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Résumé :

Le sepsis est un probléme de santé avec un taux de mortalité avoisinant les 6 millions chaque
année mondiale. La physiopathologie complexe est ambigué du sepsis constitue, a I’heure
actuelle, un defi majeur pour les chercheurs afin de le définir, cerner sa physiopathologie, le
diagnostiquer a un stade précoce et développer une thérapie.

En effet, nous avons mis en exergue I’implication du stress oxydatif dans la physiopathologie
du sepsis, le dysfonctionnement d’organes et le pronostic des patients septiques a 1’aide d’une
méta-analyse portant sur 5 articles de recherche. Nous avons également étudié les
caractéristiques épidémiologiques, cliniques, hématologiques et biochimiques de 8 patients
Algériens atteints de sepsis.

Les résultats épidémiologiques montrent une prédominance du sepsis chez les personnes
agées (>48 ans) de sexe masculin. Ces patients présentaient plus de 2 symptdmes
caractéristiques du sepsis dont une hyperthermie, hyperleucocytose, une hypotension sévere, une
thrombopénie, une augmentation de la fréquence cardiaque et respiratoire, et un
dysfonctionnement d’organes (rein).

Les résultats cliniques montrent que 100% des infections étaient dues a des Entérobactéries
principalement E.coli et dont le site infectieux était abdominale dans la majorité des cas. Ces
patients avaient un systéme immunitaire fragilisé avec au moins une pathologie chronique
(Diabete, HTA, une anémie sévere ou des thromboses ...etc).

Les résultats de méta-analyse montrent que les patients septiques présentaient une réponse
inflammatoire excessive caractérisée par des taux sériques élevée de CRP, procalcitonine et de
cytokines inflammatoire (TNF-o, IL-1p, IL-8, IFN-y , IL-10). Cette réponse inflammatoire est
associée a un stress oxydatif caractérisé par une augmentation des pro-oxydants (MDA/LPO,
Protéines carbonylées/AOPP, NO) et une diminution d’anti-oxydants (SOD, catalase, TAC) au
niveau du sérum.

Une corrélation positive a été démontrée entre les marqueurs de stress oxydatif (pro-anti-
oxydants) et la réponse inflammatoire (TNF-a, IL-8 et IFN-y), le dysfonctionnement d’organes
(rein et foie), la sévérité du sepsis, et la mortalité des patients septiques. Ceci suggére que les
marqueurs de stress oxydant pourraient étre utilisés comme marqueurs de diagnostic et de
pronostic de sepsis.

Mots clés : Sepsis, stress oxydatif, dysfonctionnement d’organes, inflammation, méta-
analyse.



Abstract :

Sepsis is a health problem with a death rate of around 6 million each year worldwide. The
complex and ambiguous pathophysiology of sepsis constitutes, at the present time, a major
challenge for researchers in order to define it, identify its pathophysiology, diagnose it at an early

stage and develop a therapy.

Indeed, we have highlighted the involvement of oxidative stress in the pathophysiology of
sepsis, organ dysfunction and prognosis of septic patients using a meta-analysis of 5 research
articles. We also studied the epidemiological, clinical, hematological and biochemical
characteristics of 8 Algerian patients with sepsis.

Epidemiological results show a predominance of sepsis in older (> 48 years) males. These
patients presented more than 2 symptoms characteristic of sepsis including hyperthermia,
leukocytosis, severe hypotension, thrombocytopenia, increased heart and respiratory rate, and
organ (kidney) dysfunction.

The clinical results show that 100% of the infections were due to Enterobacteriaceae mainly
E.coli and whose infectious site was abdominal in the majority of cases. These patients had a
weakened immune system with at least one chronic pathology (Diabetes, hypertension, severe

anemia or thrombosis, etc).

The meta-analysis results show that the septic patients exhibited an excessive inflammatory
response characterized by elevated serum levels of CRP, procalcitonin and inflammatory
cytokines (TNF-a, IL-1pB, IL-8, IFN-y, IL-10 ). This inflammatory response is associated with
oxidative stress characterized by an increase in pro-oxidants (MDA / LPO, Carbonylated

proteins / AOPP, NO) and a decrease in anti-oxidants (SOD, catalase, TAC) in the serum.

A positive correlation has been demonstrated between markers of oxidative stress (pro-
antioxidants) and the inflammatory response (TNF-a, IL-8 and IFN-y), organ dysfunction
(kidney and liver), severity sepsis, and mortality in septic patients. This suggests that markers of

oxidative stress could be used as diagnostic and prognostic markers for sepsis.

Keywords: Sepsis, Oxidative stress, Organ dysfunction, Inflammation, Meta-analysis.
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Abréviations :

SRIS : Syndrome de réponse inflammatoire systémique
SOFA : Sequential [sepsis-related] Organ Failure Assessment
gSOFA : QuickSOFA

APACHE 11 : Acute physiology and chronic health evaluation II
CIVD : Coagulation intravasculaire disseminée

PRRs : Patterns Recognition Receptors.

PAMPs : Pathogen-Associated Molecular Patterns
TLRs : Toll-like receptors

NF-kB : Nuclear factor-kappa B

IL-1p : Interleukine -1 B

TNF-a : Tumer necrosis factor o

IL-8 : Interleukine -8

ICAM-I: Intercellular adhesion molecule 1

Cox-2 : Cyclooxygenase 2

INOS : Oxyde nitrique synthase inductible

L’IL-6 : Interleukine -6

L’TIL-12 : Interleukine -12

ADCC : Cytotoxicyté cellulaire médiée par les anticorps
CPA : Cellule présentatrice d’ Antigeéne.

HLA-DR : Antigene Leucocytaire Humain-Antigene D
ROS : Reactive oxygen sepecies

RNS : Reactive nitrogen sepecies

CXCRL1 : C-X-C Motifs chemiokine Receptor 1
CXCR2 : C-X-C Motifs chemiokine Receptor 2
MODS: Multiple organ dysfunction Syndrome

PMN : Polymorphonucléaires

SOD : Superoxyde dismutase.

GPx : Gluthathion peroxydase

GSH : Glutathion reduit



H202 : Peroxyde d’hydrogéne

O2+—: Anion superoxyde

NO- : Oxyde nitrique

ONOO- : Peroxynitrites

H20: : Peroxyde d’hydrogéne

EDTA : Ethylénediamine-tétraacétique

CAT : Catalase

MPO : Myéloperoxydase

MDA : Malondialdéhyde

CRP : Protéine C réactive

PCT : Procalcitonine

SPS : Polyanéthol sulfonate de sodium

GSC : Gélose au sang cuit

ALAT/GPT : Alanine-Amino-Transférase/GlutamoPyruvate Transférase
ASAT/GOT : Aspartate-Amino-Transférase/GlutamoOxaloacétate Transférase
NO : Monoxyde d’azote

TAC : Capacité anti-oxydante totale sérique
TBA : Acide thiobarbiturique

TBARS : Espéces réactives de TBA

LPO : Peroxydation lipidiques

4-HAE : 4- hydroxyl olefins

NO2 : Nitrites

NO3 : Nitrates

AOPP : Advanced oxidation protein products
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Introduction

Le sepsis est un syndrome complexe, défini comme un dysfonctionnement d’organe mortel
causé par une réponse dysrégulée de I'néte a l'infection. Il constitue un probléme de santé
publique avec un taux de mortalité des patients avoisinant les 40% (Singer et al., 2016 ;
Caraballo et Jaimes., 2019).

Le sepsis tue une personne dans le monde toute les 5 secondes, particulierement les
individus fragilisés et immunodéprimeé. On estime pres de 30 millions de cas de sepsis, avec
un potentiel de 6 millions de déces par an ; Il serait la deuxiéme cause de déces dans le monde
selon « The National Center for Health Statistics and the Centers for Disease Control and
Prevention » (Singer et al., 2016 ; Mehta et Gill., 2019).

La mortalité élevée des patients revient a la complexité de la physiopathologie du sepsis et
de I’absence d’un traitement efficace pour le sepsis. Ceci constitue, a I’heure actuelle, un défi
majeur pour les chercheurs afin de définir, diagnostiqué et cerner la physiopathologie de cette

affection et la traiter de maniére appropriée (Laroye et al ., 2017 ; Salomao et al., 2019).

Le sepsis est une reponse inflammatoire excessive et delétére pour plusieurs systéme
(redox, immunitaire, coagulation, métabolique ...) et organes (poumon, cceur, foie, rein,...)

(Pang et al., 2019 ; Danielski et al., 2020).

Le stress oxydatif en faveur d’une surproduction des espéces réactives de
I’oxygene/nitrogéne (ROS/RNS) (Sid et al., 2013). Les ROS/RNS oxydent et endommagent
les macromolécules comme L’ADN, les protéines et les lipides conduisant a des lésions
cellulaires associées a diverses pathologies, comme le sepsis (Moukette et al., 2015 ; Jadeja
etal., 2017).

Dans le cadre du projet de fin d’études, il nous a été proposé d’étudier I’implication du
stress oxydatif dans la physiopathologie du sepsis, le dysfonctionnement d’organes et le

pronostic des patients septiques. Nous avons pour objectifs de :

v Déterminer les caractéristiques épidémiologiques, cliniques, hématologiques et
biochimiques chez des patients Algériens atteints de sepsis et les comparer avec 5
travaux de recherche synthétises.

v Etudier I’implication du stress oxydatif et de la réponse inflammatoire dans la
pathogénése du sepsis a 1’aide d’une méta-analyse de 5 travaux de recherche

récents.
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v Rechercher d’éventuelles corrélations entre les paramétres du stress oxydatif, le

dysfonctionnement d’organes et le pronostic des patients septiques.

La survenue de la pandémie au SARS-Cov2 et I’expansion de la COVID-19, avec le
confinement qui s’en est Suivi, a contraint les structures sanitaires, dont I’EPH de Boufarik,
Blida. Nous nous sommes limités a analyser quelques caractéristiques épidémiologiques,
cliniques, hématologiques et biochimiques, de la population étudiée. Nous avons aussi

enrichi notre étude par une analyse d’articles de recherche sur la le stress oxydant et le sepsis.



Synthese Bibliographique

I. Sepsis

Le sepsis constitue une préoccupation majeure de santé publique, avec un taux de mortalité
supérieur a 40% (Singer et al., 2016). On estime que le sepsis affecte plus de 30 millions de
personnes dans le monde chaque année, entrainant potentiellement 6 millions de déces
(Fleischmann et al., 2016). En 2017, 48,9 millions de cas de sepsis ont été enregistre dans le
monde et 11 millions de déces ont été signalé, ce qui représente une augmentation de 1’indice
annuel de 1,63%. La mortalité était plus élevée chez les hommes que chez les femmes
(164,2/100 000 contre 134,1/100 000) (Rudd et al., 2020).

Le sepsis affecte principalement les individus déja fragilisés, les enfants et les nouveau-nés
ayant un age <5ans (20,3 millions cas) ainsi que les adultes et les personnes agées ayant un un
age >20ans (23,7 millions cas). Les enfants et les adolescents agés de 5 a 19 ans (4,9 millions

cas) étaient les moins touchés par le sepsis (Rudd et al., 2020).

Les projections dans I’avenir suggerent un doublement du nombre de cas d’ici cinquante

ans, en particulier en raison du vieillissement de la population.

I. 1. Définition du sepsis

Le terme sepsis/septicémie, créé en 1837 par le médecin francais Pierre Piorry, a partir des
mots grecs XNyic (putréfaction) et aipo (sang), désigne la présence de bactéries (voire de

champignons ou de virus) dans le sang (Funk et al., 2009).

Le sepsis est un syndrome physiopathologique complexe initialement défini en 1991, lors
d’une conférence de consensus, comme un Syndrome de Réponse Inflammatoire Systémique
(SIRS) associé a infection ou « SIRS », qui est aggravé en sepsis sévere (sepsis et
dysfonctionnement d’un organe) puis en choc septique (sepsis et hypotension sévére) (Bone

etal., 1992).

Le SRIS est attesté par la présence concomitante d'au moins deux critéeres parmi les 4
suivants : (i) température >38°C ou <36°C, (ii) fréquence cardiaque >90 battements/minute,
(iii) fréquence respiratoire >20 cycles/minute ou pression artérielle en CO2 <32 mmHg, (iv)
nombre de globules blanc >12 000 cellules/uL ou <4 000 cellules/uL ou présence d'au moins

10% de granuleux immatures (Singer et al., 2016).

La physiopathologie complexe, caractérisée par une réaction inflammatoire excessive, un
stress oxydatif, et un désordre de plusieurs systéemes (immunitaire, coagulation,

métabolique...), constitue un défi supplémentaire, pour les chercheurs, afin de poser une
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définition adéquate et de développer une thérapie efficace (Singer et al., 2016 ). Ainsi, la
définition du sepsis a connue deux mises a jours en 2001 et en 2016, depuis la toute premiére
élaborée en 1991 (Bone et al., 1992 ; Levy et al., 2001 ; Singer et al., 2016).

Selon la derniére mise a jour datant de 2016, I’association entre I’inflammation et
I’infection ainsi que les critéres de SIRS ont été abandonnés. Le sepsis est actuellement
considéré comme étant un dysfonctionnement mortel d’organes causé par une réponse
dysrégulée de I'hdte a l'infection (Singer et al., 2016). Il est aggravé en choc septique,
caractérisé par des anomalies circulatoires, cellulaires et métaboliques particulierement

profondes augmentant le risque de mortalite.

