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Résumé

Les poumons sont en contact direct avec l'environnement extérieur, qui est sujets a un
large éventail de troubles causés par les polluants dans lair, en particulier chez les enfants.

Cela les rend vulnérables a plusieurs maladies notamment I’asthme, et les pneumonies.

Afin de diagnostiquer et traiter rapidement ces pathologies, il existe un ensemble de
techniques et d'outils d'analyse, principalement pour détecter les cellules immunitaires liées a

la maladie et trouver le pathogeéne responsable.

Dans notre étude, nous nous sommes focalisés sur 'étude de l'importance de l'analyse

cytologique du lavage broncho alvéolaire (LBA)comme outil de diagnostic.

Suite a la pandémie Covid-19, nous étions obligés d’effectuer une étude comparative
entre certains résultats de recherche qui traitent différentes pneumo-pathologies pédiatrique

avec une analyse cellulaire de LBA.

Plusieurs travaux ont montré une présence plus dommante de neutrophiles dans le
liquide du LBA avec un taux de 49,59 %, ce qui confirme une inflammation. Par ailleurs, une

augmentation en éosinophiles corrélée a une toux chronique d’asthme a été constaté.

Pour les infections, certaines études ont rapporté que l'analyse LBA donne un diagnostic
définitif dans 47% a 53% des cas, montrant l'agent pathogéne spécifiques, notamment,

Pneumocystis jirovecii et Aspergillus.

De plus, la LBA donne un diagnostic méme pour des maladies rares chez I'enfant telles

que les maladies de Gaucher et L'histiocytose a cellules de Langerhans.

Ces résultats laissent conclure que le LBA est un outil simple, utile et efficace pour
diagnostiquer, soutenir ou aider a affiner le diagnostic pour la plupart des pathologies
pédiatriques pulmonaires.

Bien que cette étude soit limitée par la pandémie, elle a donné des renseignements précieux
dans ce domaine. Les études sur le LBA continuent d'étre un terrain fertile pour la recherche
pédiatrique, qui peut inclure I'étude moléculaire des cellules immunitaires et les biomarqueurs

des carcinomes broncho alvéolaire.

Mots-clés : Lavage broncho alvéolaire, Poumons, Enfant, Pathologies pulmonaire, analyse

cytologique.



Abstract

The lungs are in direct contact with the external environment; and which are prone to a
wide range of disorders caused by air pollutants, particularly i children. This makes them

vulnerable to several diseases including asthma; and pneumonia.

In order to diagnose and treat these pathologies quickly, there is a set of techniques and
analysis tools manly to detect the immune cells linked to the disease and find the responsible
pathogen.

In our study, we focused on investigating the importance of Broncho alveolar lavage
(BAL) cytological analysis as a diagnostic tool. Following the Covid-19 pandemic we were
forced to carry out a comparative study between certain researches results, which treat

different pediatric lung pathologies with cellular analysis of BAL.

Several studies have shown a more dominant presence of neutrophils in the BAL fluid with
a rate of 49.59%, which confirms inflammation. In addition, an increase in eosinophils

correlated with a chronic asthma-related cough has been observed.

For infections, some studies have reported that BAL analysis gives a definitive diagnosis in
47% to 53% of cases, showing the specific pathogen including Pneumocystis jirovecii and

Aspergillus.

In addition, BAL gives a diagnosis even for rare diseases in children such as Gaucher

disease and Langerhans cell histiocytosis.

These results lead to the conclusion that BAL cytology analysis is a useful, simple, and
effective tool for diagnosing, support or help refine the diagnosis in most of the pediatric
pulmonary pathologies.

Although this study is limited by the pandemic, it has provided valuable nformation in this
area. The studies on BAL continue to be fertile ground for pediatric research, which may

include the molecular study of immune cells, and biomarkers of broncho-alveolar carcinoma.

Keywords: Broncho alveolar lavage, Lungs, Child, Pulmonary pathologies, cytological

analysis.
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Introduction

Le poumon est le seul organe en contact direct avec I'environnement extérieur ; car il fait
partie du systéme respiratoire. Il est responsable de la ventilation assurée par le processus
cycligue d'inspiration-expiration et responsable de I'échange gazeux d'oxygene et de dioxyde

de carbone entre I'atmosphere et la circulation sanguine au niveau des alvéoles.

