a elle seule n'est pas suffisante pour induire des Iésions tissulaires
dans la connectivite mixte.[104]

L’initialisation de la réponse immune B implique une dépendance vis-a-vis des
lymphocytes T.

Ces LT présentent un phénotype helper (CD4+, CD3+, exprimant les TCR o/ de
surface) et produisent des cytokines jouant un rdle dans la différentiation et la
prolifération cellulaire B (IFN-y, IL4, IL6 et IL10).[103]

Les lymphocytes B activés sécrétent des auto-anticorps fixant le complément responsable
des Iésions tissulaires avec production de matériel apoptotique ce qui entretient la

réaction. [104]
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5.6.2. Clinique

Phénoméne de Raynaud : quasiment constant dés le début [105].

Atteinte articulaire et tendineuse : les arthralgies et les arthrites sont retrouvées
précocement et fréquemment, parfois séveres, érosives, déformantes et destructives
[101].

Atteinte du systéme musculaire : des myalgies, pouvant étre associées a une
véritable myopathie inflammatoire, identique cliniquement et histologiquement a la
PM [101].

Atteinte cutanéo-muqueuse : développement d’une acrosclérose de type
sclérodermique, de nodules rhumatoides dans les formes de passage vers une PR, une
ischémie sévere, voire une nécrose digitale provoquées par le phénoméne de Raynaud.
Un syndrome sec occulo-buccal témoigne de la présence d'un syndrome de Sjogren
primaire ou secondaire.

Un phénomeéne de tuméfaction des mains et I'aspect boudiné et gonflé des doigts sont
fréquents [101,105].

Atteinte pulmonaire : dominée par I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) et la
pneumopathie interstitielle [101,105].

Atteinte cardiaque : La péricardite est la manifestation la plus fréquente sous forme
d'un épaississement ou d'un épanchement péricardique. Des anomalies
¢lectrocardiographiques sont notées [101].

Atteinte rénale : correspond a une :

- Glomérulonéphrite membraneuse asymptomatique ou avec un syndrome
néphrotique.

- Une atteinte vasculaire rénale liée a une prolifération intimale semblable a la
vasculopathie qui peut se compliquer parfois d'une hypertension artérielle
maligne et d'une insuffisance rénale aigu€, comparables a la crise rénale aigué
de la sclérodermie.

Atteinte gastro-intestinale : Un trouble de la motilité cesophagienne semblable a la
sclérodermie se manifestant par un pyrosis et une dysphagie représente l'atteinte
digestive la plus fréquente.[101,105]

Atteinte osseuse : ostéo-nécrose aseptique.

Atteinte neurologique

- Céphalées
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- Manifestations centrales (atteinte cérébelleuse, myélite transverse, hémorragie
intracérébrale...)
- Manifestations périphériques [105].
5.6.3. Biologie

e Bilan inflammatoire

- un syndrome inflammatoire (élévation VS, CRP) [106].

o Atteinte hématologique anémie, leucopénie, rarement une thrombocytopénie

[101,105].

e Bilan immunologique

- Pprésence d’anticorps anti-(Ul) RNP : dirigé contre un constituant du noyau
cellulaire la Ribonucleoproteine U1 [103].
D’autres auto-anticorps sont parallelement retrouvés chez les patients souffrant de la MCTD :
- Les anticorps anti-DNA natif et anti-Sm sont rares, respectivement dans 16 et
3% des cas.
- Les facteurs rhumatoides sont présents dans 57% des cas.
- Des anticorps anti-phospholipides de type anti-cardiolipine sont retrouvés dans
7 a 15% des séries.
- La présence d'anticorps anti-Scl70 traduit un chevauchement avec Ila
scléroderrnie systémique
- Les anticorps anti-SSA et anti-SSB traduit un chevauchement avec un
syndrome de Sjogren [106] .
5.6.4. Diagnostic
En 1987, au cours du symposium international de Tokyo, quatre systémes distincts de critéres
diagnostiques de la connectivite mixte ont été proposés .Ces derniers ont €té évalués par la
suite, ce qui a montré que les deux versions « simplifiées » de Alarcon-Segovia et Kahn

étaient moins sensibles, mais gagnaient nettement en spécificité [107].

41



Tableau 10: Critéres diagnostiques de la mixed connective tissue disease (MCTD) [107]

Critéres de Sharp Critéres de Kasukawa Critéres de Alarcon-Segovia Critéres de Kahn
A) Critéres majeurs : A) Symptdmes communs : A) Critéres sérologiques : anticorps  A) Critére sérologique : présence ¢

1. Myuosite sévére

2. Atteinte pulmonaire :
-DLCO<70%

-HTAP

- lésions histologiques vasculaires
prolifératives

3. Phénoméne de Raynaud ou
hypomotilité cesophagienne

4. Mains gonflées ou sclérodactylie
5. Anticorps anti-ECT > ou = 1/10 000
avec anti-RNP positifs et anti-Sm
négatifs

B) Critéres mineurs :

1. Alopécie

2. Leucopénie

3. Anémie

4. Mleurdsie

5. Péricardite

6. Arthrite

7. Névralgie du trijumeau

8. Rash malaire

9. Thrombopénie

10. Myosite modérée

11. Antécédent de main gonflée
MCTD certaine si:

-4 critéres majeurs

- absence d'anti-Sm

- anti-RNP = 1/4000

MCTD probable si :

- 3 critéres majeurs et absence
d'anticorps

- ou 2 critéres majeurs et un critére
mineur et anti-RNP = 1/1 000

1. Phénoméne de Raynaud

2. Doigts gonflés

B) Anticorps anti-RNP

C) Symptomes :

1. De lupus systémique :

- polyarthrite

- adénopathies

- rash malaire

- péricardite ou pleurésie

- leucopénie ou thrombopénie
2. De sclérodermie systémique :
- sclérodactylie

- fibrose pulmonaire ou symptome
- restrictif ou baisse de la DLCO
- hypomotilité ou dilatation
cesophagienne

3. De polymyosite :

- faiblesse musculaire

- élévation des enzymes musculaires

- tracé myogéne a 'EMG
MCTDsi:

- présence d'au moins un des deux
symptomes communs

- et anticorps anti-RNP +

- et présence d'au moins un signe

d"au moins deux connectivites : LED,

5§ ou PM

anti-RNP'> 1/1 600

B) Critéres cliniques :

1. Mains gonflées

2. Synovite

3. Myosite prouvée (biologiquement
ou histologiquement)

4. Phénomeéne de Raynaud

5. Acrosclérose, avec ou sans
sclérodermie proximale

MCTDsi:

- critére sérologique

~ et au moins trois critéres clinigues
(maissi 1, 4 et 5 sont présents, un des
deux critéres restants 2 ou 3] doit étre
présent)

titres élevés d'anticorps anti-RNT,
correspondant 4 des anticorps
antinucléaires d'aspect moucheté,
=1/2000

B) Critéres cliniques :

1. Phénoméne de Raynaud

2. Synovite

3. Myosite

4. Doigts gonflés

MCTDsi:

- critére sérologique

- et phénoméne de Raynaud

- et aumoins 2 des 3 signes restant

RNP :ribonucléoprotéine ; DLCO : capacité de diffusion pulmonaire de 'oxyde de carbone ; ECT : extrait de cellules thymiques ; HTAP : hypertension artérielle pulmonaire ;

LED : lupus érythémateux disséminé ; S8 : sclérodermie systémique ; M : polymyosite ; EMG : électromyogramme.
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6. Traitement des connectivites
Chaque maladie dans ce groupe est gérée par un schéma thérapeutique qui lui correspond.
Les traitements ont pour objectifs de gérer les symptomes et de contrdler le processus auto-
immun tout en essayant de maintenir une fonction immunitaire satisfaisante.

6.1. Traitements de fond

Ils permettent de diminuer le nombre de poussées et ralentir la progression de la maladie.

- La corticothérapie par voie générale constitue le traitement de premiére intention du
fait de ses propriétés anti-inflammatoires puissantes et de son effet
immunosuppresseur global [108].

- La sulfasalazine : action anti-inflammatoire [109]

- Les antipaludéens de synthése (APS) : On utilise le sulfate d’hydroxychloroquine
(Plagquenil®) a action anti-inflammatoire et antalgique [110].

- Les agents alkylants :

» Cyclophosphamide : Il peut étre utilisé aussi en seconde intention lorsque la maladie

L)

est cortico-résistante ou devient cortico-dépendante. Son action s’exerce sur les
cellules en multiplication : il diminue la prolifération des lymphocytes [108].

- Immunosuppresseurs

s Methotrexate : Ce traitement immunosuppresseur est habituellement prescrit en cas

de corticodépendance a haut niveau [111].

>

o
A

Le léflunomide : Immunosuppresseur sélectif inhibant la prolifération des

lymphocytes et le processus auto-immun [112,113]

% les inhibiteurs de la calcineurine, la ciclosporine [114] et le tacrolimus, [115] des
traitements de troisiéme ligne.

- La plasmaphérése : consiste a « filtrer » le sang du patient pour en éliminer les auto-
anticorps toxiques[116]

- Biothérapies : Ce sont des médicaments de seconde intention prescrits en cas de
réponse inadéquate, de contre-indication ou d’intolérance aux traitements de fond
classiques (méthotrexate, etc.)

s Les anti-TNFa: L’infliximab, L’etanercept, L’adalimumab, Le Certolizumab

Pegol (CDP870) et le golimumab [112,113].

X/
X4

% Les autres traitements biologiques :
tocilizumab : anti-corps monoclonal anti-récepteur de I’'IL-6. Bloque I’action de I’IL-

6, cytokine pro-infl ammatoire [112,113].
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L’anakinra : Protéine se fixant sur le récepteur de I’interleukine 1 (IL-1) et bloque son
action[112,113].

L abatacept : bloque la cellule présentant 1’antigéne aux lymphocytes T. Inhibition de
I’activation lymphocytaire T[112,113].

Le rituximab : anti-corps monoclonal (IgG1) anti-CD20 des lymphocytes B, bloque
I’activation des lymphocytes B. [112,113].

6.2. Traitement symptomatique

Traitements de la crise
Prescrits par voie orale ou locale. Leur objectif est de réduire le plus rapidement possible

I’inflammation et les douleurs s’y rattachant.

- Antalgiques :
Le paracétamol est le plus utilisé pour ses proprietés antalgiques et antipyretiques. Les
antalgiques de palier 2 sont parfois recommandés. Les morphiniques sont
exceptionnellement utilisés sauf en cas de phénomene aigus [112,113].

- Anti-inflammatoires non stéroidiens

- Anti inflammatoires stéroidiens : AIS-glucocorticoides [112,113].

Traitement de pathologies associées et mesures hygiéno-diététiques
Varient selon la maladie et les organes atteints. Nous citons quelques exemples dans ce

qui suit :

- La salive artificielle et les agonistes cholinergiques : Le chlorhydrate de pilocarpine
(Salagen®), cevimeline (Evoxac®) dans la xérostomie [117].

- La combinaison d’une oxygénothérapie et d’un traitement inhibiteur calcique
(nifédipine ou diltiazem) dans I’hypertension artérielle pulmonaire.

- Les mesures hygiéno-diététiques (suppression de I’alcool, du tabac...).
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7. Exploration immunologique des connectivites
L’exploration des connectivites repose sur une démarche en cascade :
toute recherche d’ANA commence par un dépistage a 1’aide d’une immunofluorescence
indirecte IFI sur cellule Hep-2 ou de 1 'ELISA, puis, si le dépistage est positif, il se poursuit
par une ¢tape d’identification dont I’objectif est la caractérisation de la ou les cible(s)
antigénique(s) reconnue(s) par I’ANA, et cela par la méthode immuno-dot, ELISA ou

Crithidia luciliae[118].

Suspicion clinigque

v -Absence d'AAN
-Repéter aprés §
Recherche d'AAM [IF1) mois
[cellules HEp2 ) -Repeter si apparition

symptomes cliniques
-Pas d'identification FOSITIF

-Repéter aprés § mois
ou répéter si apparition 1 3 2
symptomes clinigques

-Pas
didentification

-+ 4 -+ Specifique de la
| =4JB0 | > 460 > 4/80 sclé-rndermie
Homogéne Homogene Centromére Nucléolaire |—+
Mouchete Mouchete | |
Mixte Mixte
/ Y L -Pas
i i didentification
Recherche d'anticorps Dosapge d' anticorps -Spécifique du
anti-Ag solubles anti-ADM natif Syndrome de
CREST

Figure 12: Cascade de la recherche d’ANA
> Etape de dépistage des ANA

L'ITmmunofluorescence Indirecte (IFI) sur cellule Hep-2 est la technique de référence pour le
diagnostic des connectivites et est toujours la plus utilisée pour sa sensibilité, la spécificité de
la réponse, la reproductibilité et la facilité d'exécution. Le principal inconvénient de la
technique IFI est sa subjectivité dans l'interprétation des résultats, hautement dépendante de

l'expérience de l'opérateur.
e Principe de 'immunofluorescence indirecte(IFI)

On utilise des cellules HEp-2 (human epithelial cell line type 2), dérivées d’une lignée
tumorale de cellules épithéliales humaines, qui possedent de gros noyaux et de gros nucléoles

permettant une bonne visualisation des structures nucléaires reconnues par les anticorps du

45



patient.

Les lames sur lesquelles ont été cultivées les cellules HEp-2 sont incubées avec le sérum du
patient a des dilutions croissantes. Les anticorps fixés sur ces cellules sont ensuite révélés
grace a un conjugué anti-IgG humaine couplé a un fluorochrome. La lecture des lames et leur
interprétation se font a I’aide d’un microscope a fluorescence. En cas de résultat positif, le
titre des ANA (1/80, 1/160...) correspond a la dilution du sérum a laquelle la fluorescence

disparait. La fluorescence observée peut avoir différents aspects[119] .