Les nouveaux criteres cliniques du sepsis incluent une infection suspectée ou confirmée
avec un dysfonctionnement d’organe identifi¢ par une augmentation aigué€ de deux points ou
plus du score SOFA (the Sequential [sepsis-related] Organ Failure Assessment) Tableau I,

annexe 1.

Le dépistage précoce du sepsis est également encouragé par 1’utilisation d’un score
clinique simplifié et rapide appelé quickSOFA (qSOFA) base sur deux des critéres cliniques
suivants : (i) fréquence respiratoire > 22 cycles/min, (ii) pression artérielle systolique < 100
mm Hg (iii) Altération des fonctions supérieures (encéphalopathie ou syndrome confusionnel,

score de Glasgow <14).

Le choc septique est identifié, en plus des critéres cliniques de sepsis, par une exigence de
vasopresseur pour maintenir une pression artérielle supérieure ou égale a 65 mm Hg et un

taux de lactate sérique supérieur & 2 mmoles/L (>18 mg/dL) (Singer el al., 2016).

Néanmoins, les limites de cette mise a jour de la définition et des criteres cliniques de sepsis

ont été débattu et une nouvelle mise a jour semble étre nécessaire (Figure 1).
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Criteres SIRS = 2/4

1992 r\
2008
2012 Infection Sepsis Sepsis sévere Choc septique

2016 Infection Sepsis ) | Choc septique

Deéfinition du sepsis

ypotension malgré la réanimation liquidienne et
le taux de lactate sérique > 2 mmole/L

Dysfonctionnement organique
SOFA > 2/qSOFA

Figure 1. Diagramme comparatif des définitions de sepsis décrite par les conférences de
consensus de 1991, 2001 et 2016, adaptée de (Napolitano, 2018).

I. 2. Physiopathologie du sepsis

Au cours du sepsis, les réponses immunitaire et inflammatoire sont excessivement activées
par les agents infectieux et maintenues par des stimuli a la fois infectieux et non infectieux.
(Delile, 2017). Cette réponse est associée a des désequilibres de plusieurs systémes
conduisant a des defaillances vasculaire et viscérale ainsi que des thromboses
microvasculaires secondaires a une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) et
éventuellement a la mort (Cimolai et al., 2015).

I. 2. 1. Réponse immunitaire au cours du sepsis

La réponse immunitaire lors du sepsis est une succession de deux phases une phase hyper-

inflammatoire et une phase d’immunodépression (Ono et al., 2018).

I. 2. 1. 1. Phase hyper-inflammatoire

L'activation du systéme immunitaire lors d'une infection débute par une phase pro-
inflammatoire contrebalancée par une phase anti-inflammatoire qui permet le retour a
I'noméostasie. Le déclenchement de la réponse immunitaire et I’hyperinflammation au cours

du processus du sepsis est caractérise par plusieurs phases (Poujol, 2016).
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v" Reconnaissance du pathogéne

Les cellules de 1’hote disposent des récepteurs « PRR » (Patterns Recognition Receptors)
qui reconnaissent des motifs hautement conserves spécifiques des pathogénes ou « PAMPs »
(Pathogen-Associated Molecular Patterns). Il résulte de cette interaction une réaction
inflammatoire locale au niveau de 1’organe infecté visant a limiter la dissémination du germe

infectieux (Delile, 2017 ; Assinger et al., 2019).

Les principaux PAMPs recensés dans le monde microbien ainsi que les différentes familles

de PRRs sont résumés dans le Tableau II de ’annexe 1 .

Les Toll-like receptors ou « TLR » sont les récepteurs PRRs les plus décrits chez I’homme
Figure 1 de IPannexe 1. Ils sont exprimés par les cellules immunitaires
(monocytes/macrophages, polynucléaires neutrophiles, cellules dendritiques, LT, LB...) et par
les cellules épithéliales (O’Neill et al., 2013) (Figure 2).

L’activation des TLRs par les PAMPs permet d’activer plusieurs voies de signalisation
principalement la voie du facteur de transcription NF-kB. Ce dernier contribue a l'expression
de meédiateurs clé de la réponse inflammatoire, dont notamment les cytokines (1'IL-1B, le
TNFa, I'IL-8 et les interférons de type 1), les molécules d’adhérence (ICAM-1), la
cycolooxygénase 2 (Cox-2) et la NOSythase inductible (iNOS) (Tapader et al .,2018).

Ces cytokines vont induire, d’une part, la production de nouveaux médiateurs
inflammatoires (Cytokines, chimiokines, NO...) et ainsi contribuer au développement des
réponses immunitaires innée et adaptative (Poujol, 2016). D’autre part, elles induisent
I’expression de peptides antimicrobiens destinés & [I'élimination du pathogéne.
Plusieurs travaux de recherche ont démontré le réle clé du NF-xB dans la pathogénese, le
dysfonctionnement d’organe et la létalité au cours du sepsis. Il fut démontré que le niveau
d’activation du NF-kB est positivement corrélée a la gravité du sepsis montrant une
augmentation de son activité chez les patients septiques décédés par rapport aux survivants
(Arnalich et al.,2000 ; Fan et al., 2001).
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Pro-inflammatory cytokines Type 1 IFN

Figure 2. Voies de signalisation des TLRs chez les mammiferes (El-Zayat et al., 2019).

v Déclenchement de la réponse immuno-inflammatoire

La reconnaissance du pathogéne déclenche une cascade de réponse inflammatoires
localisés et systémiques visant a éradiquer le pathogéne. Les médiateurs inflammatoires
induits suite a cette réponse sont nombreux et les cytokines pro-inflammatoires comptent
parmi les plus importants. Celles qui sont particulierement étudiées dans le cadre des
syndromes septiques sont le TNFa, I'IL-1, I'IL-6, I'lL-12 et I'INFy (Grimaldi, 2014).

La libération de ces cytokines stimule la synthése de molécules d’adhésion a la surface des
cellules endothéliales. Les polynucléaires neutrophiles circulants peuvent infiltrer les tissus,
suivis par le recrutement et l'activation des monocytes/macrophages et des cellules
dendritiques. Ces dernicres seront responsable de I’apprétement antigénique; elles participent
a ’activation, la prolifération et la différentiation des lymphocytes T et B (Grimaldi, 2014).
Les lymphocytes T effecteurs migrent vers le site infectieux et participe, de par ses activités
helper et cytotoxiques a I’amplification de la réponse immune et a I'élimination des
pathogenes et des cellules infectées. L’immunité humorale n’est pas en reste, puisque des
anticorps immuns sont génerés apres activation prolifération et différentiation des LB. Ces

anticorps sont une fraction soluble trés importante puisqu’elle est capable de neutraliser les
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germes infectieux et d’induire des mécanismes spécifiques tels que I’activation du systéme du

complément, I’opsonisation et ’ADCC (Grimaldi, 2014).

La réponse inflammatoire (pro-inflammatoire/anti-inflammatoire) devient exacerber et un
état d'hyper-inflammation systémique caractérisé par une production massive de cytokines

qualifiée d' « Orage cytokinique » est observée (Poujol, 2016).
I. 2. 1. 2. Immunodépression

L’immunosuppression affecte a la fois le systtme immunitaire inné et le systeme
immunitaire adaptatif. Elle est marquée par des altérations des cellules immunitaires innées et
adaptatives (apoptose, altérations fonctionnelles et modifications phénotypiques), qui ne
seront plus capable de combattre I’infection.

Cette phase observe entre autres une lymphopénie résultant de 1’apoptose des LB et LT et
la réduction de leur prolifération, une reprogrammation des CPA conduisant a une diminution
de I’expression du HLA-DR, ainsi qu’un phénotype immature des neutrophiles. Ces derniers
subissent également des dysfonctions, altérant leurs capacités anti-microbiennes telles qu’une
diminution de la production des ROS ou une baisse de 1’activité chimiotactique via une
diminution de I’expression des récepteurs CXCR1 et CXCR2 (Figure 3) (Lereclus, 2018 ;
Caoetal ., 2019).

Des ¢études récentes indiquent que les patients décédés d’un sepsis ont une
immunosuppression marquée. Leur mortalité résulte d'une incapacité des patients a éliminer
les infections primaires, ainsi que le développement d'infections secondaires (Ono et al.,
2018).

T Net immunological response in sepsis

Proinflammatory
response

Immune
activation Homeostasis

Immune
_suppression

Anti-
inflammatory
response }— Viral reactivation —»

v

Death

Time (days)

Figure 3. Phases hyper-inflammatoire et d’immunodépression au cours du sepsis (Hotchkiss
et al., 2009).
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I. 3. Stress oxydatif et sepsis
I. 3. 1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les systemes pro-oxydants et
antioxydants en faveur d’une surproduction des espéces réactives de 1’oxygene/nitrogene
(ROS/RNS) (Sid et al., 2013). Ce déséquilibre peut se produire quand le systéme de défense
antioxydant est surmené par l'augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont
affaiblies par une carence d'apport et/ou de production d'antioxydants (Kirschvink et al.,
2008). Les ROS/RNS oxydent et endommagent les macromolécules comme L’ADN, les
protéines et les lipides conduisant a des lésions cellulaires (Moukette et al., 2015 ; Jadeja et
al., 2017). La génération excessive de ROS/RNS épuise les antioxydants endogeénes, qui par
la suite, ne parviennent pas a piéger tous les ROS conduisant a des lésions cellulaires
associees a diverses pathologies, comme le cancer, les maladies cardiovasculaires,

infectieuses et neurodégénératives (Jadeja et al., 2017) (Figure 4).

3 Endothelislcls
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Proinflammatory

© . cytokines
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I I
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e

Xanthine oxidase

smes

Mitochondria

Figure 4. Représentation schématique du stress oxydatif chez les patients septiques




Synthese Bibliographique

(Papurica et al.,, 2015). L’infection induit une série de Iésions secondaires dues aux
déséquilibres biologiques et biochimiques. Le premier effet secondaire installé est le SIRS,
suivi d'un sespsis, et enfin de MODS (multiple organ dysfunction Syndrome). Les
inflammations générées par I'action des cellules polymorphonucléaires (PMN), ainsi que par
I'nypermétabolisme, maintiennent et augmentent le stress oxydatif. Les mitochondries sont
considérablement affectées, produisant ainsi des quantités importantes d'anion superoxyde.
Les radicaux libres produits au niveau cellulaire sont neutralisés par de nombreuses enzymes
antioxydantes, telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la thioredoxine
(Trx), la glutathion peroxydase (Gpx), et la peroxiredoxins (Prx).

I. 3. 2. Systémes pro-oxydant/Antioxydant

A D’état quiescent, une homéostasie redox est maintenue grace a un équilibre de la balance
des systemes antioxydants/ pro-oxydants. Cet équilibre permet une production controlée des
ROS/RNS a des doses raisonnables indispensable a de nombreuses fonctions physiologiques
comme la signalisation cellulaire, la mort cellulaire programmée et la défense de I’organisme
(Ye et al., 2015 ; Belaich et Boujraf ., 2016). Cependant cette homéostasie redox peut étre
rompue, soit par une production excessive de ROS/RNS (pro-oxydantes) soit par une
diminution des capacités anti-oxydantes. On parle alors de stress oxydatif (Migdal et Serres.,
2011).

Les ROS/RNS sont générés par de sources endogenes et exogenes a partir de 1’oxygene
(O2) et de I’azote (N). Ainsi, les principales sources endogénes des ROS/RNS sont la chaine
respiratoire mitochondriale, la NAD(P)H oxydase, la xanthine oxydase et la NOSynthase. Les
ROS/RNA exogenes résultent de la pollution, de la fumée de cigarette, de I'alcool, de certains
médicaments, des solvants industriels, et les radiations. (Hrycay et Bandiera., 2015) (Figure
4).

L’anion superoxyde O2¢— constitue la premiére espéce réactive résultant d’une réaction
réduction électronique de 1’oxygeéne. La dégradation de ces radicaux superoxydes O2e— est
controlée par des systémes de défense antioxydants, qui s’adaptent au taux de radicaux
présents. Ainsi, la production des radicaux superoxydes est régulée par des métalloenzymes,
les superoxydes dismutases (SOD), qui catalysent leur dismutation en peroxyde d’hydrogéne,
H20>. Bien que le peroxyde d’hydrogeéne ne soit pas en soi un radical mais une molécule, il
est lui-méme toxique et capable de donner naissance, via des réactions de type « reaction de

Fenton », a la plus délétere des especes radicalaires du stress oxydant , le radical
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hydroxyle *OH. La quantité de peroxyde d’hydrogéne est régulée par I’enzyme héminique, la
catalase (CAT) et par la glutathion peroxydase (GPx) qui catalysent sa réduction par le
glutathion (GSH) en eau et oxygéne (Bouguirne, 2012 ; Shah et al., 2014).

Les RNS englobent principalement le radical monoxyde d’azote (*NO) et le peroxynitrite
(ONOO-). Le *NO est synthétisé par la NO synthase a partir de la L-arginine, en présence
d’oxygene. Le *NO forme avec 1’anion superoxyde O2+— un puissant oxydant, le peroxynitrite

(ONOO-) (Shah et al., 2014 ; Phaniendra et al., 2015).