Vu que nous inspirons 6 a 12 L d'air/min, le poumon est constamment exposé aux
microbes inhalés, aux allergénes et aux particules qui doivent étre éliminées sans provoquer
d'inflammation afin de maintenir I'noméostasie. Cet échange gazeux a lieu a travers une
barriére physique relativement complexe, composée du mince film aqueux qui tapisse
I'alvéole, les cellules épithéliales alvéolaires, la couche interstitielle et les cellules
endothéliales qui forment les capillaires sanguins, le plasma sanguin et la membrane

d’érythrocytes. (Scanlon et Sanders, 2007).

Par ailleurs, il est indispensable de connaitre les bases anatomiques de I’appareil
respiratoire afin de savoir interpréter les symptémes pneumologiques, I’imagerie et les

examens fonctionnels.

De la pneumonie & la bronchite en passant par les maladies pulmonaires interstitielles
(ILD), I’asthme, le syndrome de détresse respiratoire aigiie (SDRA) et le cancer du poumon,
toutes ces maladies affectent I’appareil respiratoire. Ceci rend l'intégrité des voies
respiratoires dépendante de fagon critique d'un appareil de défense de I'h6te étroitement
réglementé. Ce contact du systeme respiratoire avec I'environnement extérieur a conduit a la
diversité et a I'émergence de plusieurs maladies et nécessite ainsi, différents moyens de

diagnostic et de traitement.

Les bases de la pathologie pulmonaire comprennent la facon optimale, le prélevement

et le traitement des échantillons pulmonaires.

Il existe actuellement une variété d'options pour obtenir des cellules pulmonaires, des
liquides et des tissus. Elles different en ce qui concerne leur rendement diagnostique potentiel.
En effet, la bronchoscopie est généeralement effectuée a des fins de diagnostic, mais elle est
également utile pour certaines manceuvres thérapeutiques (Wood, et Boesch, 2012).

L'utilité du lavage broncho-alvéolaire (LBA) en pneumologie pédiatrique s'est étendue
avec la disponibilité de bronchoscopes flexibles. Le liquide collecté est le plus souvent utilisé
en clinique pour l'identification de pathogénes microbiologiques et les analyses cellulaires.




Introduction

Plus récemment, de puissantes méthodes de recherche analytique ont été utilisées pour
étudier des échantillons de LBA afin de mieux comprendre les bases physiopathologiques des
maladies respiratoires pédiatriques. Les recherches se sont concentrées sur les composants
cellulaires contenus dans le liquide, ainsi que sur les composants non cellulaires notamment

les molécules de serum, les protéines inflammatoires et le surfactant.
L'objectif de cette étude est double :

» Effectuer une synthése des données actuelles sur les méthodes LBA et les analyses
cytologiques,

» Une comparaison entre les différents résultats de recherche pour une meilleure
compréhension de I’utilité clinique de I'analyse LBA, afin d’établir un diagnostic

valide en pneumologie pédiatrique.
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Chapitre | : Généralité sur le systéme respiratoire

I. Genéralités sur le systeme respiratoire
Le systeme respiratoire constitue le lieu privilégié d’échanges avec I’environnement
extérieur et represente une cible majeure pour les agressions de nature diverse. Les poumons
sont les principaux organes du systéme respiratoire chez I'nomme et de nombreux autres

animaux et-quelques poissons.

Chez les mammiferes et la plupart des autres vertébrés, deux poumons sont situés pres
de la colonne vertébrale de chaque cété du cceur. Leur fonction dans le systéme respiratoire
est d'extraire I'oxygeéne de I'atmosphére et de le transférer dans la circulation sanguine, puis

libérer du dioxyde de carbone de la circulation sanguine dans un processus d'échange de gaz.

Chez I'nomme, le principal muscle qui motive la respiration est le diaphragme. Les
poumons fournissent également un flux d'air qui rend possibles les sons vocaux y compris la

parole humaine (Scanlon et Sanders, 2007)

1.1 Définition

Le systeme respiratoire est composé d'un ensemble d’organes et des tissus impliqués dans
I'absorption d'oxygéne de I'atmosphere et la libération de dioxyde de carbone générée lors de
la respiration aérobie. Il est formé de deux composants, la partie conductrice (nez, pharynx,
larynx, trachee et bronches) qui amene l'air de I'extérieur vers le site de la respiration et la
partie respiratoire (voies aériennes inférieures qui constituent la plus grande surface
d’échanges gazeux (composé de : bronchioles, canaux alvéolaires et alvéoles). (Murray,
2010)

Les poumons sont situés dans la poitrine de chaque c6té du cceur dans la cage thoracique.
Ils sont de forme conique avec un sommet arrondi étroit en haut et une large base concave qui

repose sur la surface convexe du diaphragme.