Anticorps anti-immunoglobulines humaines
marqueés a la fluoresceine

~ J'tj‘t .

N OrALl

Figure 13: Fixation des auto-anticorps sur leurs antigénes spécifiques sur les cellules Hep-2
[120]

Aspect moucheté Aspect nl@laire

g

Aspect cytoplasmique

Figure 14: Principaux aspects de fluorescence [121]
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Tout aspect peut orienter vers un ou plusieurs auto-anticorps.

Tableau 11: Anticorps selon l'aspect de la fluorescence

Fluorescence moucheté

Gros grains : Ac anti-RNP, Ac anti-Sm

Grains fins : Ac anti-SSA, Ac anti-SSB

Fluorescence homogéne Ac anti-ADN-n

Fluorescence nucléolaire Ac anti- Scl 70

Fluorescence cytoplasmique

Ac anti ARNt synthétase (JO1)

Fluorescence centromérique Ac anti-centromeére

> Etape d’identification des ANA : caractérisation des antigénes ciblent.

Pour I’identification des Ac anti-ENA, les techniques disponibles sont I’immunodiffusion
double d’Ouchterlony, I’Elisa, I’immunodot et la technologie Luminex.

La méthode de référence est ’ELISA.

Interprétation : pour une connectivite donnée, on retrouve un ou plusieurs auto-anticorps qui
nous oriente grace au degré de spécificité et de sensibilité de cet auto-anticorps pour cette

connectivite.

Tableau 12: Association clinique des principaux ANA [118]

Anti-ADN natif

Lupus érythémateux disséminé LED (50-70%)

Anti-RNP Connectivite mixte (95%) LED (10- 15%)

Anti-Sm LED (15-25%)

Anti-SSA Syndrome de Gougerot Sjogren (60-80%) LED (20-40%)
Anti-SSB Syndrome de Gougerot Sjogren (50-70%), LED (10-20%)
Anti-scl70 Sclérodermie 30%

Anti-centromére

Syndrome de CREST (85%)
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Chapitre I11 : ]EITABLISSEMENT ET TRANSFERT D’UN INTERVALLE
DE REFERENCE DANS UN LABORATOIRE DE BIOLOGIE
MEDICALE



1. Introduction
Les résultats des examens de biologie médicale doivent étre associés, le cas échéant, a des
limites de références dans le compte rendu délivré aux patients et aux prescripteurs
conformément a I'exigence de la norme NF EN ISO 15189.[122]
La norme NFEN ISO 15189 est utilisée par les laboratoires de biologie médicale qui veulent
¢laborer un systéeme de management de qualit¢ .Elle leur permet d’améliorer leur
organisation, d’apporter la preuve de leur compétence technique et d’assurer la fiabilité de

leurs résultats. [123]

2. Terminologie
Les définitions qui suivent ont été approuvées par la Fédération internationale de chimie
clinique et de médecine de laboratoire (IFCC-LM), I’International Council for
Standardization in Haematology (ICSH) ainsi que par 1’Organisation mondiale de la santé
(OMS), puis par le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

- Valeur observée : valeur d’un analyte, obtenue par une observation ou une mesure
d’un sujet a tester, qui doit étre comparée a des valeurs de référence, une distribution
de référence, des limites de référence ou un intervalle de référence.

- Valeurs de référence : la valeur obtenue par 1’observation ou la mesure d’une
quantité définie sur un individu de référence.

- Individu de référence : une personne sélectionnée sur la base de critéres bien définis.

- Population de référence : un groupe constitué de tous les individus de référence.

- Distribution de référence : la distribution des valeurs de référence.

- Intervalle de référence : I’intervalle entre deux limites de référence (celles-ci
incluses).

- Limites de référence : une valeur dérivée de la distribution de référence et utilisée

dans un but descriptif. [124]

3. Etablissement d’un intervalle de référence
o Laligne directrice C28-A3 publiée par le CLSI et I'IFCC est la source de référence la

plus largement utilisée dans ce domaine. [124]
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En voici un résumé simplifié du protocole :
Etablir la liste des facteurs de variations biologiques et analytiques (a partir des
données de la littérature).
Déterminer les critéres d’exclusion et de partition sur la base d’un questionnaire
adapté.
Rédiger un formulaire de consentement écrit et le faire signer par les individus
sélectionnés.
Classer les individus de référence potentiels sur la base des données du questionnaire
ou d’autres modes d’évaluation de 1’état de santé.
Exclure les individus de 1’échantillon de référence en fonction de critéres
prédéterminés.
Définir le nombre adéquat d’individus de référence (>120).
Préparer les individus sélectionnés pour la collecte de 1I’échantillon en adéquation avec
les procédures habituellement utilisées pour les patients au laboratoire.
Recueillir et traiter les échantillons.
Collecter les valeurs de référence : analyser les spécimens suivant des méthodes bien
définies et décrites.
Contrdler les valeurs de référence. Etablir un histogramme pour évaluer la distribution
des données.
Identifier de possible erreurs et/ou des valeurs aberrantes (outliers).
Analyser les valeurs de référence : sélectionner une méthode statistique puis calculer
les limites de référence et I’intervalle de référence.[125]
3.1.Les types de sélection
La sélection a posteriori
-Population importante (généralement > 1000 sujets).
-Préparer les sujets pour le prélevement, et a leur faire remplir le questionnaire.
-Effectuer le prélevement, le traiter et en suite I’analyser.
-Avec les résultats obtenus, on sélectionne des échantillons de référence a partir des
critéres de partition et d'exclusion.
-Etablir les VR apres le traitement statistique des résultats et vérification de la
représentativité par rapport a la population générale.
La sélection a priori

Echantillon limité de la population (généralement entre 50 a 150 sujets) ;
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- On sélectionne d'emblée notre échantillon de référence sur la base des critéres de
partition et d’exclusion.

- Apres préparation des sujets choisis, le prélevement est réalisé ;

- Le spécimen biologique est traité et analysé ;

- On traite statistiquement les résultats et on détermine les VR [126].

3.2.Les critéres de la sélection :

Ils sont le gage de sécurité des participants et de la cohérence des résultats qui pourront par la

suite €tre applicables a une population plus large.
e Les critéres d'inclusion

Sont des critéres positifs décrivant les caractéristiques que doivent présenter les sujets pour

étre inclus dans 1'étude.
e Les Critéres d'exclusion :

Sont des critéres négatifs, ils décrivent les caractéristiques que ne doivent pas présenter les
sujets pour étre inclus dans I'étude. Ces criteres sont, par définition non maitrisables. Ils
entrainent un biais incontrdlable, variable d'un individu a l'autre. [126]

Les principaux critéres d'exclusions sont : La présence d'une maladie aigue ou chronique,

tabagisme et/ou alcoolisme, prise des médicaments...

4. Transférabilité (Portabilité) d’un intervalle de référence

Les difficultés rencontrées dans 1’utilisation de la procédure de base ont été reconnues par les
experts de I’IFCC et du CLSI et permettent maintenant aux laboratoires individuels d’adopter,
par transfert et vérification , les intervalles de référence établis ailleurs [124].

Les recommandations IFCC/CLSI comportent plusieurs cas de figure :

4.1.Comparaison de systémes analytiques :

Si le laboratoire décide de changer de méthode, la transférabilité a l'intérieur du méme
laboratoire vers un autre couple méthode-instrument se résume a une « comparaison de
systémes analytiques ». Il n'est donc pas nécessaire, dans ce cas, de sélectionner des individus

de référence. Deux cas peuvent se présenter :
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* Il n'existe pas de différence systématique entre les deux méthodes :

- la pente de la droite de régression est voisine de 1 (£ x %).

- l'ordonnée a I'origine (positive ou négative) est faible.

- I'étendue du domaine de mesure est similaire.

Les valeurs des deux méthodes sont comparables, les IR de I’ancienne méthode peuvent étres
utilisés.

« Il existe une différence systématique caractérisée entre les deux méthodes :

- la pente de la droite de régression s'écarte de 1 de plus de + x %.

- I'ordonnée a I'origine (positive ou négative) est faible

- I'¢tendue du domaine de mesure est similaire.

Les limites de référence pour la nouvelle méthode peuvent étre recalculées en utilisant

I'équation de la droite de régression [122,127].

4.2.Comparaison de populations

Lorsqu’un laboratoire souhaite transférer les intervalles de référence établis par un autre
laboratoire ou par un fabricant de matériel ou de réactifs, la tragabilit¢ de l'intervalle de
référence dépasse le cadre strict d'une comparaison de systemes analytiques, elle devient une
question de comparaison de populations de référence.

e M:¢éthode subjective
On vérifiera que les ¢éléments essentiels de 1'é¢tude originelle sont en cohérence avec les
conditions de travail et la population du laboratoire. La difficulté a disposer de I'ensemble des
informations requises reste la principale limite.

e Vérification de l'intervalle de référence a partir d'un échantillon de sujets

apparemment sains (Si la méthode subjective n'est pas applicable)[125] .

La wvalidation de I’IR dans ce cas se fera en testant une série de 20 individus de référence

selon le schéma ci-dessous :
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Selectionner des individus de référence (N=20) représentatif de la
population en bonne santé du laboratoire

¥

Déterminer les valeurs de référence (=analyse)

\’

Verifier I'homogéneéité du groupe (pas de valeurs aberrantes)

/\

Si pas plus de 2 valeurs des 20 individus

testés sont en dehors des limites originelles

Les limites de référence du « donneur »
sont considérées comme acceptables

dehors des limites originelles,

référence doivent étre recrutés

Si 3 ou 4 valeurs sont en

20 autres individus de

Si pas plus que 2 valeurs de
ce nouveau groupe sont en
dehors de I'IR du
« donneur »: les limites de
référence du donneur

- oo
peuvent &tre considérées
comme acceptable

Si 3 valeurs ou plus sont en dehors

de I'IR du donneur:

*  Revoir le processus analytique

* Des différences biologiques
sont possible

* Déterminer ses propres IR
selon la méthode originelle

IFCC/CLS1 2010 €28 A3c

Figure 15: algorithme des actions permettant de valider un intervalle de reference préexistant

selon la ligne directrice C28-A3 publiée par le CLSI et I'lFCC [127]
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PARTIE PRATIQUE



Cadre de I’étude
Notre ¢tude s’est déroulée dans le laboratoire d’exploration biochimique et
immunologique au sein du centre hospitalo-universitaire NEDIR Mohamed Tizi-Ouzou,

Algérie, dans le cadre de son activité de recherche scientifique.

Ce travail se décompose en deux parties :

Partie I: Son objectif est d’explorer les données d’analyses immunologiques et décrire
I’état des lieux afin d’avoir une vue objective de la situation actuelle du diagnostic des
maladies auto-immunes au sein du laboratoire mais aussi d’établir le profil clinique et
immunologique des patients explorés pour des connectivites afin de mettre en évidence les

spécificités reliées a la population locale.

Partie II : Son objectif est de valider la valeur de référence de la technique ELISA utilisée
pour le dépistage d’auto-anticorps anti-nucléaires au niveau du laboratoire de Biochimie
du CHU NEDIR Mohamed de Tizi-Ouzou qui concorde avec les particularités de la
population autochtone, afin de garantir la qualit¢ des résultats transmis par 1’unité

d’immunologie.
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PARTIE 1 : ETABLIR UN PROFIL CLINIQUE ET IMMUNOLOGIQUE
DES PATIENTS EXPLORES POUR DES CONNECTIVITES, AU
NIVEAU DU LA BORATOIRE DE BIOCHIMIE DE TIZI-OUZOU.



CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODES



1. Type d’étude
Il s’agit d’une étude épidémiologique mono-centrique rétrospective observationnelle a

visée descriptive et comparative.

2. Démarche d’étude
Cette ¢tude descriptive a eu lieu au sein du laboratoire de biochimie du centre hospitalo-
universitaire NEDIR Mohammed Tizi-Ouzou, ou s’est déroulé le recueil et le traitement
de données portant sur 1000 patients chez qui des maladies auto-immunes systémiques ont

¢été recherchées entre janvier 2018 et novembre 2018.

2.1.Exploration immunologique des connectivites au sein du laboratoire de Biochimie du
CHU NEDIR Mohamed Tizi-Ouzou :
En pratique, le laboratoire de Biochimie médicale ou nous avons effectué ce travail suit
une démarche précise pour réaliser les bilans immunologiques afin de garantir la

tracabilité et la qualité de tout résultat obtenu.
Cette démarche est constituée principalement de trois (3) étapes :

- Une étape pré-analytique.
- Une étape analytique.

- Une ¢étape post-analytique.
2.1.1. Etape pré-analytique

Elle est constituée de trois phases :

Prélévement et acheminement
L’échantillon est du sang veineux recueilli dans un tube sec et acheminé au laboratoire

dans les plus brefs délais.

- Les échantillons sont laissés a température ambiante pour permettre la coagulation
du sang.

- Les échantillons hémolysés ou lipémiques sont a éviter.

- Tout échantillon doit étre accompagné d’une prescription et d’une fiche de

renseignements remplie par le médecin traitant.
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Centrifugation
Elle est effectué¢e a 3500tours pendant 3min, afin de séparer le sérum sur quoi 1’analyse sera

effectuée, du culot globulaire.

Enregistrement et conservation
Chaque patient est inscrit sur une liste de patients préexistante avec I’age, le sexe, la date de
réception, le nom du médecin prescripteur et le service demandeur. Chaque tube est étiqueté
et codifié.
Apres séparation, il est possible de conserver les échantillons a température ambiante pour
une durée maximale de 8 heures. Si le test n’est pas fait, ils sont conservés au niveau du

laboratoire sous une température de +4C°.

2.1.2. Etape analytique

Lors de la suspicion d’une maladie auto-immune, une démarche en cascade du diagnostic
immunologique est suivie pour établir les bilans des patients que nous avons utilisés au

cours de notre étude.