I. 3. 3. Stress oxydatif et sepsis

Le stress oxydatif, au cours du sepsis, apparait jouer un réle dans le maintient la réponse
inflammatoire systémique et la genése des dysfonctions d’organes par I’intermédiaire de la
dysfonction endothéliale et microcirculatoire. Le niveau de stress oxydatif semble corrélé
avec la seévérité de sepsis. Il est significativement plus élevé chez les patients atteints de SIRS
avec défaillances d’organes que chez ceux n’ayant pas de défaillances d’organes et pourrait
contribuer a la survenue de multiples défaillances d’organes (Motoyama et al., 2003 ; Huet
et al.,2007).

Les ROS/RNS produites réagissent et alterent toutes les molécules cellulaires (ADN,
protéines, lipides et glucides) conduisant a la mort cellulaire et ainsi au dysfonctionnement

d’organes caractéristique de sepsis (Galley,2011 ; Nagar et al ., 2018).
I. 4. Thérapies du sepsis

Depuis plus de vingt ans, malgré les progrés considérables accomplis dans la
comprehension de la physiopathologie du sepsis, aucune nouvelle thérapie n’a vu le jour. Le
traitement de sepsis repose essentiellement sur la neutralisation des germes grace a
I’antibiothérapie, 1’éradication du foyer infectieux responsable de la dissemination, un
traitement symptomatique et le maintien des fonctions vitales grace aux supports nécessaires
(Chrétien, 2018).

De trés nombreux essais cliniques colteux se sont achevés par des échecs, et le seul
nouveau medicament mis sur le marche (Xigris®) a été finalement retiré en 2011, faute d’une
démonstration convaincante de son efficacite. De nouveaux concepts doivent donc étre

élaborés, et des tests de diagnostic plus rapide permettraient une mise sous antibiotiques plus
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précoce. Ce dernier élément demeure fondamental, car chaque heure gagnée améliore les

chances de survie (Chrétien, 2018).
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Chapitre 11. Matériel et Méthodes

Dans le cadre de 1’obtention du diplome de Master en Biologie Cellulaire et Moléculaire,
nous devions réaliser un travail de recherche sur le stress oxydatif au cours du sepsis. Ce

travail devait se réaliser en collaboration avec 3 services et laboratoires :

v Service des maladies infectieuses de ’EPH Boufarik de Blida .
v’ Laboratoire de pédagogie Biologie Cellulaire et Moléculaire de la FSB de 1’université
de Blida 1.

v" Laboratoire de pharmacologie cellulaire et signalisation de la FSB-USTHB.

La survenue de la pandémie au SARS-Cov2 et I’expansion de la COVID-19 a
profondément touché plusieurs secteurs, notamment 1’enseignement supérieur et la recherche
scientifiques, dans le monde et en Algérie. Dans ces circonstances, exacerbées par le
confinement total de la wilaya de Blida, premier foyer de I’infection (Daira de Boufarik) et
lieu de notre résidence, notre travail a pris fin le 15 mars 2020, un mois seulement apres le
début de notre stage a I’EPH Boufarik.

Nous avons di adapter notre étude a la situation actuelle en nous limitant & analyser les
caractéristiques épidémiologiques, cliniques, hématologiques et biochimiques de la
population étudiée. Nous avons aussi enrichi notre étude par une analyse d’articles de

recherche sur le sepsis et le stress oxydant. Ainsi, le présent travail regroupe deux parties :

- Une étude sur des patients Algériens septiques, réalisée au niveau des laboratoires de
Biochimie et bactériologie du service des maladies d’infectieux de I’EPH Boufarik,
durant une période de 1 mois du 15 février au 15 mars 2020.

- Une méta-analyse de 5 travaux de recherche qui répondaient aux objectifs
préalablement fixés.

Notre travail a porté sur I’implication du stress oxydatif dans la physiopathologie du sepsis,

le dysfonctionnement d’organes et le pronostic des patients septiques.
1. 1. Matériel
Il. 1. 1. Matériel non Biologique

L’appareillage, les réactifs sont cités en Annexe 2.
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Il. 1. 2. Matériel Biologique
- Sang périphérique.
Il. 1. 3. Patients

L'étude a été menée sur un total de 14 sujets, classés comme :

- Contro6les sains dont 6 hommes agés de 38 a 86 ans .

- Patients septiques dont 8 hommes &gés de 48 & 94 ans admis en unité de soins intensif
et n’ayant subi aucun traitement (Antibiothérapie, Corticothérapie, ...) ont été inclus
dans notre étude.

Ces derniers ont été recrutés au niveau du service des maladies infecticuses de I’EPH
Boufarik.

Les données épidémiologiques (age, sexe), cliniques (Température, Fréquence cardiaque et
respiratoire, MAP, ATCD, survie...), microbiologique (hémoculture) et biochimique
(créatinine) ont été récolte a partir d’un questionnaire (Tableau 111, Annexe 2)communiqué
aux meédecins soignants. Toutes ces données ont été colligées dans une base de données

Excel.
1. 2. Méthodes

Il. 2. 1. Prélevements sanguins
Des prélevements sanguins par ponction veineuse et dans des conditions d’asepsie trés

rigoureuses ont été réalisés sur :

- Tube EDTA afin de déterminer la formule d’énumération sanguine (FNS) et les
parametres de stress oxydants. Le sang a été centrifugé a 3000 g pendant 10 min a 4°C
et le sérum a été récupéré puis conservé a -40°C jusqu’a utilisation.

- Tube héparine afin de doser les parametres biochimiques (Créatinine).

- 2 types de flacons d’hémoculture ont été utilisés : flacons classiques et flacons
BACT/ALERT®.

I1. 2. 2. Hémoculture
L’hémoculture est une technique de laboratoire réalisée dans le but de mettre en évidence
la présence ou I’absence de microorganismes (bactéries et levures) dans le sang et d’étudier

leur sensibilité aux différents antibiotiques.
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Le milieu d’hémoculture est un bouillon nutritif conditionné en flacon. La composition du
milieu favorise le développement de la plupart des bactéries rencontrées en pathologie
humaine (germes aérobies, anaérobies et microaérophile). Il contient le polyanéthol sulfonate
de sodium (SPS) a une concentration de 0,03 % qui joue le role d’anticoagulant, neutralise
I’activité bactéricide du sérum humain et inhibe [’action de certains antibiotiques

(streptomycine, kanamycine, gentamicine et polymixine B).

Aprés ensemencement du sang dans les flacons d’hémoculture (1 flacon classique et 1
flacon BACT/ALERT®), les flacons, accompagnés d’une fiche de renseignements cliniques,
sont rapidement acheminé au laboratoire de bactériologie, ou ils sont immédiatement incubés
a37°C.

Les flacons classiques sont incubés a 1’étuve pendant 10 jours au maximum alors que ceux
de ’automate BACT/ALERT® 3D sont subcultivés aprés une alerte de 1’appareil indiquant

une culture positive (7 jours au maximum).

L’incubation a I’étuve est systématiquement interrompue par des subcultures sur Gélose au
sang cuit (GSC) en J1 (1* jour), J3 (3°™ jour) et J 10(10°™ jour) avant de rendre un résultat
négatif.

Apres incubations, une goutte des milieux positifs est ensemencée a I’aide d’une pipette
pasteur sur milieu GSC, un milieu solide riche pour les germes exigeants. Les boites de pétri
destinées a I’isolement des germes aérobies sont incubées a 37°C pendant 24h a 1’étuve alors
que les celles des germes aéro-anaérobies facultatifs sont incubés a 37°C a I’étuve dans une
jarre & bougie sous 3 & 5 % de CO2 et saturée d’humidité. Dans le cas d’une suspicion de
bactéries anaérobies strictes une jarre spécifique fermée hermétiquement créant 1’anaérobiose

est utilisée.

I1. 2. 3. Etude de la réponse inflammatoire des patients septiques

La réponse inflammatoire des patients septiques a été estimee par mesure des parametres
inflammatoires parmi : le nombre de leucocytes, le taux de CRP et de procalcitonine (PCT), le
taux de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1P, IL-6, et IFN-y) et anti-inflammatoire
(IL-10) et de chimiokines (IL-8). Nous avons réalisé un FNS dans notre étude alors que les

autres parameétres inflammatoires ont été pris des différentes études.
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Il. 2. 3. 1. Dosage des paramétres hématologiques (FNS)

L’hémogramme ou numération-formule sanguine (NFS) est un examen hématologique qui
permet d’obtenir une évaluation quantitative (numération) et qualitative (formule) des
éléments figurés du sang : les globules blancs, les globules rouges et les plaquettes (Cloutier
et al., 2014). 11 est souvent requis devant une suspicion d’anémie, une altération de 1’état
général, en cas d’hémorragie, de thromboses, d’infection persistante ou de cancer. Il est aussi

prescrit dans le cadre de la surveillance d’un traitement médicamenteux (Berthélémy, 2014).
L’hémogramme a été réalisé a 1’aide d’un automate (BC-5300 mindray).
Il. 2. 3. 2. Dosage des cytokines inflammatoires

Les taux de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6, et IFN-y), de cytokines
anti-inflammatoire (IL-10) et de chimiokine (IL-8) ont été mesurées dans le sérum des
patients septiques a 1’aide de kits ELISA commerciaux ou par Le kit ProcartaPlex Simplex
d'Affimetrix (Kumar et al., 2018; Kumar et al., 2019 ; Acuia-Fernandez et al., 2020).

I1. 2. 3. 3. Dosage de la protéine C réactive (CRP) et de la procalcitonine (PCT)

La protéine C réactive (CRP) est une protéine de phase aigué synthétisée principalement
par le foie et joue un réle important dans les réactions inflammatoires par activation du

complément. Elle est utilisée comme marqueur biologique d’infection ou d’inflammation.

La procalcitonine (PCT) est une pro-hormone stockée, aprés sa synthése, dans des granules
de sécrétion dans tous les types cellulaires de 1’organisme. Elle est libérée des granules par un
stimulus pro-inflammatoire notamment : les cytokines IL-1B, TNF-a, IFN-y, et les bactéries.
Elle est donc couramment utilisé dans le diagnostic d'une infection aigué et a définir la durée

du traitement antimicrobien (Westwood et al., 2015).

Ces paramétres ont été mesures par kits commerciaux dans les deux études de Qui et al.
(2019) Acufia-Fernandez et al. (2020).

I1. 2. 4. Dosage des parametres biochimiques

Le sepsis est caractérisé par un dysfonctionnement d’organes (rein, foie, cceur, ...). Afin
d’estimer la défaillance d’organes et la sévérité du sepsis nous avons ciblé les parameétres de
dysfonctionnement rénale (créatinine, Urée/BUN), les parametres de dysfonctionnement
hépatique (Bilirubine, ALAT/ASAT). Seule, la créatinine a été dosée dans notre étude, les

autres dosages ont été apportés des 5 études de méta-analyse.

16



Matériel et Méthodes

I1. 2. 4. 1. Dosage de la créatinine et de I’'urée/BUN plasmatiques

La créatinine et I’urée/BUN (Blood Urea Nitrogen) sont des marqueurs utilisés en pratique
quotidienne pour évaluer la fonction rénale, en particulier la fonction glomérulaire (Delanaye
et al., 2010 ; Fernandes et al., 2018). Elle est le produit final du métabolisme de la créatine
chez les mammiféres, qui est effectué par les muscles squelettiques pour libérer de
I'énergie. Le rein étant la seule voie d'élimination de la créatinine (Huang et al., 2016 ;
Fernandes et al., 2018).

L’urée/BUN (Blood Urea Nitrogen) est synthétisé par le foie dans le cycle de 1'urée a

partir de I’ammoniac. Il nous indique 1’état de perfusion du rein.

Le dosage de la créatinine dans notre étude a été réalisé par kit (BIOASSay Systéme) ou
par automate dans les études utilisées dans notre méta-analyse (Kumar et al., 2018 ; Acufia-
Fernandez et al., 2020).

Le dosage de I’'urée/BUN a éteé fait par automate (Qui et al., 2019 ; Acufia-Fernandez et
al., 2020).

Il. 2. 4. 2. Dosage de la bilirubine

La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de I’héme et résulte essentiellement
du catabolisme de I’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales. Ce composé
liposoluble est capable de piéger les radicaux peroxyle, I’oxygeéne singulet et le radical
hydroxyle, protégeant ainsi I’albumine et les acides gras liés a I’albumine des attaques

radicalaires (Algeciras-Schimnich et al., 2007).

Le dosage de la bilirubine totale et de la bilirubine conjuguée (directe) permet de mettre en

évidence et d'effectuer le suivi des maladies hépato-biliaires.

Nous n’avons pas pu réaliser le dosage de la bilirubine dans notre étude. Les résultats du
dosage de la bilirubine présentés sont ceux d’Acuna-Fernandez et al. (2020) qui ont effectué

ce dosage par automate (Acufia-Fernandez et al., 2020).

D’autres marqueurs de dysfonctionnement hépatiques telles que les transaminases
ALAT/GPT(Alanine-Amino-Transférase/GlutamoPyruvate Transférase) et ASAT/GOT (
Aspartate-Amino-Transférase/GlutamoOxaloacétate Transférase) ont été également dosés

dans le sérum des patients par automate (Qui et al., 2019 ; Acuia-Fernandez et al., 2020).
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Il. 2. 5. Dosage des marqueurs de stress oxydatif

Nous avons conservé a -40°C des échantillons sériques des deux groupes controle et
septique. Ces échantillons ont été destinés aux dosages des parameétres de stress oxydatif (pro-
anti-oxydants). Malheurecusement, cette partic n’a pas été réalisée étant donné que tous les

laboratoires éetaient fermés durant la pandémie du COVID-19.