La démarche consiste en une premicre étape de dépistage dont le but est la détection des

anticorps anti-nucléaires ANA a un titre positif ou négatif.

Si I’étape de dépistage s’avere positive une deuxieme étape est effectuée dans le but de
caractériser le(s) antigene(s) cible(s) qui constituent une brique importante pour

I’établissement du diagnostic de la maladie.

v' Matériel

e Micropipettes simple et multicanaux

e (Cones jetables

e Récipient pour tampon de lavage HRP dilué

e Tubes secs en plastiques ou en verre pour la dilution des échantillons

Appareillage : qui consiste en une « chaine Elisa » constituée d’un incubateur agitateur,
un laveur, un lecteur de microplaques par spectrophotométric UV-Visible et enfin un

logiciel de traitement de résultats en titre de densité optique « GenS ».
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Figure 18: Lecteur spectrophotométre UV-Visible et logiciel de traitement de résultats
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v Réactifs

Tableau 13: Répartition des réactifs dans les coffrets ELISA

Réactifs

Coffret ELISA

ANA ENA

ADNdb

Plaques de microtitration ELISA ANA avec support

+

Plaques de microtitration a puits, recouvertes

d’antigénes ADN db

Plaques de microtitration recouvertes d’antigénes ENA

Controle ELISA anti-ANA Négatif pré-dilué

Controle ELISA anti-ANA faiblement positif ANA pré-

dilué

Controle ELISA anti-ANA fortement positif ANA pré-

dilué

Contrdle négatif Elisa pour le test Elisa ADN db

Calibrateurs ADN db aux concentrations connues

Controle positif ADN db

Controle ADN sb (sérum humain pré-dilué)

Diluant pour échantillons

Tampon lavage HRP concentré

Conjugué

Substrat chromogene TMB

Solution d’arrét HRP (acide sulfurique 0.344 M)

Controdle seuil profil Elisa ENA, Contrdle positif profil
Elisa ENA

+

Eau distillée

Fournis par le laboratoire

+ : présence du réactif dans le coffret
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v Etape de screening : dépistage des ANA
Le laboratoire utilise la technique ELISA.

- Principe du test

Des antigeénes extraits de cellules HEp-2 séparément puis hautement purifiées par
affinité sont fixés sur les puits d’une plaque de microtitrration en polystyréne dans des
conditions qui préservent leur état natif. Ces antigénes sont : les nucléosomes (ADNdb
et histones), Sm/RNP, SSA, SSB, Scl-70, centromere, PCNA, Jo-1, Mitochondrie M2
et Ribosome P.

Les contrdles pré-dilués et les sérums dilués des patients sont ajoutés dans différents
puits ou va se produire une liaison entre les anticorps anti-ANA si présents dans le
sérum et I’antigéne immobilisé dans le puits. On élimine les molécules non liées par
lavage.

Un conjugué enzymatique anti —IgG humaine est ajouté pour révéler les auto-anticorps
du patient. Apres incubation et ¢limination du conjugué non fixé par lavage, ’activité
enzymatique résiduelle est quantifiée grace a 1’addition d’un substrat chromogéne

suivie d’une étape de mesure de I’intensité de la coloration développée.

3 eme étape - substrat chromogéne de I"enzyme
, 2 eme étape - conjugué enzymatique anti —IgG
lere étape - sérum avec anticoprs a doser

Antigénes fixés surla plaque

ARR

Figure 19 : principe du test ELISA pour la détection des ANA dans le sérum humain

- Procédé
- Porter tous les réactifs et les échantillons a température ambiante (20-26°C) avant de
les utiliser. Placer uniquement le nombre nécessaire de micro-puits ou de barrettes sur

le portoir.
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Les contrdles et les échantillons sont dilués au 1/41 dans le diluant échantillon ANA
HRP

Distribuer 100uL de chacun des 3 controles (négatif, faiblement et fortement positif)
pré dilués et 100ul de chaque sérum pré dilué.

Recouvrir et incuber pendant 30 minutes a dans un incubateur agitateur a température
ambiante.

Lavage : par le tampon dilué¢ 3 fois. Apres le dernier lavage, retourner la plaque en la
tapotant pour enlever tout le liquide de lavage résiduel

Distribuer 100ul de conjugué dans chaque puits (prélever le conjugué dans des
conditions aseptiques ; en une seule fois la quantité nécessaire pour toute la série)
Recouvrir les barrettes et incuber pendant 30 min dans un incubateur agitateur a
température ambiante.

Lavage

Distribuer 100ul de chromogene TMB dans chaque puits et laisser incuber a
I’obscurité 30 min dans un incubateur agitateur a température ambiante.

Ajouter 100ul de solution d’arrét HRP dans chaque puits.

Lire la densité optique de chaque puits (DO) a 450nm.

Identification
Dosage des Anti ADN natif

- Principe

Les micropuits sont recouverts de 1’antigéne ADNdb du thymus de veau. Les
calibrateurs, les controles et les échantillons dilués sont déposés dans les puits

permettant ainsi la liaison spécifique de I’anticorps a I’ADN db fixé.

Aprées avoir rincé les puits pour ¢éliminer toute trace de protéines non accrochées, un
anticorps de chévre anti Ig G humaine purifié et conjugué a la peroxydase est déposé.
Au cours de I’incubation, le conjugué enzymatique se lie aux IgG ayant reconnu
I’ADN db. L’exces de conjugué marqué non accroché est ¢liminé par des lavages. Le
conjugué accroché est visualisé en utilisant du 3,3’, 5,5’ tetraméthyl benzidine(TMB).
En présence de peroxydase, on obtient une coloration bleue qui vire au jaune apres
I’ajout d’une solution d’arrét. L’intensit¢ de la couleur produite dépend de Ia

concentration dans 1’échantillon d’IgG spécifiques de ’antigéne. L’acide sulfurique
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est ajouté a chaque puits pour arréter la réaction. Le produit final induit est coloré en

jaune et la densité optique est lue a 450nm.

- Mode opératoire

- Dépdt de I’échantillon : Déposer 100ul de chaque calibrateur, controle et échantillon
dilué (1/101) dans les puits appropriés suivant le plan de la plaque. Incuber pendant
30min dans un incubateur agitateur a température ambiante.

- Lavage de la plaque : Apres incubation laver 3 fois la plaque avec 200ul a 300ul de
tampon de lavage en utilisant un laveur automatique. Apres lavage final, renverser la
plaque et sécher les puits en tapant la plaque sur du papier absorbant.

- Addition du conjugué : Déposer 100ul de conjugué par puits. Incuber dans un
incubateur agitateur pendant 30min a température ambiante.

- Lavage de la plaque : de méme fagon que précédemment.

- Addition du substrat TMB : Déposer 100ul de TMB dans chaque puits. Incuber dans
I’obscurité pendant 30min dans un incubateur agitateur a température ambiante.

- Arrét de la réaction : Ajouter 100ul de solution d’arrét dans chaque puits ; ceci induit
un changement de couleur du bleu au jaune. Incuber et agiter pendant 30 min a
température ambiante.

- Mesure de la densité optique : La DO de chaque puits est lue a 450nm a I’aide d’un

lecteur de plaques.

A1l : Contrdle négatif

B1 : Controéle positif

C1 : Calibrateur A

D1 : Calibrateur B

E1 : Calibrateur C

DN FH

F1 : Calibrateur D

G1 : Calibrateur E r——

A partir de H1 : Echantillon

DEQOOEEE

Figure 20: microplaque ELISA sensibilisée pour I’identification de I’anti-ADN
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Dosage des Anticorps anti-antigénes nucléaires solubles

Pour I’identification des Anticorps anti-ENA, dont les principaux antigénes identifiés
en routine sont: Sm, RNP, SSA/Ro 60, SSA/Ro 52, SSB/La, Scl70, JOI1, le
laboratoire utilise la technique ELISA.

- Principe

A Dintérieur d’une barrette de 8 puits, est fixé dans chacun I'un des antigénes
suivant : SSA/Ro (60 et 52 kD), SSB/La, Sm, Sm-RNP, Scl70, JOI1. Les controles
pré-dilués et les échantillons de patients dilués sont ajoutés aux puits et les anticorps
reconnaissant les antigeénes se lient pendant la période d’incubation. Un anticorps
anti-IgG humaine conjugué a la peroxydase est déposé puis sera révélé par le TMB
qui produit une réaction colorée dont I’intensité dépend de la concentration d’auto-

anticorps.

- Mode opératoire

Déposer 100 pul de chaque controle et échantillon dilu¢ a 1/101 dans les puits
appropriés.

Incuber pendant 30 minutes dans un incubateur agitateur a température ambiante puis
laver.

Ajouter 100 pl de conjugué par puits.

Incuber pendant 30 minutes puis laver.

Ajouter 100 pl de substrat par puits.

Incuber pendant 30 minutes.

Ajouter 100 pl de solution d’arrét par puits.

Mesurer I’absorbance a 450 nm.
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Al=> Al12
Controle seuil

B1> B12 B
(®) Controle positif R T
Cl> C12 C s = = = = 7
Ligne test SSA

D1-> DI2
Ligne test SSB

E1-> EIl2
@ Ligne test Sm
F1-> F12
Ligne test Sm/RNP
Cl> Cl12
Ligne test Scl70
Cl> Cl12
Ligne test Jol
Figure 21: microplaques sensibilisées pour I’identification des anticorps anti-ENA

2.1.3. Etape post analytique

Calcul, interprétation et remise des résultats dans un délai de 7 jours. Les résultats sont

interprétés selon les valeurs en unités comme suit :

«» Calcul des résultats
a. Calcul des résultats du test ELISA ANA

DO de I’échantillon
Valeur de I’échantillon= X valeur du controle faible (untiés)
DO du contrdle faible
La valeur du contréle faible est mentionnée sur 1’étiquette du flacon.

b. Calcul des résultats du test ELISA anti-ADNdb

Une courbe de calibration est tracée automatiquement et une lecture des concentrations en

auto-anticorps est effectuée grace au logiciel Gen5 associé.

63



e e Bk, Ay el S+

Conc/Dd 450 [Concentration|1
1337 265,606

Curve23

10,000 100,000
<Concentrations/Diltions>

Curve2IFting Detaks.  [Fes

1000,000 10000,000

_ Cone Formula Pammater. Value | Sid Error 95% Clmn | 95% €1 mak Fil F Prob) »
X A D032 000080 0601 007 7w
A NAm AMMATR NATR e =

Figure 22: interprétation des résultats des absorbances en concentrations d’ADNdb par
le logiciel traitant

A

c. Calcul des résultats du test ELISA anti-ENA

DO de I’échantillon
Valeur de I’échantillon (U/ml) = x 10
DO du controle seuil

R

¢ Interprétation des titres résultats

a. Interprétation des titres des anticorps-ANA obtenus

Tableau 14 Interprétation des titres des anticorps-ANA obtenus

Résultat ANA Interprétation
<20UA/ml Négatif
20-60UA/ml Modérément positif
>60UA/ml Fortement positif

UA : unité arbitraire

b. Interprétation des titres des anticorps-ADNdb obtenus

Tableau 15: Interprétation des titres des anticorps-ADNdb obtenus

Résultat anti ADNdb Interprétation

<30 Ul/ml Négatif
30- 75 UI /ml Douteux
>75 Ul/ml Positif

UI: unité internationale
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c. Interprétation des titres des anticorps anti-antigénes nucléaires

solubles « ENA » obtenus

Tableau 16: Interprétation des titres des anticorps anti- ENA obtenus :

Résultat ENA Interprétation
<8,0UA/ml Négatif

8-12 UA/ml Douteux

>12 UA/ml Positif

UA : unité arbitraire.

2.2. Etude statistique
Il s’agit de notre contribution au recueil et exploitation de données concernant les bilans

immunologiques d’exploration des connectivites.

> Etape 01 : recueil de données

A T’aide des fiches pré-analytiques (voir ANNEXE III) proposées par le laboratoire de
Biochimie et remplies par les médecins prescripteurs, nous avons pu extraire les données

suivantes concernant les patients étudiés :

e Service demandeur

e Age et sexe

e Date de début des troubles
e Diagnostic suspecté

e Signes cliniques associ€s
e Traitement éventuel

¢ Bilan biologique

¢ Bilan immunologique antérieur

Nous avons également utilis¢ les résultats des patients obtenus et archivés pour compléter
notre collecte par les bilans de dépistage : le titre des anticorps anti-nucléaires (ANA) chez les

patients lancés, et le bilan d’identification des cibles antigéniques auto-anticorps et leur titre :

e Titre des anti-ADNdb
e Titre des anti-SSA
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e Titre des anti-SSB

e Titre des anti-Sm

e Titre des anti-Sm-RNP
e Titre des anti-Scl70

e Titre des anti-Jo-1

> Etape 02 : le tri des patients

Nous avons effectué un tri des patients explorés pour suspicion d’une connectivite en

éliminant :

- Les patients sans bilan de dépistage ANA
- Les patients a fiches de renseignement vides ou incomplétes.
- Les patients dont la suspicion était un syndrome anti phospholipide ou vascularite.

- Les Patients dont la suspicion était une maladie auto-immune spécifique d’organes.

Nous avons donc retenu des patients ayant les critéres suivants :

- Patients suspectés d’une ou plusieurs connectivites, chez qui des bilans de dépistage

ont été effectués avec des fiches de renseignement suffisamment remplies.

> Etape 03 : regroupement des informations

Nous avons ¢établi un tableau en utilisant le logiciel Microsoft office Excel 2007

regroupant toutes les informations citées précédemment.

> Etape 04 : traitement des données

Nous avons utilis¢ les informations assemblées pour réaliser notre ¢tude épidémiologique.

» Considérations éthiques

La collecte des données a été effectuée dans le respect de ’anonymat et de la confidentialité

des patients.

66



CHAPITRE II : RESULTATS



1. Caractéristiques de la population étudiée
A partir de 1000 patients de la population orientée vers le laboratoire de biochimie du centre
hospitalo-universitaire Nedir Mohammed Tizi-ouzou, Algérie, pour des bilans
immunologiques, nous avons extrait 778 patients ayant bénéficié¢ d’un bilan de dépistage des

anticorps antinucléaires (ANA).

1.1. Age moyen

L’age moyen de la population est de 39,65 + 14,15 ans, avec des extrémes d’age variant de 2

mois a &4 ans.

1.2.  Sexe ratio

Tableau 17: répartition de la population étudiée selon le sexe

Sexe Nombre de patients Pourcentage
Femmes 583 74,94%
Hommes 195 25,06%
Total 778 100%

74,94% de la population étudiée sont des femmes et 25,06% sont des hommes. Le sexe ratio

est de 0,33 ce qui signifie 1 homme pour 3 femmes.

Figure 23 : répartition de la population étudiée selon le sexe
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1.3.  Répartition selon les services demandeurs

Tableau 18 : Répartition de la population étudiée selon les services demandeurs

service nombre de Pourcentage%
patients

cardiologie 2 0,26%
Dermatologie 15 1,93%
Consultations Externes 147 18,89%
Gastrologie 1 0,13%
Hématologie 49 6,30%
Maladies infectieuses 24 3,08%
Médecine interne 110 14,14%
Néphrologie 78 10,03%
Neurologie 85 10,93%
Pédiatrie 59 7,58%
Pneumologie 13 1,67%
PU. Médecine 4 0,51%
Réanimation 1 0,13%
Rhumatologie 190 24,42%
Total 778 100%

La plus grande proportion de demandes de test screening d’ANA concerne le service de

Rhumatologie avec un pourcentage de 24,42% de la population étudiée.

Les demandes d’origine externe prennent la 2¢éme plus grande part avec un pourcentage de
18,89% de I’ensemble des patients dépistés. Elle est suive du service de médecine interne et
de néphrologie dont les pourcentages sont respectivement 14,14%, et 10,03%. Une demande
de la part du service de Neurologie relativement importante (10.93%) est observée. Le reste

des patients sont distribués sur différents autres services.
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Figure 24: Répartition de la population selon les services demandeurs

1.4. Répartition de la population étudiée selon le résultat du screening des ANA

Tableau 19 répartition de la population selon les résultats de screening ANA

ANA Nombre Pourcentage %
<20UA/ml 517 66,45%
>20UA/ml 261 33,55%

Total 778 100

Sur I’ensemble des patients dépistés, prés de 66,45% ont obtenu un titre d’ANA négatif (<20

UA/ml) et 33,55% étaient positifs (>20UA/ml).

ANA
positif
34%

ANA
negatif
66%

Figure 25: Répartition de la population selon les résultats de screening ANA
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2. Caractéristiques des patients a ANA positif
2.1. Age moyen

Parmi les 261 patients ANA positifs, I’age était précisé pour 229 patients. L’4ge moyen

¢tait de 39.36 + 17.83 ans avec un age minimal de 6 mois et un a4ge maximal de 79 ans.

2.2. Répartition des patients selon les tranches d’age

Tableau 20: répartition des patients selon les tranches d’age

Tranche d'age [1;14] ]14;30] 130;50] >50 Total
Nombre de 28 37 91 73 229
patients

pourcentage 12,23%  16,16% 39,74% 31,88% 100%

La tranche d’age située entre 30 et 50 ans était la plus touchée avec un pourcentage de

39.74% et la moins touchée était la tranche pédiatrique entre 1 et 14 ans avec 12.23% de cas.

39,74%

0,
40,00 31,88%

35,00

30,00

25,00 16,16%

20,00 12,23%

15,00

10,00
5,00
0,00

1<a<i4 14<a <30 30<a<50 a>50

Figure 26: Répartition des patients selon les tranches d’age
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2.3. Sexe ratio

Tableau 21 : répartition des patients selon le sexe

nombre  Pourcentage%

Hommes 55 21,07%
Femmes 206 78.,93%
Total 261 100%

D’aprés les résultats obtenus, une prédominance féminine a été constatée avec un pourcentage
de femmes estimé a 78,93% contre seulement 21,07% d’hommes. Le sexe-ratio
(Hommes/femmes) établi donne une valeur de 0,26 ; qui signifie environ 1 homme pour 4

femmes.

Hommes

i 21%

Femmes
79%

Figure 27: Répartition des patients selon le sexe

2.4. Répartition des patients selon les tranches d’age et le sexe

Tableau 22 : répartition des patients selon les tranches d 'age et le sexe

Tranch
e d’ge [1;14] ] 14;30] 1 30;50] >50 Total
Sexe H F H F H F H F H F
10 17 9 25 17 78 12 61 48 181
Nombre
%) 37.04 | 62.96 | 26.47 | 73.53 | 17.89 | 82.11 | 16.44 | 83.56 | 37.04 | 62.96
¢ % % % % % % % % % %
S 0,59 0,36 0,22 0,19 0,26
ratio
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On constate une forte prédominance féminine pour toutes les tranches d’age qui augmente

avec 1’age.

90,00

80,00

70,00

60,00

50,00

M nombre de femme
40,00

H nombre d homme
30,00

20,00

10,00

0,00 T
1<a<14 14<a<30 30<a<50 a>50

Figure 28 : Répartition des patients selon les tranches d'age et le sexe

2.5. Répartition des patients selon le degré de positivité du dépistage des ANA :

Tableau 23 : répartition des patients selon le degréde positivité des ANA

Titre d’ANA nombre pourcentage

(UA/ml)
>60 125 47,89%
20<ANA<60 136 52,10%
Total 261 100%

52,1% des patients a résultats positifs avaient des titres d’ANA entre 20 et 60 UA/ml
considérés, donc, comme modérément positifs et 47,8% avaient un titre supérieur a 60UA/ml

considérés, eux, comme fortement positifs.
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H>60 H20<ANA<60

Figure 29 : répartition des patients selon le degré de positivité des ANA

2.6. Répartition des patients selon la cible antigénique de leurs auto-anticorps

anti-nucléaires identifiés

Tableau 24 : répartition des patients selon la cible antigenique de leurs auto anticorps

antinucléaires
Auto-anticorps Nombre Pourcentage

Anti-ADNdb 37 14,18%
Anti-SSA 66 25,29%
Anti-SSB 26 9,96%
Anti-Sm 12 4,60%
Anti-Sm-RNP 25 9,58%
Anti-Scl70 5 1,92%
Anti Jo-1 2 0,77%

Chez les 261 patients a ANA positifs ayant bénéficiés d’une identification, les Anti-SSA
¢taient les auto-anticorps les plus retrouvés chez 25 % des patients, suivi des anti-ADN chez
14% des patients. Les auto-anticorps les plus rares chez ces patients étaient les Anti-Scl 70 et

les anti-Jo1 avec une fréquence de 1.95% et 0.77% respectivement.
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Figure 30 : repartition des patients selon les cibles antigeniques de leurs auto anticorps

2.7. Répartition des patients selon les signes cliniques

Tableau 25 : repartition des patients selon les signes cliniques

Atteinte Nombre de patients Pourcentage de patients
concernés concernés
Atteinte cutanée 55 18%
Atteinte articulaire 111 36%
Atteinte rénale 33 11%
Atteinte pulmonaire 15 5%
Atteinte hématologique 47 15%
Syndrome de Raynaud 14 5%
Syndrome sec 29 10%

Les manifestations cliniques les plus retrouvées chez les patients a ANA positif étaient
I’atteinte articulaire qui a été signalée chez 36% des patients suivie de 1’atteinte cutanée chez

18% des cas et de I’atteinte hématologique chez 15% des cas.

Les manifestations articulaires ¢étaient principalement des arthralgies. Les atteintes
hématologiques signalées étaient des anémies, des leucopénies, des thrombopénies, des

pancytopénies.
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Figure 31 : répartition des patients selon les manifestations cliniques

2.8. Etude des associations d’auto-anticorps et des manifestations cliniques

Tableau 26 : étude des profils en auto-anticorps en fonction des différentes

manifestations cliniques

Atteinte 9 19 7 5 9 3 2
cutanée 19,15% 40,43%  14,89%  10,64%  19,15% 6,38% 4,26%
%
Atteinte 21 32 9 6 13 3 0
articulaire 21,43%  32,65% 9,18% 6,12% 13,27% 3,06% 0,00%
%
Atteinte rénale 4 12 4 2 4 0 2
% 16,00%  48,00%  16,00% 8,00% 16,00% 0,00% 8,00%
Atteinte 2 3 1 2 4 0 1
pulmonaire 14,29%  21,43% 7,14% 14,29%  28,57% 0,00% 7,14%
%
Atteinte 11 20 8 4 8 1 1
hématologique 25,00% 45,45%  18,18% 9,09% 18,18% 2,27% 2,27%
%
Syndrome de 4 2 1 1 1 2 0
Raynaud 44.44%  22,22% 11,11% 11,11%  11,11%  22,22% 0,00%
%
Syndrome sec 4 7 5 0 0 0 0
% 14,81%  25,93%  18,52% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

75



L’analyse de 1’association des auto-anticorps antinucléaires avec les manifestations cliniques

permet de constater :

- Une prédominance de I’anticorps anti-SSA en présence des différentes atteintes mis a
part le syndrome de Raynaud ou I’anticorps anti-ADNdD est le plus fréquent et I’atteinte
pulmonaire ou 1’anticorps anti-Sm/RNP était majoritaire.

- Les anticorps anti-ADNdb et anti-Sm/RNP sont présents a un pourcentage de 19,15%
chacun en présence de I’atteinte cutanée.

- 21,43% des patients avec atteinte articulaire présentaient un anticorps anti-ADNdb.

- Les patients souffrant d’une atteinte rénale présentaient en plus de 1’anti-ssa prédominant
chez 48% d’entre eux, les anticorps anti-ADNdb, anti-SSB et anti-Sm/RNP avec un
pourcentage de 16% chacun.

- En présence de I’atteinte pulmonaire, 1’anticorps anti-SSA était présent a une fréquence
de 21,43%.

- En présence de I’atteinte hématologique, 25,00% des patients présentaient des anticorps
anti ADNdb.

- Inversement, en association avec le syndrome de Raynaud il y a une prédominance de
I’anticorps anti ADNdb suivi de I’anticorps anti-SSA avec des fréquences estimées
respectivement a 44,44% et 22,22%.

- Une prédominance des anticorps anti SSA et anti SSB en association avec le syndrome

sec avec des fréquences estimées respectivement a 25,93% et 18,52%
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Figure 32: étude des profils en auto-anticorps en fonction des différentes manifestations
cliniques

2.9. Etude des associations d’auto-anticorps et des diagnostics suspectés

Tableau 27: Etude des profils en auto-anticorps en fonction du diagnostic suspecté

Eom R e

LED (n=44) 20 14 6 11 9 5 0
% 45,45%  31,82%  13,64%  25,00%  20,45% 11,36%  0,00%
Syndrome de 2 6 3 2 1 1 0
Gougerot-
Sjogren (n=10)
% 20,00%  60,00%  30,00%  20,00%  10,00%  10,00%  0,00%
Polyarthrite 4 4 2 0 0 1 0
rhumatoide
(n=26)
% 15,38%  15,38% 7,69% 0,00% 0,00% 3,85% 0,00%
Sclérodermie 0 0 0 0 0 1 0
systémique
(n=5)
% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%  20,00% 0,00%
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Polymyosite/ 0 0 0 0 0 0 0
dermatomyosite
(n=1)
% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Connectivite 1 1 1 0 0 0 0
mixte (n=4)
% 25,00%  25,00%  25,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Les résultats de 1’identification des cibles antigéniques des auto-anticorps anti-nucléaires ont

¢été étudiés en fonction des pathologies suspectées chez chaque patient. Nous avons constaté :

» Les patients chez qui le diagnostic suspecté était le lupus érythémateux disséminé

avaient une prédominance des anticorps anti-ADNdb avec une fréquence de 45,45%,
suivis des anticorps anti-SSB dont la fréquence est estimée a 31,82%. La présence des
anticorps anti-Sm et anti Sm-RNP était relativement élevée avec des pourcentages
respectifs de 25% et 20,45%.
» Les patients chez qui le diagnostic suspecté était le syndrome Gougerot-Sjogren
avaient une prédominance des anticorps anti-SSA et anti-SSB dont les pourcentages
étaient respectivement de 60% et 30%.
Les patients chez qui le diagnostic de Sclérodermie systémique était suspecté seul
avaient ’anticorps antiscl70 avec une fréquence de 20%.
» Les patients chez qui le diagnostic de connectivite mixte était suspecté, avaient des

anticorps anti ADNdDb, anti-SSA, anti-SSB a une fréquence de 25% chacun.
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Figure 33 : étude des profils en auto anticorps en fonction du diagnostic suspecté
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3. Caractéristiques de la population pédiatrique

Nous avons pris comme age maximal pour définir la population pédiatrique celui de 14 ans,
conformément a I'ICD-10, Volume 2.

3.1. L’age moyen

Parmi les 778 patients étudiés, 84 étaient des enfants (age < 14 ans). Leur age moyen était de

8.33+3,57 ans avec un age minimal de 2 mois et un age maximal de 14 ans.
3.2. Répartition de la population pédiatrique selon le sexe

Tableau 28 : Répartition de la population pediatrique selon le sexe

Sexe Nombre pourcentage
Féminin 56 67%
Masculin 28 33%

Total 84 100%

67% de la population pédiatrique était de sexe féminin et 33% était de sexe masculin. Le

sexe-ratio était de 0.5 ce qui signifie 1 gar¢on pour 2 filles.