Pour cela, nous avons réalisé une synthése des résultats de 5 études récentes ciblant les

parametres des stress oxydatif que nous avons voulus dose :

- Les marqueurs pro-oxydants : la myéloperoxydase (MPO, enzyme marqueur de
Iinfiltration des neutrophiles), le malondialdéhyde (MDA, marqueur de la
peroxydation lipidique), le monoxyde d’azote (NO, RNS et marqueur d’activation de
la NOS) et les protéines carbonylées (marqueur d’oxydation protéique).

- Les marqueurs antioxydants : enzymatique (la catalase et la Superoxyde Dismutase) et

la capacité anti-oxydante totale sérique (TAC).
Il. 2. 5. 1. Dosage des paramétres pro-oxydants

v" Dosage du taux de malondialdehyde (MDA) et de peroxyde lipidique

Le malondialdehyde (MDA) est un index direct de la peroxydation lipidique. La méthode
de dosage de MDA est basée sur la détermination, par spectrophotométrie a 532nm, de
I’intensit¢ de la couleur rose, produite aprés réaction de deux molécules d’acide
thiobarbiturique (TBA) avec les peroxydes lipidiques ou les espéces réactives de TBA
(TBARS) entre autre le MDA (Ayala et al., 2014).

Le dosage de MDA sérique a été réalisé par la méthode ELISA ou par la méthode de
Keles et al. (2001) (Keles et al., 2001 ; Qiu et al., 2019).

En outre la peroxydation lipidique pourrait étre estimée par dosage des produits de
peroxydation lipidiques (LPO), qui permet de mesurer en plus du MDA le 4- hydroxyl
olefins (HAE -4). Le dosage des LPO a été réalisé par kit commercial (Esterbauer et
Cheeseman., 1990).

v’ Dosage de Uactivité de la myéloperoxydase (MPO)

La myéloperoxydase (MPO) est une hémoprotéine stockée dans les granules azurophiles
des neutrophiles. Elle synthétise de I'acide hypochloreux et d'autres oxydants réactifs pour

phagocyter les bactéries ingérées (Serteyn et al., 2003).
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Le dosage de ’activité MPO a été réalisé par la méthode de 1’ortho-dianisidine (Karbach
et al., 2014).

v Dosage du taux de monoxyde d’azote (NO)

Le monoxyde d’azote est un radical libre ubiquitaire synthétisé par la NO synthase a partir
de la L arginine (Tousoulis et al., 2012). Le NO est un gaz instable qui est rapidement
métabolisé en nitrites (NO2 ) et nitrates (NO3 ). Son dosage se fait de maniére indirecte par
la détermination des taux de ces métabolites nitrites et nitrates (Grand et al., 2001).

Le dosage de monoxyde d’azote a été fait par la méthode ELISA (Qiu et al., 2019).

v Dosage du taux de protéines carbonylées

Les protéines carbonylées représentent un marqueur de I'oxydation globale des protéines,
par les ROS dans le sang, les tissus et les cellules (Weber et al., 2015).

Le dosage de Protéine carbonyle a été déterminé par la méthode de Patasoukis et al.
(2004) (Patasoukis et al., 2004).

Le taux d’AOPP (Advanced oxidation protein products) est, aussi un biomarqueur de la
modification oxydative des protéines, formés par réaction entre les protéines plasmatiques et
les oxydants chlores tels que les chloramines ou I'acide hypochloreux (Melough et al., 2017 ;
Gryszczynska et al.,2019).

Le dosage de AOPP a été évalué selon la méthode (Witko-Sarsat et al., 1998).

Il. 2. 5. 2. Dosage des paramétres antioxydants
v’ Dosage de Uactivité Superoxyde Dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases sont des enzymes antioxydantes ubiquitaires. Ces
métalloprotéines représentent la premiére ligne de défense anti-oxydante contre le stress
oxydant (Haleng et al., 2007).

La SOD catalyse la conversion du radical anion superoxyde O2"en peroxyde d’hydrogéne
H20: et oxygene (Kabel, 2014).

Le dosage de la SOD a été déterminée soit par Kit ou par la méthode ELISA (Kumar et
al., 2018 ;Qiu et al., 2019).
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v’ Dosage de Pactivité catalase

La catalase est une enzyme ubiquitaire localisée dans les peroxysomes et dans le cytosol
(Aebi, 1984). Elle catalyse la réaction de décomposition du peroxyde d’hydrogéne en eau et
oxygene (Jevva et al ., 2015).

Le dosage de l'activité catalase a été effectue, par suivi de la cinétique de transformation du
peroxyde d'hydrogene (H20>) en eau et oxygéne selon la méthode (Hidalgo et al., 2006).
v Dosage de la capacité anti-oxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale (TAC) ou le statut antioxydant total (TAS) permet
d’estimer le statut antioxydant global du corps (Wu et al., 2017). Ce dosage nous permet
donc de mesurer les différents antioxydants enzymatique (SOD, catalase, GPx) et non
enzymatique (GSH, Vitamine A, C, B-caroténe, acide urique, bilirubine..etc) dans le sérum.

La TAC a été dosée selon la méthode (Janaszewska et Bartos., 2002) .

11.3. Etude statistique
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Le logiciel GraphPad Prism v. 6.0 est

utilisé pour analyser les données.

Le test ANOVA unidirectionnel avec un test post hoc de Tukey est utilisé pour comparer les
différences entre les groupes expérimentaux, avec P<0,05 étant considéré comme

statistiquement significatif.
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Chapitre I11. Résultats et Discussion

Nous étude s’inscrit dans le cadre d’une recherche fondamentale des mécanismes

impliqués dans la pathogénese du sepsis. Pour ce faire, nous avons analysé 5 travaux de

recherche que nous avons comparée a notre étude sur des patients Algériens. L’interprétation

et la discussion des résultats se feront comme suit :

- Nous

décrirons,

d’abord, les caractéristiques

épidémiologiques,

cliniques,

hématologiques et biochimiques des patients Algeériens atteints de sepsis. Les données

de notre étude seront, par la suite, comparer avec les données de 5 travaux de

recherche.

- Ensuite nous déterminerons I’implication du stress oxydatif et de la réponse

inflammatoire dans la pathogénése du sepsis a I’aide d’une synthése de données

récents de la littérature (5 articles).

- Enfin, nous rechercherons d’éventuelles corrélations entre les parameétres du stress

oxydatif, le dysfonctionnement d’organes et le pronostic des patients septiques.

I11. 1. Résultats

1. Caractéristiques épidémiologiques des patients

Les caractéristiques épidémiologiques (Age et sexe- ratio) des patients Algériens et ceux

des études utilisées sont représentés dans le tableau | .

Tableau I. Caractéristiques épidémiologiques des patients septiques.

Références

Parametres Contréle

Controle (n=6) Sepsis (n=8)
Age (min-max) 60.7+8.7 (38-86) 69.12+5.68 (48-94)
Sexe ratio H/F 6/0 8/0

Boulahouache et
Rekkal., 2020
Algérie

Contr6le (n=50)

Sepsis (n=100)

Age (min-max)

42+10 (32-52)

57.540.5 (57-58)

Sexe ratio H/F

32/18

61/39

Kumar et al., 2018
Inde

Contr6le (n=45)

Sepsis (n=80)

Age (min-max)

4011 (29-51)

49+17 (32-66)

Kumar et al., 2019
Inde

Sexe ratio H/F 34/11 58/22

Controle (n=15) Sepsis (n=25) Qiuetal., 2019
Age (min-max) 65.5 (54-73) 59 (50-70.5) Chine
Sexe ratio H/F 11/4 13/12

Contr6le (n =12)

Sepsis (n =20)

Age (min-max)

46.5+21.5 (25-68)

60.5:20.5 (40-81)

Sexe ratio H/F

715

13/7

Acufa-Fernandez et
al., 2020 ; Espagne

H/F : Homme/femme.
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Les résultats épidémiologiques des patients Algériens montrent une prédominance du
sepsis chez les patients agés (69.12+5.68 ans) de sexe masculin (sexe ratio 8/0). Nos résultats
sont accord avec les resultats de Kumar et al. (2018), Kumar et al. (2019), Qiu et al. (2019),
et Acufia-Fernandez et al. (2020). Néanmoins, les résultats de Qiu et al. (2019) n’ont pas

montré de prédominance masculine (sexe ratio 13/12) (Tableau 1).

2. Caractéristiques cliniques des patients

Les caractéristiques cliniques (Température, fréquences cardiaque et respiratoire, pression
artérielle moyenne et les scores APACHE Il et SOFA) des patients Algériens et ceux des

études utilisées sont représentés dans le tableau II.

Tableau I1. Caractéristiques cliniques des patients septiques.

Parametres Controle Sepsis Reférences

Contrdle (n=6) Sepsis (n=8) Boulahouache et
Température (°C) 36.72 +0.06 38.08 + 0.36** Rekkal., 2020
FR (rpm) 16.51 + 0.001 27.26+1.67*** Algérie
FC (bpm) 72.36 + 6.50 87+ 1.5*
MAP (mm Hg) 87.12+4.16 72.38+5.08*

Controle (n=50) Sepsis (n=100) Kumar et al., 2018
Température (°C) 37.05 +0.05 39.02+£0.19 Inde
Score APACHE 11 - 22 & 5F**
Score SOFA - 8.5 + 2 5***

Contr6le (n=45) Sepsis (n=80) Kumar et al., 2019
Température (°C) 37.18+0.39 38.35+0.42 Inde
FR (rpm) 19+1 28+3
FC (bpm) 82+4 111+10
MAP (mm Hg) 777 92+14
Score APACHE Il - 24 514 2%**
Score SOFA - 9.441.9***

Controle (n=15) Sepsis (n=25) Qiuetal., 2019
Score APACHE Il 13 (10-17) 15 (14-21) Chine

Controle (n = 12) Sepsis (n =20) Acufia-Fernandez et
Température (°C) 36.72 £ 0.06 37.06 £ 0.23*** al., 2020
FR (rpm) 16.51 + 0.001 14.49 + 1.34 Espagne
FC (bpm) 72.36 + 6.50 90.83 £6.11*
MAP (mm Hg) 87,12+4.16 73,67+2.18*
Score SOFA - 6.10 £ 1.16***
FR : Fréquence respiratoire; FC : Fréquence cardiaque ; rpm : respiration/min ; bpm :
battements/min, MAP : pression artérielle moyenne ; APACHE |1 : acute physiology and chronic

health evaluation II ; SOFA: sequential organ failure assessment;*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs

controle.
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Les résultats cliniques montrent que les patients Algériens septiques présentaient les
symptdmes caractéristiques de sepsis avec une hyperthermie pour la majorité des patients
(38.08 + 0.36 °C vs 36.72 £ 0.06°C) comparés au groupe contréle. Cependant si dans la
majorité des cas de sepsis on observe une hyperthermie, il existe dans environ 10 a 20 % des
cas une réponse hypothermique a I’infection (Young et Bellomo., 2014). Nos données ont

montré que parmi les 8 patients un présentait une hypothermie (35.7°C) (Tableau I1).

La fievre est un symptdme courant des maladies infectieuses et du sepsis. Elle résulte de la
réponse inflammatoire excessive résultant de la tempéte cytokinique (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-
8 et IFN-vy) (Schortgen ,2012) .

De plus, une augmentation de 65.11% de la frequence respiratoire et de 20.23% de la
fréquence cardiaque associée a une hypotension (72,38+5.08 vs 87,12+4.16 mm Hg) ont été
observés chez les patients septiques comparés au groupe contrle. Nos résultats sont en
accord avec les résultats des travaux de Kumar et al. (2018), Kumar et al. (2019), et Acufia-
Fernandez et al. (2020) qui ont noté une hyperthermie, une augmentation de la fréquence
cardiaque et respiratoire chez les patients septiques (Tableau I1). Néanmoins, Kumar et al.
(2019) ont observé une augmentation de la pression artérielle moyenne chez les patients

septiques comparés au groupe contréle.

Le score SOFA (sepsis-related organ failure assessment) décrit le dysfonctionnement
d’organes pendant que le score APACHE 11 (acute physiology and chronic health evaluation)
évalue la sévérité et la mortalité des patients septiques admis en unité de soins intensifs (USI).
Ces scores sont calculés a partir des données cliniques (oxygénation, échelle Glasgow qui
¢value 1'état de conscience...) et biochimiques (Natrémie, Kaliémie, hématocrite,
créatinine...). Toutefois, il nous a été difficile de calculer les scores SOFA et APACHE Il

chez les patients Algériens par manque d’information.

Les scores SOFA et APACHE Il augmentent chez les patients septiques (Tableau I1). Ces
résultats suggerent que les patients septiques présentent un dysfonctionnement d’au moins un
organe ce qui indique la sévérité du sepsis chez ces derniers en faveur d’un mauvais pronostic

(Kumar et al., 2018 ; Kumar et al., 2019 ; Qiu et al.,2019 ; Acufia Fernandez et al., 2020).