HF EM

Figure 34: répartition de la population pédiatrique selon le sexe
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3.3.  Répartition de la population pédiatrique selon les résultats du screening des

ANA

Tableau 29 répartition de la population pédiatrique selon les résultats du screening des

ANA
Résultat Nombre Pourcentage
>20UA 29 35%
<20UA 55 65%
Total 84 100%

Prés de 65% des patients présentaient un titre d’ANA négatif et 35% étaient positifs.

H>20UA
H <20UA

Figure 35 : répartition de la population pédiatrique selon le titre des ANA
3.4. Répartition des patients selon le degré de positivité des ANA

Tableau 30 repartition des patients selon le degré de positivité des ANA

Titre Nombre de cas Pourcentage
20<ANA<60 19 66%
>60 10 34%

66% des patients a résultats positifs avaient des titres d’ANA entre 20 et 60 UA/ml,
considérés ainsi, comme modérément positifs et 34% avaient un titre supérieur a 60UA/ml,

considérés donc, comme fortement positifs.
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3.5.

H >60
M 20<ANA<60

Figure 36 : Répartition des patients selon le degre de positivité des ANA

Répartition de la population pédiatrique selon la cible antigénique des auto-

anticorps antinucléaires

Tableau 31 : répartition de la population pédiatrique selon la cible antigénique des auto-

anticorps antinucleaires

I'auto anticorps Nombre Pourcentage
Anti ADN 5 17%
Anti SSA 4 14%
Anti SSB 0 0%
Anti Sm 0 0%
Anti Sm-RNP 0 0%
AntiScl70 0 0%
Anti Jo-1 0 0%
Identification 20 69%
négative

69% des patients a ANA positif ont eu une identification des cibles antigéniques
négative.
Les anti-ADNdD étaient les auto-anticorps les plus retrouvés, 17 % des patients, suivis

des anti-SSA, 14% des patients. Les autres auto-anticorps n’ont pas été retrouvés chez

la population pédiatrique.
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Anti SSA
14%

Figure 37 : répartition de la population pediatrique selon la cible antigenique des auto-

anticorps antinucléaires

4. Caractéristiques des patients lupiques confirmés

4.1. L’age moyen

Parmi les 778 patients étudiés, 33 étaient des lupiques confirmés diagnostiqués par des
praticiens selon les critéres de diagnostic du lupus érythémateux disséminés (1982, modifiés
en 1997). Leur age moyen ¢était de 29.24 +12.35 ans avec des extrémes d age de 4 ans a 70

ans.
4.2. Sexe ratio

Tableau 32 : Répartition des patients lupiques selon le sexe

nombre pourcentage

Femmes 28 84,85%
Hommes 5 15,15%
Total 33 100,00%

Chez ce groupe de patients, on remarque une prédominance féminine avec un pourcentage de
84,85% contre 15.15% pour la proportion masculine. Le sexe ratio est d’environ 0,18, ce qui

signifie qu’il ya atteinte d’environ un homme pour 5 femmes.
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Hommes
15%

Figure 38 : répartition des patients lupiques selon le sexe

4.3. Répartition des patients selon les résultats du dépistage des ANA

Tableau 33 répartition des patients selon les résultats du dépistage des ANA

Titre d’ANA (UA/ml) nombre Pourcentage
20<ANA<60 7 21,21%
>60 26 78,79%
total 33 100,00%

Tous les patients étudiés dans cette population avaient des bilans ANA positifs. La plus
grande partie, avec un pourcentage de 78,79%, avait un titre fortement positif, contre 21,21%

ayant un titre d’ANA modérément positif.

20<x<60
21%

Figure 39 répartition des patients selon les résultats du dépistage des ANA
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4.4. Répartition des patients lupiques selon les cibles antigéniques d’auto-

anticorps identifiés

Tableau 34 Répartition des patients lupiques selon les cibles antigéniques d’auto-
anticorps identifiés

nombre pourcentage

Anti-ADNdb 12 36,36%
Anti-SSA 17 51,52%
Anti-SSB 7 21,21%
Anti-Sm 2 6,06%
Anti-Sm/RNP 6 18,18%
Anti-Scl70 2 6,06%
Anti-Jo-1 1 3,03%

Chez les 33 patients lupiques les différents auto-anticorps cités dans le tableau ci-dessus ont

été détectées avec des fréquences variables, les plus répandus étaient :

- Les anticorps anti-SSA avec un pourcentage de 51,52%.
- Les anticorps anti-ADNdb avec un pourcentage de 36,36%

- L’anticorps anti-Sm était quant a lui présent avec un pourcentage de 6,06%.

60,00% 51,52%
S e
) (]
,00% 9 6,06%
10,00% 6,06% 6 3,03%
0,00% —
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Figure 40 Répartition des patients lupiques selon les cibles antigéniques d’auto-
anticorps anti-nucléaires
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4.5. Répartitions des patients lupiques selon les signes cliniques

Tableau 35: Répartition des patients lupiques selon les signes cliniques

L'atteinte Nombre de  Pourcentage
cas

articulaire 13 23%
cutanée 16 28%
rénale 12 21%
pulmonaire 5 9%
hématologique 7 12%
syndrome de Raynaud 4 7%
syndrome sec 0 0%

Les manifestations cliniques les plus retrouvées chez les patients lupiques étaient 1’atteinte

cutanée chez 28% des patients se caractérisant principalement par un érythéme facial et une

photosensibilité.

L’atteinte articulaire était présente chez 23% des patients, il s’agissait essentiellement de

polyarthralgies.  L’atteinte rénale sous ses différentes formes (syndrome néphrotique,

insuffisance rénale...) était retrouvée dans 21% des cas.
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Figure 41 : Répartition des patients lupiques selon la clinique
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4.6. Etudes des associations des auto-anticorps anti-nucléaires avec les

manifestions cliniques

Tableau 36 : étude des associations d’auto-anticorps anti-nucléaires avec les
manifestions cliniques

Anticorps Anti ADN Anti Anti  Anti Sm Anti Anti Anti
SSA SSB Sm/RNP Scl70 Jo-1
I'atteinte
P’atteinte 6 7 3 1 3 1 0
articulaire

46,15% 53,85% 23,08%  7,69% 23,08% 7,69%  0,00%

I’atteinte 5 7 4 2 4 1 1
cutanée
31,25% 43,75% 25,00% 12,50% 25,00% 6,25% 6,25%

syndrome de 2 1 1 1 1 1 0
Raynaud
50,00% 25,00% 25,00%  25,00% 25,00%  25,00% 0,00%
I’atteinte 6 6 2 1 2 0 1
rénale
50,00% 50,00% 16,67%  8,33% 16,67% 0,00% 8,33%
P’atteinte 3 2 2 1 2 0 0
pulmonaire

40,00% 40,00% 40,00% 20,00% 40,00% 0,00% 0,00%

I’atteinte 5 7 3 1 2 1 0
hématologique
71,43%  100,00% 42,86% 14,29% 28,57%  14,29% 0,00%

L’étude des associations d’auto-anticorps anti-nucléaires avec les différentes manifestations
cliniques retrouvées chez les patients diagnostiqués atteints de lupus érythémateux systémique

a démontré les résultats suivants :

» Une prédominance des anticorps anti-SSA et anti ADNdb chez les patients présentant
une atteinte articulaire, a des pourcentages respectifs de 53,85% et 46,15%.

» Une prédominance des anticorps anti-SSA et anti ADNdb chez les patients présentant
des signes cutanés avec une fréquence respective de 43,75% et 31,25%.

» Une prédominance de I’anticorps anti ADNdb avec une fréquence de 50,00%, en
association avec le syndrome de Raynaud.

» Une prédominance de 1’anti ADNdb et I’anti-SSA a une fréquence estimé a 50%

chacun, chez les patients présentant des manifestations rénales
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» Une prédominance de I’anti ADNdb en association avec 1’atteinte pulmonaire.
» La présence chez tous les patients présentant une atteinte hématologique de
I’anticorps anti-ssa (100%) en association avec |’anticorps anti-ADNdb a une

fréquence de 71,43% et 1’anti-Sm/RNP a une fréquence de 42,86%.
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Figure 42 Etude des associations des auto-anticorps anti-nucléaires avec les manifestions

cliniques

5. Exploration des patients a bilan ANA positif et bilan d’identification des cibles
antigéniques des auto-anticorps négatif

5.1. Age moyen

97 patients parmi les ANA positifs avaient un résultat négatif lors 1’identification des cibles
antigéniques de leurs auto-anticorps anti-nucléaires. L’age moyen de ces patients était de
38.53 £17.48ans.

5.2. Sexe ratio

Tableau 37: Répartition des patients selon leur sexe

nombre pourcentage

Femmes 72 74%
Hommes 25 26%
Total 97 100,00%
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Chez cette catégorie de patients comme pour les autres, les femmes étaient majoritaires a
avoir un titre ANA positif mais avec auto anticorps de cibles antigéniques négatifs avec un
pourcentage de 74% contre 26% d’hommes uniquement. Le sexe-ratio est de 0.35, en d’autres

termes trois femmes contre un seul homme.
5.3. Répartition des patients selon le degré de positivité des ANA

Tableau 38: Répartition des patients selon le degré de positivité des ANA

UA nombre  pourcentage
[20;60] 72 74,23%
>60 25 25,77%
Total 97 100,00%

Selon le tableau ci-dessus, 74.23% des patients constituant ce groupe avaient un titre d’ANA

modérément positif contre uniquement 25.77% qui étaient fortement positifs.

Figure 43: Répartition des patients selon le degré de positivité des ANA
5.4. Répartition des patients selon le diagnostic suspecté

Tableau 21 : Répartition des patients selon le diagnostic suspecté

Diagnostic suspecté Nombre de cas Pourcentage
Lupus 14 14,43%

PR 18 18,56%
sclérodermie 4 4,12%
Syndrome Sjogren 1 1,03%
Connectivite mixte 2 2,06%
polymyosite 2 2,06%

Total 97 100
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On constate que la polyarthrite rhumatoide était la connectivite la plus suspecté : chez 18.56%
des patients, suivie du lupus érythémateux disséminé : chez 14.43% de patients, et ensuite la

sclérodermie : chez 4.12 %

18,56%
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Figure 44 Répartition des patients selon le diagnostic suspecté

5.5. Répartition des patients en fonction des signes cliniques exprimés

Tableau 39: Répartition des patients en fonction des signes cliniques exprimés

L'atteinte Nombre de cas Pourcentage

articulaire 41 42 .27%
cutanée 7 7,22%
rénale 6 6,19%
pulmonaire 5 5,15%
hématologique 3 3,09%
syndrome de Raynaud 4 4,12%
syndrome sec 9 9,28%
autres 22 22,68%

total 97 100,00%

L’atteinte articulaire était prédominante : chez 42.27% des patients.
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Figure 45 Répartition des patients en fonction des signes cliniques exprimés



PARTIE 02 : VALIDATION DE LA VALEUR DE REFERENCE DE LA
THECHNIQUE ELISA UTILISEE POUR LE DEPISATGE DES AUTO-
ANTICORPS ANTINUCLEAIRES




CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODES



1. Type et période de I'étude

Nous avons réalisé une étude descriptive. La collecte des échantillons s'est déroulée du 4 avril

au 5 mai 2019.

2. Démarche de I’étude

Afin de valider la valeur de référence de la technique ELISA appliquée a la recherche
d’anticorps antinucléaires utilisée dans le laboratoire de Biochimie du CHU de tizi-Ouzou
(ELISA Inova QUANTA Lite ANA) qui propose la valeur de 20 UA/ml, comme valeur seuil
a partir de laquelle le sérum analysé est considéré comme positif en anticorps anti nucléaires,
sur la population locale, nous avons suivi une démarche selon les recommandations du

protocole de la ligne directrice C28-A3 publiée par le CLSI et I'IFCC.

Sélectionner des individus de référence (N=20) représentatif de la
population en bonne santé du laboratoire

’

Déterminer les valeurs de référence (=analyse)

v

Veérifier I'homogénéité du groupe (pas de valeurs aberrantes)

‘,-//\

Si pas plus de 2 valeurs des 20 individus Si 3 ou 4 valeurs sont en
testés sont en dehors des limites originelles dehors des limites originelles,
20 autres individus de
Les limites de référence du « donneur » référence doivent étre recrutés
sont considérées comme acceptables /\

Si pas plus que 2 valeurs de Si 3 valeurs ou plus sont en dehors
ce nouveau groupe sont en de I'IR du denneur:
dehors de I'IR du *  Revoir le processus analytique
« donneur »: les limites de * Des différences biologiques
référence du donneur sont possible
peuvent &tre considérées * Déterminer ses propres IR
comme acceptable selon la methode originelle

IFCC/CLSI 2010 C28 A3c

Figure 46 : Algorithme des actions permettant de valider un intervalle de référence préexistant
selon la ligne directrice C28-A3 publiée par le CLSI et I'lFCC [127]

2.1.Recrutement des individus de référence
Notre étude a été réalisée sur un groupe de 20 personnes d’apparence clinique saine et

provenant des wilayas de Tizi Ouzou, Bouira et Boumerdes.
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L’échantillonnage a été effectué¢ selon la méthode de sélection simple a priori sur la base des
critéres d'exclusion et d'inclusion mentionnés dans un questionnaire (ANNEXE IV) avant

d’effectuer le prélevement sanguin.
Nous avons exclus de notre étude les personnes :

- Présentant une maladie auto immune, infection, maladies inflammatoires chroniques
ou cancers.

- Fumeuses ou alcooliques

- Sous contraception hormonale ou grossesse

- Ayant pris un traitement au préalable (dé¢lais de 1 mois) (Voir ANNEXE V)

2.2.Le prélévement

2.2.1. Matériels du prélevement
Nous avons utilisé pour le prélévement :

- Tubes secs

- Epicraniennes de taille 20G

- Gants et garrot en plastique

- Alcool chirurgical a 90° et coton pour la désinfection
- Sparadrap

- Portoir.

2.2.2. Matériels biologiques
Sérum récupéré apres centrifugation du sang total veineux sur un tube sec.

2.2.3. Déroulement du prélevement
- Préparation du matériel de prélevement et vérification de 1'identité du patient.
- Réalisation du prélévement au niveau du pli du coude a l'aide d'un garrot sur tub sec.

- Etiquetage systématique des tubes.

2.3.Préparation des spécimens pour ’analyse
» Centrifugation
-les tubes sont centrifugés a 3500tours/3min aprés respect de la durée d’attente nécessaire

avant la centrifugation qui ne doit étre ni trop courte (une post-coagulation peut se produire

dans le sérum) ni trop longue (peut provoquer des modifications du sérum).

93



» Conservation
-Les ¢échantillons qui ne sont pas traités le jour méme sont conservés au réfrigérateur a +4°C

jusqu’a la réalisation des analyses.

2.4.L’analyse des échantillons
Déterminer les valeurs de références des 20 individus de référence en leur langant un

screening a la recherche d’anticorps antinucléaires par la technique ELISA.

2.5.Analyse et interprétation des résultats

Outils statistiques : Statistics Calculator: Box Plot ; disponible en ligne sur :

http://www.alcula.com/calculators/statistics/box-plot/
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CHAPITRE II : RESULTATS



1. Caractéristique de notre population
1.1.Age moyen

L’4ge moyen était de 27.1 £7.25 ans avec des extrémes d age de 3 ans et 51 ans.

1.2.Sexe ratio
Le groupe était composé de 7 hommes et 13 femmes ; le sexe ratio étant de 1/2: un (1)

homme pour deux femmes.

2. Distribution des valeurs de références de notre population de référence

Afin de vérifier ’homogénéité de notre série et de déceler d’éventuelles valeurs
aberrantes, nous avons représenté¢ la distribution des valeurs de nos individus de

références dans le diagramme « boite & moustaches » ci dessous.

Valeur maximale *

—Troisieme quartile (Q3) *

Intervalle interquartile (IQR) = Mediane *

Premier quartile {Q1) >

Valeur minimale *

Figure 47 : Répartition des valeurs de nos 20 individus de références
Les données statistiques obtenues sont représentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 40 : Les données statistiques de notre population

Nombre de prélevement 20
Valeur minimale 2,61
Valeur maximale 14.81
Médiane 7.175
Premier quartile (Q1) 5.785
Troisieme quartile (Q3) 9.46
Intervalle interquartile (IQR) 3.675
Valeurs aberrantes Aucune
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Les valeurs supérieures a Q3 + 1.5 IQR ou inferieurs a Q1 — 1.5 IQR sont considérées comme

des valeurs aberrantes.

» Aucune valeur aberrante n’a été trouvée ; ’homogénéité de notre population est
vérifiée.
3. Validation de ’intervalle de référence

Aucune valeur des 20 individus testés n’est en dehors des limites originelles établies
par Inova Diagnostics. La valeur de référence seuil proposée (20UA/ml) est donc considérée

comme acceptable pour la population locale.
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CHPITRE III : DISCUSSION



Les connectivites sont un groupe de pathologies auto-immunes qui se caractérisent par une
hétérogénéité clinique et biologique extréme. La multiplicité des atteintes tissulaires et
viscérales et donc la variété de signes cliniques retrouvés chez les patients explorés rend la
confirmation diagnostique difficile. De 14, des Critéres diagnostiques ont été établis pour le

diagnostic de chaque connectivite.

Le marqueur immunologique principal de ces pathologies est la présence d’anticorps anti-
nucléaires. Ces marqueurs, avec ou sans cible antigénique détectés, ont un intérét majeur dans

le diagnostic, le suivi de ces maladies.

Dans cette ¢tude nous avons essayé, malgré le manque de confirmation diagnostic chez la
majorité des patients de 1’étude, d’établir un profil clinique et immunologique des patients

explorés dans le laboratoire de Biochimie du CHU de TIZI OUZOU.

Sur ’ensemble de 778 patients explorés, 261 patients (33.55%) ont été positifs a 1’étape de la
recherche d’anticorps anti nucléaires. Sur le total des patients AAN+, 97 patients (37%) ont

des cibles antigéniques indéterminées.

Les connectivites sont des pathologies a prédominance féminine : Les résultats obtenus ont
montré une nette prédominance féminine avec un sexe ratio H/F de 0,26 chez les patients a
cibles antigéniques nucléaires positives, et un sexe-ratio de 0.34 H/F chez la catégorie de

patients AAN positif, cibles antigéniques négatives.

Nos résultats rejoignent ceux de la littérature, notamment les résultats de 1’étude menée par
Leéye YM et al, au service de Médecine Interne du CHUN de Pikine, Sénégal [128] dont le
sexe ratio homme/ femme était de 0,13, et ceux de I’étude de S.Feki et al [129], sur la

population tunisienne qui rapporte un sexe ratio de 0.25 H/F.

Les données de la littérature rapportent que les connectivites touchent la catégorie jeune. Dans
notre ¢tude, la moyenne d’age était estimée a 39.36 ans £ 17.83. Ce résultat se rapproche
fortement des résultats obtenus & Western Parand University Hospital, Brésil (HUOP) [130]
qui rapporte une moyenne d’age de 36.3 ans ainsi que de 1’étude de Jacinth Angel and al,
Tamil Nadu [131] qui estime que la population la plus touchée par les connectivites est entre

21-40 ans.

Quant a la population de patients AAN indéterminés, 1’dge moyen dans notre étude est de

38.53 ans. Ce résultat semble étre en accord avec ceux obtenus dans I’étude tunisienne [129].
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Les signes cliniques des connectivites sont multiples et variés et témoignent de 1’atteinte multi
viscérale au cours du processus physiopathologique propre a chaque maladie. Néanmoins,
certaines atteintes sont plus fréquentes et mieux étudiées : L’ Atteinte hématologique (Anémie,
Thrombopénie..) ; ’atteinte rénale, D’atteinte articulaire (Arthralgie, arthrite..), D’atteinte
cutanée (Erythéme, purpura..), le phénoméne de Raynaud ainsi que I’atteinte cardio-

pulmonaire.

L’atteinte articulaire est la plus fréquente chez les patients de notre étude. Elle est retrouvée
chez 37.2% des patients suivie de I’atteinte cutanée et de D’atteinte hématologique. Les
résultats de notre étude semblent étre en corrélation avec ceux obtenus par I’étude de Jacinth
Angel and al ,Tamil Nadu [131] et ceux de I’étude de Kun-YiWang et al, Taiwan [132],
réalisée de Septembre 2007 a Mars 2008, chez les patients ANA positif.

La prédominance de I’atteinte articulaire n’est pas étonnante car le tableau clinique de la
majorité des connectivites inclut une arthrite ou une arthralgie : L’atteinte articulaire est
signalée chez environ 60% des patients lupiques , et chez 54-84% des patients atteints du
Syndrome de Gougerot Sorjen , [133][134] ainsi que chez 12-66% des sclérodermiques [135]
[136].

Enfin, cette atteinte prédominante explique que le service le plus demandeur au CHU de Tizi-

Ouzou soit le service de rhumatologie avec 21,46% des patients.

Le tableau ci-dessous résume les atteintes les plus retrouvées chez les patients a ANA positif

de notre étude en comparaison avec celles retrouvées dans 1’é¢tude de Kun-YiWang et al

(Taiwan) [132].

Tableau 41: Comparaison des pourcentages de manifestations cliniques de notre étude a
celles de Kun-YiWang et al.

Manifestation clinique Kun-YiWang et al Notre étude
(Taiwan)
Atteintes hématologiques 35 (9.9%) 47(15%)
Atteinte rénale 12 (3.4%) 33 (11%)
Atteinte articulaire 132 (37.2%) 111 (36%)
Phénomeéne de Raynaud 14 (3.9%) 14 (5%)
Atteinte cutanée 51 (14.4%) 55 (18%)
Atteinte cardio-pulmonaire 17 (4.8%) 15 (5%)
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Sur le plan immunologique, sur les 261 patient dépistés AAN + au screening, 164 (63%)

patients avaient des cibles antigéniques identifiées.

Les auto-anticorps anti-SSA étaient les plus fréquents. Ils ont été détectés chez 25, 29% de
nos patients. Ceci rejoint les résultats obtenus par 1’étude canadienne de C. Fitch-Rogalsky et
al, Calgary, Alberta [137], qui rapporte une fréquence élevée de ’anticorps anti SSA chez

leurs patients.

Tableau 42: Comparaison entre les fréquences des auto-anticorps anti cibles
antigéniques entre notre étude et celle de C.Fitch-Rogalsky

Auto-anticorps Notre étude Etude de C. Eltch-Rogalsky
(Canada)
Anti-SSA 25,29% Ro52/TRIM21 :45.7%
SS-A/R060 :34.5%
Anti-ADN 14,18% 13.2%
Anti-SSB 9,96% 16.4%
Anti-Sm-RNP 9,58% 14.7%
Anti-Sm 4,60% 12.1%
Anti-Scl-70 1,92%
Anti-JO1 0,77% 2.6%

Par contre, 1’étude de Western Parand University Hospital (HUOP), rapporte une fréquence

plus €levée de cet anticorps chez les patients de leur étude (41.7%) [130].

Les auto-anticorps anti-ADN étaient retrouvés chez 14.18% des patients de notre étude. Cette

fréquence semble étre en accord avec celle rapportée par 1’étude canadienne[137].

Quant aux anticorps anti Scl-70, et anti Jo-1, leur fréquence était plus faible, ce qui est en

accord avec 1’étude canadienne.

L’étude de I’association des anticorps anti nucléaires avec la symptomatologie clinique a
montré une association de I’anticorps anti SSA avec la plupart des signes cliniques recherchés

dans notre étude. Cet anticorps (avec I’anticorps anti SSB) est retrouvé associé, avec le
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syndrome sec oculo-buccal, signe principal du syndrome de Gougerot qui associe souvent des

arthralgies, une sécheresse oculo-buccal avec une positivité en anticorps anti SSA et anti SSB.

L’anticorps anti ADNdb était associé dans notre étude aux atteintes cutanées, articulaires,
rénales et hématologiques. Ces signes sont souvent décrits associés a la maladie lupique, qui

est associée sur le plan immunologique a I’anticorps anti ADNdb.

L’anticorps anti Scl-70 était associ¢ a des signes cutanés et au phénomene de Raynaud, signes

fréquents au cours des sclérodermies.

» Profil Clinique et Inmunologique des patients lupiques :

Dans notre étude, nous avons recensé 33 patients dont le diagnostic du lupus érythémateux
systémique était poseé.

Notre étude met en évidence la prédominance féminine et 1’Age moyen relativement jeune de
la maladie lupique .[54] En effet, I’age moyen dans notre série est de 29.24 +12.35 ans et il se
rapproche des résultats de plusieurs études: M.Lehraiki,Maroc (35.4+12.3); A.Nashwa,
Soudan (31+10.9 ans); L.Gaiizére,Reunion Island, (34,7 £+ 13,4 ans)[138-140].

Le LES touche théoriquement neuf femmes pour un homme .[54] Cependant, le sexe ratio
homme/femme de notre série étant de 0.18 (1 hommes pour 5 femmes) est plus ¢élevé, et il est
de méme comparé a ceux d’autres séries ou il était estimé a 0.06 (1 homme pour 16 femmes)
dans la série du Maroc et Reunion Island et a 0.07 (1 homme pour 14 femmes) dans la série
du Soudan. [138-140] Cela pourrait étre di a la petite taille de notre population d’étude par
rapport aux autres séries.

Sur le plan clinique, notre étude confirme le polymorphisme clinique du LES. Les principales
atteintes cliniques recensées au moment du diagnostic sont comparables quelle que soit la
région étudiée [138,139,141].

Nous avons mis en évidence une prépondérance des atteintes classiques de la maladie :
articulaires, cutanées et rénales ce qui est en accord avec plusieurs études mais a des
pourcentages beaucoup plus faibles pour notre série comparée aux autres[138,139,141]. Ce
qui pourrait s’expliquer par les résumés cliniques non détaillés ou incomplets de nos patients

ce qui a sous-estimé les pourcentages des atteintes.
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Tableau 43: comparaison des fréquences des atteintes cliniques de notre série avec
d’autres séries

Atteinte Notre L.Gaiizére, M.Lehraiki, Z. Zavie et al.

série Reunion Island Maroc Benin [142]
[139] [138]

cutanée 28.00%  80.00% 88,80% 70,70%

articulaire 23.00%  89.00 % 83,30% 94,30%

rénale 21.00%  60.00% 51.90% 27.30%

pulmonaire 9.00% 28.00% 35.20% 6.06%

hématologique 12.00% 57.00% 85.20% /

Sur le plan immunologique nous avons trouvé les anticorps anti-ADN chez 36.36% des
patients. Ce taux est modérément faible par rapport a celui décrit dans des séries européennes,
nord et ouest africaine ou leur fréquence variait de 48.40% a 79%][138,139,141].

Tandis que les anti-SSA étaient présents chez 51.52% des patients, un titre modérément élevé
par rapport a celui décrit dans les mémes séries. Des études ont montré une fréquence plus
¢levée des anti-SSA dans certains sous types de lupus en particulier le lupus érythémateux
cutané subaigu (Morel et al, 2007)[52].

Les anticorps anti-Sm sont extrémement spécifiques du lupus. Mais de sensibilité faible et
inconstante : 10 a 15 % des lupus des sujets caucasiens, 30% des lupus des sujets noirs [52].
Ils étaient présents chez 6.06% de nos patients s’approchant des valeurs des sujets
caucasiens.