23



Résultats et Discussion

3. Caractéristiques microbiologiques et cliniques des patients Algériens

Les caracteristiques microbiologiques et cliniques (survie, ATCD, site infectieux) des

patients Algériens sont mentionnés dans le tableau I11.

Tableau I11. Caractéristiques microbiologiques et cliniques des patients Algériens septiques.

Paramétres | Sepsis (N=8)
ATCD Diabete 50% (4/8)
HTA 37.5% (3/8)
Insuffisance rénale 25% (2/8)
Infection urinaire 25% (2/8)
Prostate 25% (2/8)
Anémie sévere/ 12.5% (1/8)/ 12.5% (1/8)
thrombose
Hémoculture | Gram- 60% E.coli, 20% Salmonella sp, 20% Proteus
mirabilis
Gram+ -
Mix -
Sites Abdominale 75% (6/8)
infectieux Urogénitale 12.5% (1/8)
(%) Pied diabétique 12.5% (1/8)
Cardiaque 12.5% (1/8)
Survie Oui 87.5 % (7/8)
Non 12.5% (1/8)

ATCD : Antécédents.

Nos résultats montrent que 50% des patients septiques étaient diabétiques, pendant que
37.5% étaient hypertendus et 25% présentaient soit une insuffisance rénale, une infection
urinaire ou un probleme de prostate (hypertrophie, opéré pour un adénome). De plus, 12.5%
patients présentaient une anémie sévere ou des thromboses. Toutefois, tous nos patients
septiques présentaient plus qu’un ATCD. Parmi les 8 patients septiques nous avons enregistré

un cas de décés (Tableau I11).

La porte d’entrée majoritaire était abdominale dans 75% des cas alors que 12.5% étaient
soit uro-genitale, cardiaque ou a partir du pied diabétique (Tableau I11). 100% des infections
étaient dues a des Entérobactéries a Gram- dont 60% par E.coli, 20% par Salmonella sp, et

20% par Proteus mirabilis (Tableau I11).

Nos résultats ne concordent pas avec 1’é¢tude de Kumar et al., (2019) qui ont démontré que
56.61% des infections étaient pulmonaires par des bactéries a Gram+ (S. aureus et S.

pneumonia), alors que 30.44% étaient sanguine par des bactéries a Gram- (E.coli, Klebsiella

24



Résultats et Discussion

pneumonia P. aeruginosa) et 12.95% étaient par des levures (Candida lipolytica, Candida

tropicalis) (Kumar et al., 2019).
4. Réponse inflammatoire des patients septiques

La réponse anti-infectieuse lors du sepsis est caractérisée par une réponse inflammatoire
excessive et délétere. L’ampleur de cette réponse pourrait étre déterminée au niveau
systémique par la mesure des paramétres inflammatoires parmi : le nombre de leucocyte, le
taux de CRP et de procalcitonine (PCT), le taux de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-
1B, IL-6, et IFN-y) et anti-inflammatoire (IL-10) et de chimiokines (IL-8).

Les résultats hématologiques (FNS) et biochimiques (CRP, PCT) des patients septiques

compares aux groupes contréles sont représentés dans le tableau 1V et la figure 5.

Tableau 1V. Caractéristiques hématologiques des patients septiques.

Parametres Controle Sepsis Références

Contréle (n=6) Sepsis (n=8) Boulahouache et
GB (10°/mm?) 7.01 £ 0.66 19.39+ 3.51** Rekkal., 2020
Neutrophiles (%) 52.6 + 3.92 89.38 + 0.72%* | Algérie
Lymphocytes (%) 33.7+£2.70 9.98 + 3.65***
Plaquettes (10%/mm?) 306.83+20.97 207.6+25.91**

Controle (n=50) Sepsis (n=100) Kumar et al., 2018
Neutrophiles (%) 63.82 + 4.94 85.49 + 7.34%** Inde
Lymphocytes (%) 27.12 £ 0.84 9.32 £ 1.94***

Controle (n=45) Sepsis (n=80) Kumar et al., 2019
GB (10°/mm?) 7,9+0,63 16,9+1,83*** Inde
Neutrophiles (%) 67+3 84£T***
Lymphocytes (%) 7,9+0,63 16,9+1,83***
Plaquettes (10°/mm?®) 273+18 151+9%***

Contr6le (n=15) Sepsis (n=25) Qiuetal., 2019
GB (10%/mm?) 11.09+5.96 14.64+11.94 Chine
CRP (mg/l) 60.33+46.68 109.28+42.79**
PCT (ug/l) 0,6 (0,1-1,5) 5,4 (0,3-24)***

Controle (n = 12) Sepsis (n =20) Acufia-Fernandez et
GB (10°/mm°) 7.05+1.28 15.63 £ 2.652** al., 2020
Neutrophiles (%) 55.68 + 3,25 86.95 + 1.40*** | Espagne
PCT (ug/l) 0.26 £0.08 14.96 £ 2.17***

GB : Globule Blancs ; CRP : Protéine C réactive ; PCT : Procalcitonine. *P<0.05,**P<0.01,
***P<(0.001 vs controle.
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Figure 5. Parametres hématologiques chez les patients septiques. A : taux de leucocytes
sanguin, B : pourcentage de polynucléaires neutrophiles, C : pourcentage des lymphocytes et
D : taux de plaquettes. *P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001 vs contréle (Kumar et al., 2018;
Kumar et al., 2019; Qiu et al., 2019 ; Acuia-Fernandez et al., 2020).

Les patientes Algériens septiques présentaient une réponse inflammatoire excessive
caractérisee par une hyperleucocytose, une lymphopénie et une thrombopénie. Le taux de
leucocytes sanguins augmente de 176.60% (2.8 fois) et en particulier les polynucléaires
neutrophiles augmentent de 69.92% chez les patients septiques comparés au groupe contréle
(Tableau 1V, Figure 5). Cependant, les taux de lymphocytes et de plaquettes diminuent de
70.38% et de 32.34% respectivement, chez les patients septiques comparés au groupe contréle
(Tableau 1V, Figure 5).Nos résultats sont comparables a ceux de Kumar et al. (2018), Kumar
et al. (2019), et Acufia-Fernandez et al. (2020) (Tableau 1V, Figure 5).
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En outre, les taux de CRP et de la procalcitonine (PCT) augmentent fortement chez les
patients septiques ce qui suggere une réponse inflammatoire excessive chez ces derniers (Qiu
et al., 2019 ; Acufia-Fernandez et al., 2020).

Les taux de cytokines pro-inflammatoires (TNF-o, IL-1p, IL-6, et IFN-y) et anti-

inflammatoire (IL-10) et de chimiokine (IL-8) au niveau du sérum des patients septiques

compares aux groupes contréles sont représentés dans le tableau V et la figure 6.

Tableau V. Taux de cytokines/chimiokine inflammatoires des patients atteints de sepsis.

Paramétres

Controle

Références

Contrdle (n=50)

Sepsis (n=100)

TNF-a (pg/ml) 4.465 +0.185 152+ 59***
IFN-y (pg/ml) 4.298 +0.13 130.5 + 64.35%**
IL-8 (pg/ml) 3.399 +0.098 92 £ 12.72%%*

Kumar et al., 2018
Inde

Contr6le (n=45)

Sepsis (n=80)

Kumar et al., 2019
Inde

TNF-a (pg/ml) 5.33+0.44 166+10.32***
IFN-y (pg/ml) 4.15+0.17 142.8745.29***
IL-8 (pg/ml) 3.78+0.187 139.4746%**
Controle (n = 12) Sepsis (n =20)
TNF-a (pg/ml) 2.91+0.18 8.73+0.54***
IL-1B (pg/ml) 1.26+0.06 2.66+0.2%%*
IL-6 (pg/ml) 1.92+0.38 115.38+19.23%**
IL-10 (pg/ml) 1.64+0.09 6.73+1.27***
IL-8 (pg/ml) 2.2740.04 20+2.73***

Acufia-Fernandez
etal., 2020
Espagne

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs controle.
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Figure 6. Taux de cytokines plasmatiques des patients atteints de sepsis. A : taux de cytokines
pro-inflammatoire TNF-0, B : taux de chémiokine IL-8, C : taux d’IFN-y, D : taux de
cytokines pro-inflammatoires IL-1p et IL-6 et de cytokines anti-inflammatoire IL-10.

*P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001 vs contrdle (Kumar et al., 2018 ; Kumar et al., 2019;

Acufia-Fernandez et al., 2020).

Les taux de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1pB, IL-6, et IFN-y), de cytokines
anti-inflammatoire (IL-10) et de chimiokine (IL-8) augmentent significativement chez les

patients septiques comparés aux groupes contrdles (Tableau V, Figure 6).

Kumar et al. (2018) et Kumar et al. (2019) ont rapporté une augmentation tres importante
du taux de TNF-a de 34 fois et 31.1 fois respectivement comparés aux groupes controles alors
que dans I’étude de Acuiia-Fernandez et al. (2020) ce taux augmente de 3 fois. De méme pour
les taux d’IFN-y et I’IL-8 qui augmentent respectivement de 30.4 fois et de 27.1 fois (Kumar
et al., 2018) et de 34.42 fois et 36.9 fois (Kumar et al., 2019) chez les patients septiques

compares aux groupes contréles respectifs (Tableau V, Figure 6).
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En outre, les taux d’IL-1B, d’IL-6 et d’IL-10 augmentent de 2.1 fois, 60.1 fois, 4.1 fois

respectivement chez les patients septiques comparés aux taux controles (Tableau V, Figure
6) (Acufa-Fernandez et al., 2020).

Ces résultats suggérent une libération massive de cytokines pro-inflammatoires/anti-

inflammatoires et de chimiokines en faveur d’une tempéte ou d’un orage cytokinique

caractéristique de 1’état hyper-inflammatoire du sepsis.

5. Caractéristiques biochimiques et dysfonctionnement d’organes

Les sepsis est associ¢ a un dysfonctionnement d’au moins un organe. Les paramétres de

cytotoxicite rénale (créatinine et BUN) et hépatiques (bilirubine et transaminases

ALAT/ASAT) ont été mesurés chez les patients septiques et comparés aux groupes contréles.

Les parameétres de cytotoxicité rénale (créatinine et BUN) sont représentés dans le tableau

Vletlafigure 7.

Tableau VI. Paramétres biochimiques d’altération rénale.

Paramétres Controle

Références

Contr6le (n=6)

Sepsis
Sepsis (n=8)

Créatinine (mg/dl)

8.16 £1.25

23.02 + 5.30***

Boulahouache et

Rekkal., 2020
Algérie

Contr6le (n=50)

Sepsis (n=100)

Kumar et al., 2018

Créatinine (umoles/I) 14045 19745%** Inde

Controle (n=45) Sepsis (n=80) Kumar et al., 2019
Créatinine (umoles/l) 7,9+0,63 16,9+1,83*** Inde

Controle (n=15) Sepsis (n=25) Qiuetal., 2019
Créatinine (umoles/l) 87 (55-114) 92.5 (57.8-123.8) | Chine
BUN (mmoles/I) 6.97+4.32 9.9945.26**

Controle (n = 12) Sepsis (n =20) Acufia-Fernandez et
Créatinine (mg/dl) 0.93+0.13 0.71 +£0.14* al., 2020
BUN (mg/dl) 30.12 + 3.26 20.79 + 2.76 Espagne

Urée/BUN (Blood Urea Nitrogen).Créatinine 1mg/dl = 88.4 umoles/I. *P<0.05, **P<0.01,

***P<(0.001 vs controle.
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Figure 7. Paramétres d’altération rénale des patients atteints de sepsis. A : Créatininémie ; B :
taux de Urée/BUN (Blood Urea Nitrogen).*P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001 vs contrble

(Kumar et al., 2018 ; Kumar et al., 2019; Qiu et al., 2019 ; Acufia-Fernandez et al.,
2020).

Nos résultats montrent une augmentation significative de 182.1% (2.8 fois) du taux de
créatinine chez les patients septiques. Ces résultats concordent avec les résultats de Kumar et
al. (2018), Kumar et al. (2019), et Qiu et al. (2019) mais pas avec ceux d’Acufia-Fernandez
et al. (2020) qui ont observé une diminution de 23.65% du taux de créatinine plasmatique
chez les patients septiques (Tableau VI , Figure 7).

De méme, le taux d’urée/BUN augmente de 43.3% chez les patients septiques comparés au
groupe contréle (Qiu et al., 2019). Néanmoins, Acufia-Fernandez et al. (2020) ont montré
une diminution de 31% du taux de d’urée/BUN chez les patients septiques comparés au
groupe controle (Acufia-Fernandez et al., 2020).

Ces résultats indiquent une altération des parametres rénaux en faveur d’un

dysfonctionnement rénale chez les patients septiques.

Les parameétres de cytotoxicité hépatique (bilirubine et transaminases ALAT/ASAT) sont
représentés dans le tableau VI et la figure 7 .
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Tableau VI1. Paramétres biochimiques d’altération hépatique.

Parameétres Contréle Références
Contr6le (n=50) Sepsis (n=100) Kumar et al., 2018
Bilirubine totale 091+0.11 1.92 + 1.09*** Inde
(mg/dl)
Controle (n=45) Sepsis (n=80) Kumar et al., 2019
Bilirubine totale 18.1+1.2 30.65+2.3*** Inde
(umoles/l)
Controle (n=15) Sepsis (n=25) Qiuetal., 2019
ALAT/GPT (U/l) 15 (13-26) 27,5 (18-36,2) Chine
ASAT/GOT (U/l) 28.53+14.02 50.76+19.53***
Contréle (n =12) Sepsis (n =20) Acufia-Fernandez et
Bilirubine totale 0.75+0.10 0.91 +0.14* al., 2020
(mg/dl) Espagne
ALAT/GPT (U/l) 26.07 £ 4.23 28.84 £ 3.60
ASAT/GOT (U/l) 30. 08 £ 3.50 33.13+3.88

ALAT/GPT: Alanine-Amino-Transférase/GlutamoPyruvate Transférase. ASAT/GOT : Aspartate-
Amino-Transférase/GlutamoOxaloacétate Transférase. Bilirubine 1mg/dl = 17.1 pmoles/I ;
*P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001 vs contréle.
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Figure 8. Paramétres d’altération hépatique des patients atteints de sepsis. A : taux de
bilirubine, B : taux d’ASAT et C : taux d’ALAT.*P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001 vs controle.
(Kumar et al., 2018 ; Kumar et al., 2019; Qiu et al., 2019 ; Acufa-Fernandez et al.,
2020).

Le taux de bilirubine totale augmente significativement chez les patients septiques
comparés aux groupes contrbles (Tableau VII, Figure 8) (Kumar et al., 2018 ; Kumar et
al., 2019; Acufia-Fernandez et al., 2020).

Toutefois, le taux d’ALAT et d’ASAT restent inchangés selon Acufia-Fernandez et al.

(2020) alors que seul le taux d’ASAT augmente de 77.9% chez les patients septiques selon
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Qiu et al. (2019) (Tableau VII, Figure 8) (Qiu et al., 2019 ; Acufia-Fernandez et al.,

2020).

Ces résultats sont en faveurs d’une altération hépatique chez les patients septiques

comparés aux groupes controles.

6. Evaluation du stress oxydatif chez les patients septiques

L’équilibre redox des patients septiques a été évalué par dosage des parametres pro-
oxydants (MDA/LPO, Protéines carbonylées, AOPP, NO) et anti-oxydants (SOD, catalase,
TAC) au niveau du sérum. Le taux des parametres pro-oxydants sont représentés dans le

tableau VII1 et la figure 9 .

Tableau VII1. Paramétres pro-oxydants des patients atteints de sepsis.

Paramétres

Controle Sepsis Reférences

Contréle (n=6)

Sepsis (n=8)

Spanidis et al., 2015

MDA (umoles/I)

6.66+0.5

7.33%1

Protéines carbonylées
(nmoles/mg prot)

0.916+0.16

1.08+0.08

Grece

Controle (n=50)

Sepsis (n=100)

MPO
(nmoles/min/mg prot)

0.405+0.16

1.37+ 0.51***

Kumar et al., 2018
Inde

Contréle (n=15) Sepsis (n=25) Qiu et al., 2019
MDA(ng/l) 399.30+50.23 488.31+76.68*** Chine
NO (ng/l) 4.42+0.88 5.08+0.89*
Controle (n = 12) Sepsis (n =20) Acufia-Fernandez et
LPO (nmoles/ml) 1.3240.16 2.4+0.16%** al., 2020
Espagne
AOPP (nmoles/ml) 37.33+4 80x8***

LPO: index de peroxydation lipidique (Polyunsaturated fatty acid peroxide MDA+ 4- hydroxyl olefins
(HAE) ; MDA : Malandialdéhyde; MPO : Myélopéroxydase ; AOPP : Advanced oxidation protein

products (index of protein oxidation and inflammation) . *P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001 vs contrble
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Figure 9. Taux de pro-oxydants plasmatiques des patients atteints de sepsis. A : Activité
myé¢loperoxydase MPO et taux de NO (monoxyde d’azote) ; B : Taux de peroxydes lipidiques
LPO: index de peroxydation lipidique ; C : Oxydation protéiqgue AOPP et protéines
carbonylées : index d’oxydation protéiques.*P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001 vs contrble
(Spanidis et al., 2015; Kumar et al., 2018 ; Qiu et al., 2019 ; Acufia-Fernandez et al.,
2020).

L’analyse des résultats des parameétres pro-oxydants montrent que les patients septiques
présentent un stress oxydatif caractérisé par une augmentation significative de ces derniers
dans le sérum des patients septiques comparés aux groupes contrbles respectifs. Néanmoins,
Spanidis et al. (2015) ont enregistré une légére augmentation des taux de MDA et de
protéines carbonylées chez les patients septiques comparés au groupe contréle, mais qui n’est

pas significative (Tableau VIII , Figure 9).

Le taux de MPO, marqueur d’accumulation et d’activation des neutrophiles, augmente
fortement de 238.3% (3.4 fois) dans le serum des patients septiques comparés au groupe
contrble (Kumar et al., 2018). Ces résultats confirment le taux élevé des neutrophiles

préalablement observé chez les patients septiques (Tableau VII1 , Figure 9).
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De méme, le taux de NO augmente significativement de 14.9% chez les patients septiques
comparé¢ au taux basal. Le NO constitue la principale espéce réactive de 1’oxygene qui est
synthétisé a forte concentration par la iNOS lors d’une réponse inflammatoire suite a

I’activation du facteur de transcription NF-xB (Qiu et al., 2019).

Le taux de peroxyde lipidique (LPO) augmente significativement de 81.8% chez les
patients septiques comparé au taux basal (Acufia-Fernandez et al., 2020). Aussi, le taux de
MDA augmente de 22.3% chez les patients septiques compare au groupe contréle (Tableau
VI, Figure 9) (Qiu et al., 2019).

L’oxydation protéique, déterminée par le taux d’AOPP, augmente de 114.3% (2.1 fois)

chez les patients septiques comparés au groupe de contréle (Acufia-Fernandez et al., 2020).

Le Tableau IX représente les parametres anti-oxydants (SOD, catalase et TAC) dans le

sérum des patients septiques comparés aux taux basales.

Tableau IX. Parameétres anti-oxydants des patients atteints de sepsis.

Paramétres Controle Références

Contrdle (n=6) Sepsis (n=8) Spanidis et al., 2015
TAC (nmoles DPPH/I) 1.06+0.03 0.83+0.06* Grece

Contrdle (n=50) Sepsis (n=100) Kumar et al., 2018
SOD (kufl) 7.825 +0.975 *** 1.72 £ 0.48*** Inde
Catalase (mg/l) 52.27 £ 6.67 6.8 £ 2.6***

Controle (n=15) Sepsis (n=25) Qiuetal., 2019
SOD (%) 46.87+6.96 48.26+22.57 Chine

TAC : Capacité anti-oxydante totale. SOD : Superoxyde Dismutase. *P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001
vs controle.
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Figure 10. Taux d’antioxydants plasmatiques des patients atteints de sepsis. A : capacité anti-
oxydante totale , B : activité superoxyde dismutase SOD ; C : activité catalase.
*P<0.05,**P<0.01, ***P<0.001 vs contrble (Spanidis et al., 2015; Kumar et al., 2018 ; Qiu
etal., 2019 ; Acufia-Fernandez et al., 2020).
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L’ensemble des résultats analysés montrent une diminution de la défense anti-oxydante
chez les patients septiques. La capacité anti-oxydante totale, les activités superoxyde
dismutase et catalase diminuent significativement de 21.7%, 78% et 86.99% respectivement
chez les patients septiques comparés aux groupes controles respectifs (Tableau IX, Figure
10) (Spanidis et al., 2015 ; Kumar et al., 2018).

Contrairement a ces observations, 1’étude de Qiu et al. (2019) n’a montré aucun
changement de I’activité SOD chez les patients septiques comparés au groupe controle
(Tableau IX, Figure 10 ) (Qiu et al., 2019).

Ces résultats indiquent une baisse de la barriére anti-oxydante en faveur d’un stress

oxydatif chez les patients septiques.

7. Analyse de corrélation des parametres de stress oxydatif et des marqueurs de Iésions

organiques et le pronostic chez les patients atteints de sepsis
7.1. Corrélation entre le stress oxydatif et la séveérité du sepsis

Les résultats de 1’étude de Kumar et al. (2018) montrent que les scores SOFA et APACHE
Il des patients septiques enregistrés au moment de I'admission en USI  corrélaient
positivement avec I’activit¢ MPO (Figure 2A; r2 = 0.604, Figure 2B; r2 = 0.507, p <0.01)
comme déterminé par lI'analyse de corrélation de Pearson (Annexe 3). La SOD et la CAT ont
montré des corrélations négatives avec les scores SOFA (Pour SOD; Figure.2C; r2 = 0.939,
Pour CAT,; Figure 2E; r2 = 0.955) et APACHE |1 (Pour SOD; Figure 2D; r2 = 0769, p
<0,01, Pour CAT,; Figure 2F; 0,718, p <0,01) (Annexe 3) (Kumar et al., 2018).

L'analyse de corrélation entre les parametres de stress oxydatif et le pronostic chez les
patients septiques a montré que l'activité de la SOD plasmatique était corrélée négativement
avec la mortalité a 28 jours (r = -0,468, P <0,05), tandis que les taux de MDA et de NO
étaient positivement corrélés avec la mortalité a 28 jours (r=0,598 et r=0,611, respectivement,
p <0,01) (Qiu et al., 2019).

Ces résultats suggérent que le déséquilibre redox entre les parametres
oxydants/antioxydants joue un rdle clé dans la gravité de la réponse inflammatoire a un stade

précoce du sepsis.
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7.2. Correlation entre le stress oxydatif et le dysfonctionnement d’organes

v Corrélation entre le stress oxydatif (oxydants/anti-oxydants) et la fonction rénale

Les taux de SOD et de CAT dans le plasma sanguin au stade précoce de sepsis étaient
corrélés avec clairance de la créatinine. Le coefficient de corrélation de Pearson a montré une
relation linaire entre la clairance de la créatinine et la SOD (Figure 3A;r2 = 0,825,p
<0,001) et la catalase (Figure 3B; r2 = 0,806, p <0,001). A l'inverse, une corrélation négative
entre la clairance de la créatinine et I'enzyme MPO a été observée (Figure 3C; r2 = 0,491, p
<0,001) (Annexe 3) (Kumar et al., 2018).

L'analyse de corrélation entre les paramétres de stress oxydatif et les parameétres de Iésions
organiques chez les patients atteints de sepsis a montré que les taux de MDA et NO étaient
positivement corrélés avec le taux de la créatinine sériqgue (r=0,426 et r=0,431,
respectivement, P <0,05) (Qiu et al., 2019).

v Corrélation entre le stress oxydatif (oxydants/anti-oxydants) et la fonction hépatique

Une relation négative entre la bilirubine totale et la SOD (Figure 4A; r2 = 0.944, P
<0.001) ainsi que la catalase (Figure 4B; r2 = 0.829, p <0,001) a été trouvee. La corrélation
entre l'activité MPO et la teneur en bilirubine a montré relation positive (Figure 4C; r2 =
0,481, p <0,001) (Annexe 3) (Kumar et al., 2018).

7.3. Corrélation entre le stress oxydatif (oxydants/anti-oxydants) et le taux de cytokines

Une relation inverse entre le niveau de cytokines/chimiokines (TNF-a, IL-8 et IFN-y) avec
les activités des deux enzymes anti-oxydantes SOD (Figure 5A; r2 = 0,618, Figure 6A; r2 =
0,175, Figure 7A; r2 = 0,769, p <0,001) et Catalase (Figure 5B; r2 = 0,675, Figure 6B; r2 =
0,815, Figure 7B; r2 = 0,746 p <0,001), a été observée. Cependant, le coefficient de
corrélation de Pearson a montré une relation positive entre le taux des cytokines et l'activité
MPO (Figure 5C; r2 = 0,381, Figure 6C; r2 = 0,424 Figure 7C; r2 = 0,503, p <0,001)
(Annexe 3) (Kumar et al., 2018).

Les taux des paramétres de stress oxydatif chez les patients septiques sont
considérablement augmentes, ce qui est étroitement lié aux lésions d’organes et a un mauvais
pronostic. Ainsi, les taux plasmatiques des paramétres de stress oxydatif a savoir la SOD, le
MDA et le NO pourraient étre utilisés comme biomarqueurs indépendant pour prédire la

mortalité des patients septiques.
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I111.2. Discussion

Dans la présente étude nous avons démontré 1’association du stress oxydatif a la
physiopathologie du sepsis, le dysfonctionnement d’organes et le pronostic des patients
septiques. Ce stress oxydatif est caractérisé par un déséquilibre de la balance redox traduit par
une augmentation des marqueurs pro-oxydants (MDAJ/LPO, NO, protéines
carbonylées/AOPP) et une diminution d’anti-oxydant (SOD, catalase, TAC).

Le sepsis est un syndrome physiopathologique complexe et ambigu, caractérisé par des
désordres de plusieurs systemes : immunitaire, redox, coagulation, et métabolique. Sa
complexité constitue un défi supplémentaire, pour les chercheurs, afin de poser une définition
adéquate, cerner sa physiopathologie et de développer une thérapie efficace (Singer et al.,
2016 ). Il résulte d’une réponse inflammatoire exacerbée contre une infection bactérienne,
virale, parasitaire ou fongique. Les bactéries Gram-négatives sont les principaux agents

pathogénes responsables du sepsis (Lin et al., 2018).