La fréquence des Anticorps anti-ENA varie au cours du LES, selon la technique utilisée mais
aussi pour certains d’entre eux, notamment les anti-Sm, selon I’origine ethnique des
malades[52].

Cette incidence variable en fonction de I’ethnie et de la technique utilisée pour leur mise en

évidence est illustrée par les observations de Meyer et al[52] .
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Tableau 44: comparaison des fréquences des anticorps anti ENA de notre série avec
d'autres séries

L’auto Notre L.Gaiizére, M.Lehraiki, A.Nashwa, Z. Zavie et
anticorps série Reunion Maroc Soudan al. Benin
Island [138] [140] [142]
[139]
AntiADNdb 36,36%  70.00% 72,20% 48.40% 79%
Anti-SSA 51,52%  47.00% 37.00% 32.30% 26%
Anti-SSB 21,21%  24.00% 16.70% 11.30% 0%
Anti-Sm 6,06% 37.00% 18.50% 19.30% 52%
Anti- 18,18%  / 3.70% 17.70%
Sm/RNP

> Discussion des résultats chez les patients a ANA positifs et typage de cible
antigénique négatif par technique ELISA

Les résultats obtenus ont démontré une prédominance de titre ANA modérément positifs avec
un pourcentage de 74% contre 26% fortement positifs, inversement a 1’étude de S.Feki and al,

Tunisie[ 129] ou le taux d’ANA a titre fortement positif est prédominant.

La présence de tres fortes concentrations d'anticorps devrait éveiller les soupgons de maladie

auto-immune et requiere une surveillance plus fréquente du patient [143,144]

Chaque titre ANA positif en I’absence de cibles antigéniques connues propose plusieurs

hypothéses concernant sa signification. Il peut s’agir de :

e Patients atteints de connectivites

L’¢établissement d’un diagnostic de connectivites n’est pas conditionné par la présence
obligatoire d’auto-anticorps spécifiques mais repose sur un ensemble de critéres cliniques,
biologiques, immunologiques, et parfois méme histologiques et radiologiques proposés par les

divers consensus cités auparavant. Ceci rejoint les données de 1’étude de S.Feki and al,
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Tunisie[129] ainsi que les données concernant la prévalence de ces auto-anticorps au cours

des connectivites qui n’est jamais estimé a 100% [145].

e Patients en phase préclinique

L’enquéte menée par Wijeyesinghe et Russell a propos du développement de la maladie
dans une cohorte de patients négatifs pour la maladie du tissu conjonctif 10 ans apres le
résultat positif du test de dépistage des anticorps antinucléaires (ANA) a titre élevé, a
révélé un pourcentage considérable d’individus qui continuent a rester positifs méme
apreés une période prolongée. Cependant, il a été constaté qu’un petit nombre de ces
personnes ont développé des connectivites [146]. L hypothése qu’il s’agisse d’une phase
préclinique de maladie reste probable surtout chez les patients a titre d’ANA fortement

positif.
e Patients atteints d’autres maladies auto-immunes spécifiques d’organes

Les données de la littérature rapportent une prévalence d’ANA au cours de maladies auto-
immunes spécifiques d’organe tel que : Thyroidites auto-immunes, Hépatite auto-immune,

thrombopénie auto-immune ... [129,144]

e Maladies non auto-immunes

Des ANA ont été détectés chez des patients atteints de :

- Maladies infectieuses :bactériennes(mononucléose, endocardite  bactérienne
subaigué, tuberculose...)[144], virales : hépatite par virus hépatotropes ( VHC, VHB
«virus de I’hépatite B et C », « Cytomégalovirus » CMV, « Epstein Barr virus »
EBV) [147] « parvovirus B19 »[148] et parasitaires ( acces palustre [149]...)

Il est suggéré que les infections peuvent agir par mimétisme moléculaire en tant que
déclencheurs environnementaux induisant ou favorisant des maladies auto-immunes
chez des individus génétiquement prédisposés [150]

- Maladies inflammatoires non infectieuses: sarcoidose[151], arthrite juvénile
idiopathique [152]...

- Affections tumorales malignes : Cancer du sein, adénocarcinome colorectal,

lymphome Hodgkinien et non-hodgkiniens... [153].
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L’étude de Solans-Laque et al [153] a mis en évidence une importante prévalence des
ANA chez les patients présentant plusieurs troubles malins par rapport aux sujets
sains du méme age et du méme sexe. 17,1% des patients avec ANA positif ont
développé des symptomes rhumatismaux paranéoplasiques, qui dans certains cas, ont
¢été indiscernable de la polyarthrite rhumatoide (un cas), la dermatomyosite (un cas) et

le lupus systémique (un cas).

e Elévation des ANA chez la population saine
En fonction des atteintes cliniques évoquées, diverses connectivites ont été suspectées
justifiant la demande de bilan en auto-anticorps antinucléaires (ANA). Cependant, il
est nécessaire de signaler que la présence de ces auto-anticorps n’est pas forcément
associée aux maladies [154]
Des ¢études épidémiologiques sur la prévalence d’ANA au sein de la population saine
ont décrit que ces anticorps sont plus fréquents chez les femmes et les personnes
ageées [155,156].
Outre le sexe et 1’age, des facteurs environnementaux peuvent jouer un rdle dans le
développement d’ANA. Des études incriminent la fumée de tabac, silice et divers
produits chimiques tel les bi-phényles poly-chlorés, les polluants organiques
persistants (POP), le benzéne, ’amiante, et le mercure [154].
De plus, la carence en vitamine D dans le corps des patients est corrélée a la survenue
de ces anticorps [154]
Certains médicaments et xénobiotiques peuvent également déclencher une réaction
auto-immune et engendrer 1’augmentation de taux d’ANA mais la plupart de ces
patients ne développent pas de signes d'une maladie associée aux auto-anticorps.
Chez un certain nombre de patients, des manifestations cliniques présentant des
caractéristiques similaires a celles du lupus érythémateux systémique (LES) peuvent
apparaitre, provoquant un lupus d'origine médicamenteuse. A titre d’exemple les anti
TNF- a [154,157].
Cette présence possible chez des personnes en bonne santé¢ implique que les bilans
d’exploration de connectivites ne doivent étre demandés que sur la base d’arguments

plausibles.
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e Sur le plan technique :
Le coffret Elisa pour détection des anticorps anti-ADNdb utilisé par le laboratoire de
biochimie offre une limite de quantification a 4,6Ul/ml, ceci est considéré comme
largement suffisant car un résultat négatif est estimé a une valeur inférieure a
30Ul/ml.
Le coffret ELISA pour la détection des anticorps anti-ENA offre diverses valeurs de
sensibilité de la méthode. La sensibilit¢ d’une technique analytique étant définie
comme la proportion de personnes atteintes d'une maladie chez lesquelles le résultat
du test est positif [ 158], permet d’estimer le taux de faux négatifs.
La technique utilisée offre une sensibilit¢ a 100% pour les anticorps anti-SSA/Ro,
antiscl-70 et antiJo-1. Cependant, elle est estimée a 96,3% pour I’anticorps anti-SSB,
a 90% pour Danticorps anti-sm et a 96,9% pour ’anticorps anti sm/RNP. Cette
sensibilité est estimé assez suffisante mais des cas exceptionnels de faux négatifs
peuvent survenir.
De plus, les cibles antigéniques des auto-anticorps anti-nucléaires ne se limitent pas
au panel proposé par le coffret ELISA utilisé. En effet, le dépistage d’anticorps anti-
nucléaires par I’immunofluorescence indirecte permet de mettre en évidence
différents aspects orientant vers les diverses cibles possibles. Parmi ces autres auto-
anticorps on distingue les anticorps : anti histones, I’anti-nucléosome, anti PCNA,
anti-M2, les anti-ARNt synthétase autres que le Jo-1, I’anti Pm-Scl, les anti-
centromeres, les anti nucléoles ...[2]
Dans certains cas, I’aspect de la fluorescence est suffisamment évocateur pour déduire
le type d’auto-anticorps : Anticorps anti-centromeres, anticorps anti-nucléoles,... dans
d’autres cas il permet plus ou moins d’orienter 1’identification [2].
Le laboratoire de biochimie n’utilise pas la technique IFI pour I’étape de screening
ceci représente une limite car cette technique permettrait de savoir si nos patients
présentent des anticorps a d’autres cibles antigéniques non détectées par le typage

ELISA

> Discussion des résultats de la population pédiatrique :

La population pédiatrique chez qui le test de dépistage d’ANA s’était révélé positif, était

estimée a 11,11% de la population totale dépistée positive.

Les données de la littérature rapportent une faible fréquence de connectivites chez la

population pédiatrique. Selon 1’étude de PratapKumarPatra et Manish Kumar sur une tranche
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d'age entre 1 a 16 ans ; l'arthrite idiopathique juvénile (AJI) était le trouble rhumatologique
pédiatrique le plus fréquemment observé et 1'AJI polyarticulaire était le sous-type
prédominant. L'age moyen d'apparition était de 9,1 + 3,6 ans. Elle est suivie vascularites en

deuxieme position et du Lupus érythémateux systémique en 3eme position [159].

D’autres études provenant d’Amérique du Nord, d’Europe et d’Asie ont estimé I’incidence de
lupus de 0,36 a 2,5 pour 100 000 individus [160]. Une étude récente Royaume-Uni rapporte

une incidence de 0.27 cases de sclérodermie systémique pour 1,000,000 enfants [161].

La moyenne d’age était de 8.33 +/- 3,57 ans avec un age minimal de 2 mois et un age
maximal de 14 ans avec une prédominance féminine estimée a 67%. Elle concorde avec
I’é¢tude de Hind Mikou,2001, portée sur les vascularites et les connectivites chez l'enfant a
I’hopital d’enfants de Casablanca, ayant mentionné une moyenne d’age 7,3 ans avec des
extrémes allant de 50 jours a 13 ans et une prédominance féminine notée dans 72% des cas

[162].

Les manifestations cliniques citées dans les fiches pré-analytiques étaient trés variables et peu
spécifiques, le contexte fébrile, les arthralgies, la photosensibilité, des céphalées, de
I’hypertension artérielle, des douleurs abdominales ont été rapportés. Il est de méme pour
I’étude de Hind Mikou,2001, Casblanca qui a signalé une symptomatologie variable, avec une
fréquence plus élevée de I’atteinte cutanée dans 97,6% des cas, I’atteinte articulaire dans 76.6

% des cas et I’atteinte digestive dans 56,6% des cas [162].

Les données de la littérature rapportent que les patients pédiatriques atteints de lupus
présentent de vagues symptomes constitués de fievre, de perte de poids, de fatigue et
d’appétit. Des signes généralisés d'activation immunitaire sont aussi observés, tels qu'une

adénopathie et une hépatosplénomégalie [163]

L’hypertension artérielle consécutive a I’atteinte rénale était classée comme facteur de

morbidité chez le lupique pédiatrique [164].

La signification clinique d’un test ANA positif est limitée par son manque de spécificité. En
effet, il est possible d’€tre retrouvé chez les patients atteints de Lupus érythémateux
disséminé, d’arthrite idiopathique juvénile (a 1’exclusion arthrite liée a une enthésite) de la
dermatomyosite juvénile, de la sclérodermie systémique et locale et de maladie mixte du tissu
conjonctif mais également chez des enfants en bonne santé ou provoqué par certains

médicaments ainsi que des affections malignes, ou infectieuses [165].
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68,96% de ces enfants avaient un typage de cible antigénique négatif par méthode ELISA.
1,03 % présentaient seulement des anticorps Anti-ADNdDb et anti SSA. Ceci peut €tre expliqué

par la présence de maladie lupique au cours de laquelle ils peuvent étre présents[145].

Alors qu'un test positif pour les anticorps anti-ADN constitue un support solide pour le

diagnostic du LES, un résultat de test négatif n'exclut pas le diagnostic [166].

Notre étude nécessite une continuité d’investigation pour estimer la prévalence de maladie
auto-immune systémique au sein de notre population pédiatrique et la comparer a la fréquence

d’autres  maladies rhumatismales ainsi qu’aux données de la littérature.
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CHAPITRE IV : CONCLUSION GENERALE ET
RECOMMANDATIONS

Les anticorps antinucléaires font partie des ¢léments de diagnostic des connectivites.
L’utilisation de cet outil immunologique par les laboratoires de biologie médicale pour
I’exploration de ces pathologies nécessite une connaissance des caractéristiques de la

population cible, pour garantir une interprétation optimale des résultats obtenus.

Les résultats de notre travail mettent I’accent sur la diversité des atteintes cliniques lors de la
suspicion des connectivites. En effet, un grand nombre de patients présentent des tableaux
cliniques compatibles avec une maladie rhumatismale systémique et un grand nombre de tests

de dépistage de I’ANA sont ordonnés pour éliminer ou confirmer cette possibilité.

Les caractéristiques de notre population locale concordent en général avec les données de la
littérature, a savoir la tranche d’age la plus touchée qui englobe des adultes jeunes et la

prédominance féminine chez les patients atteints.

L’exploration des associations cliniques aux différents auto-anticorps antinucléaires ouvre un
grand débat a propos de leur valeur diagnostique. Les données recueillies montrent la
possibilité de retrouver de fagon non spécifique les divers auto-anticorps en présence de
différentes atteintes cliniques et donc en association avec plusieurs suspicions de diagnostic.
L’anticorps anti-ssa requiert une attention particuliére vu sa prédominance remarquée en
association avec plusieurs manifestations cliniques. Des confrontations clinico-

immunologiques sont nécessaires pour établir un diagnostic final.

La valeur de référence de la technique ELISA utilisée pour le dépistage des anticorps

antinucléaires au sein du laboratoire de Biochimie a aussi été validée au cours de ce travail.

Notre étude se retrouve confrontée a plusieurs limites, a savoir, les fiches de renseignement
incomplétes, le manque de diagnostic établi, les cibles antigéniques des auto-anticorps anti-

nucléaires non détectées par le coffret ELISA utilisé.

Le dépistage d’anticorps antinucléaires par I’immunofluorescence indirecte permet de mettre
en ¢évidence différents aspects orientant vers les diverses cibles possibles et ainsi d’améliorer

I’interprétation des résultats.
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Des validations de valeurs de référence des techniques ELISA utilisées pour 1’identification
des cibles antigéniques d’auto-anticorps doivent étre faites pour vérifier la crédibilité de la

norme utilisée au sein de la population locale.

Un ¢élargissement de panel de détection de cible antigénique est aussi recommandé.

Des études de corrélations clinico-immunologiques des différents auto-anticorps anti-
nucléaires sont nécessaires pour comprendre leurs roles mais aussi pour connaitre leur
prévalence au cours d’une pathologie donnée, et en association avec quels signes cliniques, au
sein de notre population locale atteinte. Ceci sera d’une grande aide pour une meilleure

décision médicale.

Une caractérisation des spécificités de 1’anti-ssa en particulier permettra une vérification de sa
prédominance et offrira une meilleure compréhension et interprétation des différents états

pathologiques associés.

Au final, une collaboration étroite entre cliniciens et médecins et/ou pharmaciens biologistes
constitue un fondement pour une pratique médicale efficace. Une meilleure communication
entre les différents praticiens de santé doit étre établie afin de procurer aux malades la

meilleure prise en charge possible.
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1. Lupus érythémateux

"y
2 T . ;
Lupus érythémateux subaigu squameux Lupus érythémateux chronique ("discoide")
polycycliques[167] [167]

2. Polyarthrite rhumatoide

[168] Ténosynovite [168]

Test de shirmer pour objectivation de la Sialométrie pour objectivation de la
xérophtalmie [76] xérostomie [76]

ndrome de Sjogren

4. Sclérodermie systémique

Doigts boudinés

[169] télangiectasies palmaires [169]




5. Dermatomyosite

Erythéme oedémateux élangiectasique [167] | I’érythéme maculeux du dos des mains [167]




ANNEXE II

Les nouveaux critéres de classification du lupus systémique (SLICC)

Criteéres cliniques

2. Lupus cutané aigu (incluant au moins I’un des critéres suivants) :
Erythéme malaire (ne compte pas si lupus discoide)
Lupus bulleux
Nécrolyse toxique épidermique lupique
Eruption maculo-papuleuse lupique
Eruption lupique photosensible en 1’absence de dermatomyosite
OU : Lupus cutané subaigu (Iésions psoriasiformes ou polycycliques non indurées
résolutives sans cicatrices, ou parfois avec une dépigmentation post-inflammatoire ou des
télangiectasies)

3. Lupus cutané chronique (incluant au moins I’un des critéres suivants) :
Lupus discoide classique localisé (au-dessus du cou) généralisé (au-dessus et en dessous du
cou)
Lupus hypertrophique ou verruqueux Panniculite lupique ou lupus cutanéprofundus
Lupus chronique muqueux
Lupus tumidus
Lupus engelure
Forme frontiere lupus discoide / lichen plan

4. Ulcéres buccaux
Palatins
Bouche
Langue
OU Ulcérations nasales en I’absence d’autre cause telle que vascularite, maladie de Behget,
infection (herpes virus), maladie inflammatoire chronique intestinale, arthrite réactionnelle, et
aliments acides.

5. Alopécie non cicatricielle
(Eclaircissement diffus de la chevelure ou fragilité capillaire avec mise en évidence de
cheveux cassés) en I’absence d’autres causes comme une pelade, des médicaments, une
carence martiale et une alopécie androgénique

6. Synovite
Impliquant plus de deux articulations, caractérisée par un gonflement ou un épanchement
OU Arthralgies de plus de 2 articulations avec dérouillage matinal de plus de 30 minutes

7. Sérites
Pleurésie typique > 24 h
OU Epanchement pleural
OU Frottement pleural
Douleur péricardique typique (aggravée par le décubitus et améliorée en antéflexion) > 24 h
OU Epanchement péricardique
OU Frottement péricardique
OU Signes électriques de péricardite en 1I’absence d’autre cause telle qu'une infection, une
insuffisance rénale ou un syndrome de Dressler.

8. Atteinte rénale
Rapport protéinurie / créatinine urinaire (ou protéinurie des 24 h) représentant une protéinurie
> 500 mg/24 h (la bandelette urinaire est supprimée) OU Cylindres hématiques.



9. Atteinte neurologique
Convulsions Psychose Mononévrite multiple en 1’absence d’autre cause connue comme une
vascularite primitive
Myélite
Neuropathie périphérique ou atteinte des paires craniennes en 1’absence d’autre cause connue
comme une vascularite primitive, infection et diabéte Syndrome confusionnel aigu en
I’absence d’autres causes (toxique, métabolique, urémique, médicamenteuse. . .)
10. Anémie hémolytique
11. Leucopénie
(< 4000/mm3, un épisode suffit) en I’absence d’autre cause connue (syndrome de Felty,
médicaments, hypertension portale. . .)
OU Lymphopénie (< 1000/mm3 un épisode suffit) en ’absence d’autre cause
(corticothérapie, médicaments, infections. . .)
12. Thrombopénie
(< 100 000/mm3 un épisode suffit) en I’absence d’autre cause (médicaments, hypertension
portale, PTT. . .)
Critéres immunologiques
1. Titre d’anticorps antinucléaires supérieurs a la norme du laboratoire
2. Anticorps anti-ADN natif supérieurs a la norme du laboratoire (> 2 fois la dilution de
référence si test ELISA)
3. Présence d’un anticorps dirigé contre 1’antigéne Sm
4. Anticorps antiphospholipides positifs déterminés par : Présence d’un anticoagulant
circulant Sérologie syphilitique faussement positive Anticorps anticardiolipine (IgA,
IgG, or IgM) a un titre moyen ou fort Anticorps anti- 2-glycoprotéinel (IgA, IgG, or
IgM)
5. Diminution du complément : C3 bas, C4 bas, CH50 bas
6. Test de Coombs direct positif (en I’absence d’anémie hémolytique) Classification (on
retient un lupus systémique si) :
4 criteéres (dont au moins un critére clinique ET au moins un critére immunologique)
OU Glomérulonéphrite lupique ET anticorps antinucléaires (ou anticorps anti-ADN natif).



ANNEXE IIT
Fiche de renseignements

UNITE IMMUNO-ANALYSE

Laboratoire de Biochimie

FICHE DE RENSEIGNEMENT POUR L’EXPLORATION DES MALADIES AUTO-IMMUNES

MEdecin traitant ¢ cooviiiiiiiiiiiiiiieennneeeeeeeeeeecesccccceceecescessccscccccccans

Diagnostic CliMIgUE SUSPECEE & ... o e

SIgNES CHIIMIGUES & ...ttt et ettt ettt et e et

Examen a demander : auto-anticorps recherchés :

e Bilan connectivites : I:I FAN |:| DNA |:| ccp

e Bilan SAPL : |:| Anti-cardiolipines (IgG/IgM)
[ ] AntiB2GP1 (IgG/IgM)

e Bilan hépathopathies: | |Musc1e lisse |:| LKM| | LC]I | Mitochondrie

e Bilan vascularites: [ | ANCA

e Bilan coeliaque : Anti-transglutaminase IgA

Cachet du médecin




ANNEXE 1V
Questionnaire

Exploration immunologique des connectivites

CHU de Tizi-Ouzou

Nom : Age :
Prénom : Sexe :
Profession : Téléphone :
Adresse :

Etat de santé Oui Non
Etes-vous atteint(e) d’une connectivite ?
Présentez-vous des signes cliniques en relation avec une
connectivite ?
(douleurs articulaires, photosensibilité....)
Souffrez-vous d’une maladie auto-immune ? (Diabete de type 1,
thyroidite...)
Sortez-vous d’une infection ? ou étes-vous encore atteint de cette
méme infection ?
Souffrez-vous d’une maladie inflammatoire chronique ?
Etes-vous atteint(e) d’un cancer ?
Prenez-vous un médicament ? Si oui, veuillez le mentionner.
Avez-vous des antécédents familiaux ? (de connectivite ou autre
maladie auto-immune)

Autres Oui Non

Prise d’alcool
Tabagisme
Grossesse
Prise de contraception orale




ANNEXE V

Liste des principaux médicaments inducteurs lupiques

Classe Meédicaments indcteurs avérés Médicaments possiblement
médicamenteuse inducteurs

Bétabloquants/ Acébutolol, Practolol, Celiprolol, labétalol, pindolol,

Antihypertenseurs Hydralazine propranolol, sotalol, tertatolol,

timolol

Inhibiteurs de
I’enzyme de

Captopril, cilazapril

conversion
Inhibiteurs calciques Diltiazem
Diurétiques Hydrochlorthiazide,
chlorthalidone
Antiarythmiques Procainamide, quinidine Propafénone
Anti-agrégants Ticlopidine
Anticonvulsivants Carbamazépine, Ethosuximide, Clobazam, Valproate
phénytoine
Antidépresseurs Lithium, valpromide
Neuroléptiques Chlorpromazine Nomifensine
Antibactériens Isoniazide Acide nalidixique, Minocycline,
Rifabutine, Rifampicine,
streptomycine
Antiparasitaires/ Quinine Griséofluvine
Antifongiques
Statines Atorvastatine, Fluvastatine,
hypolipémiants Lovastatine, Pravastatine,
simvastatine
Anti-inflammatoire Phénylbutazone

Anti-rhymatismaux

D-péncillamine, Sulfasalazine

Lefulnomide, Sels d’or

Biothérapies Anti-TNF : Adalimumab, Interleukine 2
immunomodulatrices Etanercept, infliximab
Interferons :Interferon-a,
Interferon-f3, Interferon y
Autres Contraceptifs oraux, lamotrigine,

lévodopa, méthylsergide,
Méthylthiouracile,
propylthiouracile, minoxidil,
vaccin contre 1’hepatite B




RESUME

Le connectivites sont des maladies auto-immunes qui englobent le lupus érythémateux
systémique, la maladie de Gougerot Sjogren, la sclérodermie, les polymyosites, la polyarthrite
rhumatoide et les connectivites mixtes. Elles sont dotées d’un grand polymorphisme clinique
et caractérisées par la production d’une grande variété d’auto-anticorps dont certains ont un
role pathogene direct. Notre étude vise a déterminer le profil immunologique, ainsi que les
caractéristiques cliniques des patients orientés, vers le laboratoire de Biochimie, du CHU
deTizi-Ouzou (Algérie), pour une suspicion de connectivite. Il s’agit d’une étude descriptive,
s’¢talant de janvier 2018 a fin novembre 2018. La moyenne d’age des patients de
notre étude ayant obtenus un titre en auto-anticorps antinucléaires (ANA) positif, toutes
catégories confondues était de 39.36 = 17.83 ans avec un sexe-ratio H/F de 0,26. L’atteinte
articulaire, 1’atteinte cutanée et 1’atteinte hématologique ont été les manifestations cliniques

initiales les plus fréquentes.

Nous avons également déterminé le profil immunologique, ainsi que les caractéristiques
cliniques des patients de la population pédiatrique, population lupique et patients dont

I’identification s’est avérée négative.

Parallelement, notre laboratoire considere la valeur 20UA/ml, proposée par le fournisseur des
réactifs, utilisés pour I’ELISA, comme valeur de référence du seuil de positivité des ANA,
ceci dit, chaque laboratoire a pour obligation de valider et de transférer cette valeur sur sa
population locale. Nous avons donc étudié et validé cette valeur de référence, qui se révéla

étre une valeur appropriée.

En conclusion, tout en confirmant le polymorphisme Clinique des connectivites, notre étude
met en évidence une fréquence élevée des anti-SSA associé a toutes les manifestations

cliniques, ceci semble étre caractéristique a notre population locale.

Par ailleurs, les corrélations clinico-immunologiques objectivées dans notre série concordent
généralement avec différentes séries de la littérature. Ces données soulignent I’importance de

ces auto-anticorps et leur place dans la démarche diagnostique.

Mots-clés : connectivites, auto-anticorps, corrélation, ELISA, valeur de référence



ABSTRACT
Autoimmune connective tissue diseases include systemic lupus erythematosus, Sjogren's
disease, scleroderma, polymyositis, rheumatoid arthritis and mixed connective tissue disease.
They have a great diversity of clinical manifestations and are characterized by a production of
diverse profiles of autoantibodies, some have a direct pathogenic role. Our study aims to
determine the immunological profile, as well as the clinical characteristics of the patients
referred, to the laboratory of Biochemistry, of Tizi-Ouzou University Hospital (Algeria), for
a suspicion of connective tissue disease. This is a descriptive study of a period from January
2018 to November 2018. The mean age of the patients that obtained a positive antinuclear
autoantibody (ANA) was 39.36 years = 17.83 with a sex-ratio M/F of 0,26. The most

common initial features were rheumatological , cutaneous and haematological disorders.

We also determined the immunological profile, as well as the clinical characteristics of
patients in the pediatric population, lupus population and patients whose identification was

negative.

On the other hand, our laboratory considers the 20UA / ml value, proposed by the reagent
supplier, used for the ELISA, as the reference value of the ANA positivity threshold, that
being said, each laboratory has to validate and transfer this value on its own local population.
We, therefore, studied and validated this reference value, which proved to be an appropriate

value.

Our results confirm the clinical polymorphism of autoimmune connective tissue diseases, and
show the high frequency and the predominance of anti-SSA antibodies associated with all

clinical manifestations, which seems to be characteristic of our local population.

Besides, these results are generally consistent with other Studies in the literature. These

findings underscore the importance of autoantibodies in the diagnostic approach.

Keywords: connective tissue diseases, autoantibody, correlation, ELISA, reference value