L’activation des PRRs (TLRs) par les PAMPs bactériens (LPS) résulte en une activation
du facteur de transcription NF-kB qui, a son tour, induit la transcription de plus de 200 génes
(Martinet et al.,, 2009) dont des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B), des
chimiokines (IL-8), des molécules d’adhésion (ICAM-I, VCAM-1), des molécules nécessaires
a l'activation des cellules T, des enzymes pro-oxydantes (iNOS, Cox-2), des enzymes
antioxydantes (SOD, GPx), des molécules anti-apoptotiques (Bcl2) et des facteurs de
coagulation (facteur tissulaire) (Leentjens et al., 2013). Certains de ces produits exercent un
feedback positive et activent la voie NF-kB, intensifiant la réponse inflammatoire en cas de
sepsis. Parmi eux, les cytokines pro-inflammatoires 1’IL-1B, et le TNFa, participent a

I’amplification de I’inflammatoire réponse (Liu et Malik., 2006).

Les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I’'IL-1p et I’IL-6 sont directement
impliquées dans la thermogenése (Lee et al., 2012). Ainsi, si dans la majorité des cas de
sepsis on observe une hyperthermie, il existe dans environ 10 a 20 % des cas une réponse
hypothermique a I’infection (Young et Bellomo., 2014). L hyperthermie pourrait ralentir la

croissance des micro-organismes .(Schortgen ,2012).

La réponse inflammatoire est associée a un désequilibre redox, caractérise par une
hyperproduction de ROS/RNS. En revanche, les leucocytes activés pendant la réponse

inflammatoire augmente la production des ROS (Camicia et al., 2014). Les ROS/RNS

37



Résultats et Discussion

alterent et endommagent les biomolécules (lipides, protéines, ADN) conduisant a une

cytotoxicité ou a des dommages d’organes (Halliwell, 2009).

La mitochondrie est la principale source de ROS, I’anion superoxyde (O2¢—) et le
peroxyde d’hydrogéne H202 en grande partie, produit par une fuite d’électrons transférés par
la chaine respiratoire mitochondriale (complexe 1 et I11) (Macdonald et al., 2003 ; Finaud et
al., 2006). Ainsi, une fonction mitochondriale altérée et une exageération de la réponse des
cellules immunitaires conduit a une accumulation de ROS capables d'activer le NF-xB de
maniere dose-dépendante créant ainsi un cycle inflammatoire vicieux traduit par une réponse
exacerbée et délétére (Zhou et al., 2001; Horton, 2003 ; Mantzarlis et al., 2017).

Les leucocytes activés produisent plus de ROS, parmi, les neutrophiles infiltrent le site
inflammatoire et libérent de la MPO qui génére 1’acide hypochloreux HOCI a partir d’H20..
La MPO oxyde également les nitrites NO2™ par le H202 pour produire un radical dioxyde
d’azote NO>' conduisant a la nitration des protéines. En plus de leur effet antimicrobien, ces
ROS/RNS sont plus réactifs et oxyde des lipides et des hémoprotéines contribuant ainsi a
I’amplification du stress oxydatif, du processus inflammatoire et au dysfonctionnement
d’organes (Nauseef, 2014 ; Ndrepepa, 2019).

Les RNS, principalement 1’oxyde nitrique (NO¢) est produit sous le controle de NF-«xB
apres activation des deux NOSynthases inductibles cytosolique (iNOS) et mitochondriale (i-
mtNOS). Le NO- est le produit principal de ces enzymes, il provoque des effets déléteres car
il induit une vasodilatation systémique et une hypotension, et augmente les dommages
cellulaires (Mantzarlis et al ., 2017). De plus, le NO- réagit rapidement avec 1'0O2+- donnant
un produit tres toxique le peroxynitrite ONOO— (Beheshti et al., 2020). Le peroxynitrite
inhibe de maniéere irréversible les complexes de la chaine respiratoire mitochondriale
(complexe I et I1I), I’ATP synthase, réduisant la production d’ATP et favorisant ainsi la mort
cellulaire (Cadenas et al., 2000; Escames et al., 2003; Garcia et al., 2017). L’exces de
ROS/RNS produites lors de sepsis déclenche la mort cellulaire apoptotique et nécrotique, en

fonction de la gravité du stress oxydatif (Saito et al., 2006).

L’effet cytotoxique des cytokines inflammatoires et des ROS/RNS affecte directement la
fonction de plusieurs systéemes et d'organes conduisant a des lésions pulmonaires, au
dysfonctionnement hépatique et a une insuffisance rénale. Par conséquent, plusieurs organes
seront affectés et donne un syndrome de dysfonctionnement d'organes multiples(MODS)

(Rossaint et Zarbock., 2015), ce qui conduit finalement a la mort des patients.
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Les ROS activent également le facteur de transcription Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-
derived 2)-like 2) qui régule plus de 500 genes parmi des enzymes antioxydantes telles que la
glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GRd), et la superoxyde dismutase (SOD) en plus
d’enzymes essentielles a la synthése de glutathion (glutamate cysteine ligase) (Kensler et al.,
2007 ; Liu et al., 2017).

La SOD est une enzyme anti-oxydante intracellulaire ayant une fonction clé car elle
catalyse la dismutation de I'O2™ en H20; et Oz (Haleng et al., 2007). La SOD joue un role
essentiel dans le contrdle des niveaux de peroxynitrite et de la formation de nitro-tyrosine,
inhibant ainsi les 1ésions d’organes (Constantino et al., 2017). La diminution des niveaux de
SOD implique que les organes n'étaient pas protégés des dommages oxydatifs médiés par I'02
pendant la septicémie (Dennis et Witting., 2017).

La catalase est une enzyme anti-oxydante qui catalyse la réaction de transformation du
peroxyde d'’hydrogene (H202) en oxygéne et en eau. Ainsi, la catalase protége les cellules et

les tissus des effets toxiques du peroxyde d’hydrogene (Jevva et al., 2015).

Une corrélation positive a été démontré entre les marqueurs de stress oxydatif (pro-anti-
oxydants) et la réponse inflammatoire (TNF-a, IL-8 et IFN-y), le dysfonctionnement

d’organes (rein et foie), la sévérité du sepsis, la mortalité des patients septiques.

Une corrélation positive entre l'activité MPO et les scores SOFA (dysfonctionnement
d’organes) et APACHE 1I (sévérité et mortalité), le taux de bilirubine sérique, ainsi que le
taux de cytokines pro-inflammatoire (TNF-a, IL-8 et IFN-y). De plus, le taux de MDA et de
NO corrélaient positivement avec la mortalité des patients et le taux de créatinine sérique. En
outre, I’activité SOD et catalase corrélaient positivement avec la clairance de la créatinine
(Kumar et al., 2018).

Ceci suggére que le déséquilibre redox, conduisant au stress oxydatif, joue un réle clé dans
le dysfonctionnement d’organe, la sévérité du sepsis et le pronostic des patients septiques.
Ainsi, les marqueurs de stress oxydant pourraient étre utilisés comme marqueurs de diagnostic

et de pronostic de sepsis.
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Figure 11. Schéma récapitulatif de certains mécanismes physiopathologiques a la base de

dysfonctionnements d'organes au cours de sepsis.
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Conclusion

Nos résultats épidémiologiques montrent une prédominance du sepsis chez les hommes
agés ayant un age > 48ans. Ces patients présentaient les caracteristiques cliniques du sepsis
avec une hyperthermie (T°>38), une hyperleucocytose, une hypotension sévére, une
thrombopénie, une augmentation de la fréquence cardiaque (Tachycardie) et respiratoire

(Tachypnée), et un dysfonctionnement d’organes (rein).

Les résultats de 1’hémoculture montrent les infections sont dues a des Entérobactéries
principalement E.coli. Le site infectieux était abdominal dans la majorité des cas. Ces patients
avaient un systeme immunitaire fragilisé avec au moins une pathologie chronique (Diabéte,

HTA, une anémie sévere ou des thromboses ...etc).

Les résultats de méta-analyse montrent que les patients septiques présentaient une réponse
inflammatoire excessive caractérisée par des taux sériques élevée de CRP, procalcitonine et
de cytokines inflammatoire (TNF-a, IL-1p, IL-8, IFN-y , I1L-10).

De plus, les patients septiques présentaient un stress oxydatif caractérisé par une
augmentation des marqueurs pro-oxydants (MDA/LPO, Protéines carbonylées/AOPP, NO) et
une diminution des marqueurs anti-oxydants (SOD, catalase, TAC) au niveau du sérum.

Une corrélation positive a été démontré entre les marqueurs de stress oxydatif (pro-anti-
oxydants), la réponse inflammatoire (TNF-a, IL-8 et IFN-y), le dysfonctionnement d’organes

(rein et foie), la sévérité du sepsis, et la mortalité des patients septiques.

Ceci suggere que les marqueurs de stress oxydant pourraient étre utilisés comme

marqueurs de diagnostic et de pronostic de sepsis.
En perspectives, il serait intéressant de :

- Rechercher d’éventuelles corrélations entre les paramétres du stress oxydatif, le
dysfonctionnement d’organes et le pronostic des patients septiques Algériens.

- Etudier I’effet de molécule anti-oxydante naturelle comme la mélatonine, la vitamine
CetE.
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ANnexes:

Annexe 1

Tableau I: Les scores SOFA (the Sequential [sepsis-related] Organ Failure Assessment)

(Singer et al., 2016).

Score
Systeme 0
Respiration

PaO,/FIO2mmHg

(kPa)

Coagulation

Plaquettes x103/uL  >150

Foie

Bilirubine mg/dL <1.2 (20)

(umoles/L)

Cardiovasculaire MAP>70mmH
g

Systeme nerveux central
Glasgow Coma 15
Scale score P
Rénal

Créatinine, mg/dL <1.2(110)
(umoles/L)

Production d’urine

mL/d

>400 (53.3)

<400 (53.3)

<150

1.2-1.9(20-32)

MAP<70mmHg

13-14

1.2-1.9(110-170)

<300 (40)

<100

2.0-5.9(33-101)

Dopamine<5
or

dobutamine?

10-12

2.0-3.4(171-

299)

<200 (26.7) avec

Assistance

respiratoire

<50

6.0-11.9(102-204)

Dopamine 5.1-15

or epinephrine<0.1

or

norepinephrine<0.

1a

6-9

3.5-4.9(300-440)

<500

<100 (13.3) avec

assistance
respiratoire

<20

>12.0(204)

Dopamine>15 or
epinephrine>0.1 or

norepinephrine>0.12

<6

>5.0(440)

<200

F102, fraction de lI'oxygéne inspire (Fraction of inspired oxygen). MAP, moyenne de pression artérielle (Mean
arterial pressure), PaOz, Pression partielle d'oxygéne (partial pressure of oxygen). a, les doses de catecholamine
sont données comme pg/kg/min pour au moins lheure. b, les scores de 1’échelle Galasgow Coma varie de 3 a 15,
le score le plus élevé indique une meilleure fonction neurologique.
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Figure 1. Récepteurs

de la surface cellulaire et intracellulaires responsables de la

reconnaissance des produits microbiens et des signaux de danger endogenes (alarmins)
(Hotchkiss et al., 2016).
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Tableau Il : Liste des PRR couramment étudies et leurs PAMPs et DAMPs (Raymond
et al.,2017)
PRRs Location PAMPs DAMPs
TLR1 Plasma membrane Lipoproteins
TLR2 Plasma membrane Lipoproteins HMGB1
Peptidoglycan Hsp70
Lipoteichoic acid S$100
TLR3 Endosome Viral dSRNA
TLR4 Plasma membrane Lipopolysaccharide =~ HMGB1
Hsp70
S100
Hyaluronic acid
TLRS Plasma membrane Flagellin
TLR6 Plasma membrane Lipoproteins
TLR7 Endosome Viral sSRNA
TLR8 Endosome Viral sSSRNA
TLR9 Endosome Pathogen DNA mtDNA
nDNA
Dectin Plasma membrane Beta-glucans
Mincle Plasma membrane SAP130
NOD1 Cytoplasm Peptidoglycan
NOD?2 Cytoplasm Peptidoglycan
NALP3 Cytoplasm Viral dSDNA nDNA
Viral ssSRNA ATP
Uric acid
RIG-1 Cytoplasm Viral dSRNA
MDAS Cytoplasm Viral dSRNA
RAGE Plasma membrane AGEs
HMGB1
S100




Annexe 2

Tableau I11: Questionnaire des données.

Sepsis (n=..)

Contréle(n=..)

Genre (F/H)

Age (an)

ATCD

Température (°C)

Fréquence respiratoire (inspirations/min)

Fréquence cardiaque (90 battements/min)

Leucocytes (103/ mm3)

Neutrophiles (%)

Lymphocytes (%)

Plaquettes (10%/mm?3)

Créatinine (umoles/L)

Hémoculture (+/-)

Pathogéne Gram+
Gram-
Mix
inconnu
Site infectieux Pulmonaire
Abdominale
Sanguin
urogénitale
Autres
inconnu

Survivant/non survivant
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Annexe 3 : Abstract des articles utilisés en méta-analyse

v Article 1. Spanidis et al., 2015

in vivo 29: 595-600 (2015)

Assessment of Oxidative Stress in Septic and Obese Patients
Using Markers of Oxidation-reduction Potential

YPATIOS SPANIDIS', NIKOLAOS GOUTZOURELAS ', DIMITRIOS STAGOS', ANASTASIA S. KOLYVA?,
CHARALAMBOS A. GOGOS2, DAVID BAR-OR?#56 and DIMITRIOS KOURETAS'

’Departmem of Biochemistry and Biotechnology, University of Thessaly, Larissa, Greece;
2Division of Infectious Diseases, Department of Internal Medicine,
Patras University Hospital, Rion-Patras, Greece;
3Trauma Research Department, St. Anthony Hospital, Lakewood, CO, U.SA.;
*Trauma Research Department, Swedish Medical Center, Englewood, CO, U.S.A.;
STrauma Research Department, Medical Center of Plano, Plano, TX, US.A.
SLuoxis Diagnostics, Inc., Englewood, CO, U.S.A.

Abstract. Background/Aim: The novel static (sORP) and
capacity (cORP) oxidation-reduction potential markers were
examined for assessing oxidative stress in plasma of patients
with sepsis. Moreover, the possible effect of obesity-induced
oxidative stress on patients with sepsis was investigated.
Materials and Methods: sORP and cORP markers, as well
as the conventional oxidative stress biomarkers total
antioxidant capacity (TAC), thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS) and protein carbonyls (CARB), were
assessed in plasma. Results: sSORP marker was increased
significantly in the sepsis group, while c¢ORP was
significantly lower compared to the control group, indicating
oxidative stress. Furthermore, in patients with sepsis, TAC
was significantly lower compared to control group. However,
obesity had no effect on sORP, cORP and TAC in patients
with sepsis, although it increased levels of CARB and
TBARS. Conclusion: The present results suggest, for the first
time, that ORP markers could be used for assessing oxidative
stress in patients with sepsis.
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v Article 2. Kumar et al., 2018

Evaluation of Oxidative Stress and Antioxidant Status: Correlation with the

Severity of Sepsis.

Authors — Sanni Kumar', Ena Gupta', Sanket Kaushik', Vijay Kumar Srivastava', Sudhir

Kumar Mehta®, Anupam Jyoti'”

Abstract

Sepsis is a condition caused by infection followed by unregulated inflammatory response
which may lead to the organ dysfunction. During such condition, over-production of
oxidants is one of the factors which contribute cellular toxicity and ultimately organ
failure and mortality. Antioxidants having free radicals scavenging activity exert
protective role in various diseases. The present study has been designed to evaluate the
levels of oxidative and anti-oxidative activity in sepsis patients and their correlation with
the severity of the sepsis. A total of 100 sepsis patients and 50 healthy controls subjects
were enrolled in this study from the period October 2016 to June 2017. The investigation
included measurements of oxidative enzyme. myeloperoxidase (MPO), antioxidant
enzymes including superoxide dismutase activity (SOD) and catalase activity (CAT) and
cytokines (TNF-a, IL-8 and IFN-y). Furthermore, the level of these activities was
correlated with severity of sepsis. Augmented levels of oxidants were found in sepsis as
demonstrated by DMPO nitrone adduct formation and plasma MPO level activity (1.37 =
0.51 in sepsis vs 0.405 £ 0.16 in control subjects). Cytokines were also found to be
increased in sepsis patients. However, plasma SOD and CAT activities were significantly
attenuated (p<0.001) in the sepsis patients compared with controls subjects. Moreover,
inverse relation between antioxidant enzymes (SOD and CAT) and organ failure
assessment (SOFA), physiological score (APACHE II). organ toxicity specific markers
have been observed as demonstrated by Pearson’s correlation coefficient. This study
suggests that imbalance between oxidant and antioxidant play key role in the severity of

sepsis.
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Clinica Chimica Acta 495 (2019) 606-610

ELSEVIER

Contents lists available at ScienceDirect
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journal homepage: www.elsevier.com/locate/cca

Quantification of NETs formation in neutrophil and its correlation with the | g
severity of sepsis and organ dysfunction o

Sanni Kumar®, Ena Gupta®, Sanket Kaushik®, Vijay Kumar Srivastava®, Juhi Saxena®,

Sudhir Mehta“, Anupam Jyoti

a,*

* Amtey Insetrute of Biotechnology, Amity Untverstty Rajasthan, Amity Educarion Valley, Kant Kalwar, NH-11C, Jatpur-Delht Highway, Jatpur 303002, Indta
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:
Cytokines

NETs

Neutrophils

Sepsls

Organ dysfunction

Background: Previous study from this lab has discerned oxidative, nitrosative stress and their relationship with
cytokines contributing to the severity of sepsis and organ dysfunction. Cytokines are known to induce neutrophil
extracellular traps (NETs) formation via free radicals generation. Hyper-activation of neutrophil leads to the
increased NETs formation or ineffective clearance of NETs would likely increase the risk of auto-antibody
generation against NETs components and being partly responsible for the sepsis severity and organ dysfunction.
The present study was undertaken to further assess the status of NETs formation and their correlation with
severity of sepsis, with the cytokines and organ dysfunction.

Methods: The level of NETs formation, DNA release, elastase release, and inflammatory cytokines was de-
termined in 80 sepsis patients and 45 healthy volunteers. Their linearity with organ parameters and associations
with sepsis severity were also assessed.

Results: NETs formation experiment was carried out and it was significantly higher in sepsis (70%) compared to
control (30%). NETs % were positively correlated with severity of sepsis and organ dysfunction. Pearson's
correlation coefficient demonstrated a direct relation between NETs components and organ parameters with
Sepsis severity scores.

Conclusion: NETs formation is significantly higher due to which it is contributing to the sepsis severity and organ
failure.




v" Article 4. Qiu et al., 2019

AR A T SRR 2019 4E 7 A 31 3% 7 W] Chin Crit Care Med, July 2019, Vol.31, No.7

Correlation between oxidative stress factors and prognosis of patients with sepsis
Qiu Chunfang, Wu Jianfeng, Pei Fei, Wang Luhao, Mei Methua, Guan Xiangdong, Ouyang Bin
Department of Critical Care Medicine, First Affiliated Hospital of Sun Yat-sen University, Guangzhou 510080,
Guangdong, China
Corresponding author: Ouyang Bin, Email: binouyang@yahoo.com

[Abstract] Objective To investigate the relationship between plasma oxidative stress factors levels and organ
damage parameters as well as prognosis in patients with sepsis. Methods A case-control study was conducted.
Twenty-five patients admitted to surgical intensive care unit (ICU) of the First Affiliated Hospital of Sun Yat-sen
University from March to December in 2016 and diagnosed as sepsis were enrolled as study subjects. Another 15 patients
without sepsis admitted to surgical ICU in the same period were enrolled as controls. General demographic data, main
diagnoses, acute physiology and chronic health evaluation Il (APACHE II ) score within 24 hours, clinical laboratory
indicators [alanine aminotransferase (ALT), aspartate transaminase (AST), serum creatinine (SCr), blood urea nitrogen
(BUN), C-reactive protein (CRP), procalcitonin (PCT), white blood count (WBC)] and oxidative stress indicators
[superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO)] as well as length of ICU stay, total hospital
stay and 28-day mortality were recorded. Spearman or Pearson correlation method was used to analyze the correlation
between oxidative stress indicators and organ damage indicators as well as prognosis in patients with sepsis. Receiver
operator characteristic (ROC) curve was plotted to evaluate the predictive value of oxidative stress indicators for
28-day mortality in patients with sepsis. Results The length of ICU stay in sepsis group was significantly longer than
that in non-sepsis group [days: 7.0 (5.5, 11.0) vs. 4.0 (1.0, 11.0), P < 0.05], and AST, BUN, CRP, PCT, plasma MDA
and NO levels were significantly higher than those in non-sepsis group [AST (U/L): 50.76 £ 19.53 vs. 28.53 £14.02,

BUN (mmol/L): 9.99 £5.26 vs. 6.97 £4.32, CRP (mg/L): 109.28 £42.79 vs. 60.33 +46.68, PCT (ug/L): 5.4 (0.3, 24.0)
vs. 0.6 (0.1, 1.5), MDA (ng/L): 488.31 +76.68 vs. 399.30+50.23, NO (ng/L): 5.08 £0.89 vs. 4.42+0.88, all P < 0.05].
There was no significant difference in gender, age, APACHE Il score, total hospital stay, 28-day mortality, ALT, SCr,
WBC or plasma SOD activity between the two groups. The correlation analysis between oxidative stress parameters and
organ damage parameters as well as prognosis in patients with sepsis showed that MDA and NO were positively correlated
with SCr (r value was 0.426 and 0.431, respectively, both P < 0.05), and there was a positive correlation between MDA
and NO (r = 0.990, P < 0.01); plasma SOD activity was negatively correlated with 28-day monrtality (r = -0.468, P < 0.05),
while MDA and NO levels were positively correlated with 28-day mortality (r value was 0.598 and 0.611, respectively,
both P < 0.01). ROC curve analysis showed that plasma SOD, MDA and NO levels had a good independent predictive
effect on 28-day mortality, the area under ROC curve (AUC) was 0.816 £0.087, 0.904 =0.078 and 0.912+0.071, and
the best cut-off value was 40.76% (sensitivity 68.4%, specificity 100%), 487.93 ng/L. (sensitivity 83.3%, specificity
89.5%) and 5.31 ng/L. (sensitivity 83.3%, specificity 89.5%), respectively. Conclusions The plasma levels of
oxidative stress factors in patients with sepsis are significantly increased, which is closely related to organ damage and
poor prognosis. The plasma SOD, MDA and NO levels can be used as independent bio—marker to predict the 28-day
mortality of patients with sepsis.
[Key words] Sepsis; Oxidative stress; Prognosis
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Daily changes in the expression of clock genes in sepsis and their relation with sepsis

outcome and urinary excretion of 6-sulfatoximelatonin

Carlos Acufia-Fernandez ™", J orge Solera Marin', Maria E Diaz-Casadoz, Iryna Rusanovaz,
Beneharo Darias-Delbey’, Luis Pérez-Guillama !, Javier Florido-Ruiz’, Dario Acuiia-

Castroviejoz'r
Abstract

Background: Whereas the circadian system controls the daily production of melatonin and the daily
activity of the immune system, increasing evidences support the association between circadian
misalignment with the alterations in the immune response and melatonin rhythm during sepsis. The

aim of this study was to analyze the daily changes in clock genes expression and the urinary

excretion of 6-SM (6-sulfatoxymelatonin, the major melatonin metabolite), and their connection

with the innate immune activity, oxidative status in blood, and clinical outcome during sepsis.

' Methods: Healthy volunteers, non-septic ICU patients, and septic ICU patients, were evaluated. The |
expression of bmall, per2, clock, and cryl genes was determined by PCR in blood: 6-SM was
assessed in urine by ELISA: plasma cytokines IL-1f, IL-6, IL-8, TNFa, and IL-10 were determined
by a multiplex array method, and lipid peroxidation (LPO) and protein oxidation (AOPP) by
spectrophotometry. Hematological and biochemical data. and clinical scores of the patients, were

_also recorded. p - |
Results: Clock gene rhythm was maintained in non-septic patients but blunted in septic ones,

whereas the innate immune and the oxidative stress responses were significantly higher in the latter.
6-SM excretion was also more elevated in septic than in non-septic patients, and it correlated with
the degree of the immune response and oxidative status. 6-SM also correlated with SOFA and
procalcitonin in the patients. Proinflammatory cytokines, LPO, and AOPP were normalized in the

patients once recovered from sepsis.

Conclusion: Our data suggest a relationship between clock genes rhythm disruption, the immune
response and the oxidative status, with 6-SM acting as a compensatory response. ICU conditions are
not a main clock disrupter because the significant differences found in the responses of septic versus

non-septic patients under the same ICU environment.

Keywords: septic patients: clock genes: chronodisruption: innate immunity: 6-sulfatoximelatonin:

oxidative stress: cytokines
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Annexe 3

v" Résultats d’analyses de corrélation des paramétres de stress oxydatif et des
marqueurs de lésions organiques et le pronostic chez les patients atteints de sepsis

(Kumar et al., 2018)

A B
s . 5
4 [ 4
L]
2 e od o 3
= 2 . 7. 1°, S 2
1 L ]
1
o+ §
4 9 14 19 10 20 30 P
cC PRI D APACHE II
25 25
—~ ] —~ ®ee
a 2 d 2
5’5 15 @ 15 ‘et it 3
a * . a * - .
8 05 8 05 o
o o
F ° 11 19 10 20 30 10
E io SOFA F ” APACHE 1T
3 3] g
b 4 ) = 6 ® o ..!
Q 2 E 4 ° oon
(&)
0 ; . . al
o4
4 9 14 19 10 20 30 10
SOFA APACHE 11

Figure 2. Corrélation des taux plasmatiques de MPO (A, B), SOD (C, D), et Catalase (E, F)
avec les scores SOFA et APACHE Il respectivement.
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Figure 3. Corrélation des taux plasmatiques de SOD (A), Catalase (B) et MPO (C), avec la
clearance de la créatinine.
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Figure 4. Corrélation des taux plasmatiques de SOD (A), Catalase (B) et MPO (C), avec les
la clearance de le taux de bilirubine totale.
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Figure 5. Corrélation des taux plasmatiques de SOD (A), Catalase (B) et MPO (C), avec le
taux de TNF-q.
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Figure 6. Corrélation des taux plasmatiques de SOD (A), Catalase (B) et MPO (C), avec le
taux d’IL-8.
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