Les surfaces médiales des poumons font face au centre de la poitrine et reposent contre le
ceeur, les gros vaisseaux et la caréne ou la trachée se divise en deux bronches principales.
L'impression cardiaque est une empreinte formee sur les surfaces des poumons ou elles
reposent contre le cceur. Les deux poumons ont une récession centrale dite le hile a la racine
du poumon, ou les vaisseaux sanguins et les voies respiratoires passent dans les poumons.
(Scanlon et Sanders, 2007)

Il existe également des ganglions lymphatiques broncho-pulmonaires sur le hile. Chaque

poumon est enfermé dans un sac pleural qui contient du liquide pleural, ce qui permet aux




Chapitre | : Généralité sur le systéme respiratoire

parois intérieure et extérieure de glisser I'une sur l'autre pendant la respiration. Ce sac divise
chaque poumon en sections appelées lobes. Le poumon droit a trois lobes et le gauche en a

deux. Les lobes sont ensuite divisés en segments broncho-pulmonaires et lobules pulmonaires.

Les poumons ont un apport sanguin unique, recevant du sang désoxygéné du cceur
dans la circulation pulmonaire, dans le but de recevoir de lI'oxygéne et de libérer du dioxyde
de carbone et un approvisionnement séparé en sang oxygéné pour les tissus des poumons dans

la circulation bronchique. (Riquet, 2012)

.2 Fonction et Anatomie de |'appareil respiratoire
1.2.1 Fonction

Le systeme respiratoire a deux types de fonctions :

a)- Fonctions respiratoires
v’ Respiration
Les poumons sont les principaux organes de la respiration, ou I'échange de gaz a lieu. Dans
les alveoles qui sont les unités fonctionnelles des poumons. L’oxygene est absorbé et le

dioxyde de carbone est élimine de la circulation sanguine a travers le lit capillaire alvéolaire.

v" Compliance
La compliance pulmonaire est une mesure de la capacité du poumon a s'étirer et a se
dilater ; elle dépend de la différence de pression entre les alvéoles et I'espace pleural (La
pression Trans pulmonaire). La pression Trans pulmonaire est le gradient de pression entre la
pression alvéolaire intérieure et la pression pleurale extérieure. 1l mesure principalement la

force d'élasticité pulmonaire a chaque point de respiration.

Lors de l'inspiration, une pression thoracique négative s'instaure, donc la pression dans
I'espace pleural diminue. Ainsi, la pression dans les alvéoles augmente et ces dernieres

s'ouvrent.

La compliance est diminuée en cas d'épaississement de la paroi des alvéoles. Cela
provoque une diminution des échanges gazeux conduisant a une augmentation du travail lors

de l'inspiration. (Desai et Moustarah, 2020)
v L'élasticité
C’est l'inverse de la compliance, les poumons sont des organes spongieux présentant

une certaine élasticité. Cette derniere est liée a la présence de fibres élastiques entourant les
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alvéoles ainsi qu'au surfactant doué de propriétés tensioactives réduisant la tension

superficielle.

En cas de perte d'élasticité, une expiration active est nécessaire pour assurer le retour du

volume pulmonaire a une taille physiologique. (Gold, et Koth, 2016)

v Tension de surface
Les alvéoles sont tapissées d'une fine couche de liquide, une tension de surface apparait
du fait de I'interface entre cette couche de liquide et l'air. Elle provoque une grande résistance

a la distension pulmonaire et réduit la surface alvéolaire.

Cette tension provogue le collapsus des alvéoles (effondrement sur elles-mémes).
Cependant, la dépression permanente de I'espace pleural et la présence de surfactant,
diminuent la tension de surface en assurant I'ouverture des alvéoles, ce collapsus est absent en

situation physiologique. (Goerke, 1998)

v Climatisation

La fonction de la partie conductrice n'est pas seulement de diriger I'air, mais agit également
comme un climatiseur efficace. Ce conditionnement se fait en chauffant / refroidissant I'air
inhalé pour I'amener au niveau de la température corporelle, en humidifiant I'air et en
éliminant toutes les particules étrangéres présentes en lui. L'élimination des particules
étrangeres comme la poussiere, les bactéries, les virus, etc., se fait par la sécrétion muqueuse,
qui emprisonne les particules en suspension et le battement des cils élimine le mucus du

passage respiratoire. (Khan et Lynch, 2020)
b)- Fonctions non respiratoires

Les poumons sont principalement destinés a la respiration, mais certaines études indiquent
qu'ils ont d'autres fonctions non respiratoires qui sont importantes pour le corps humain

notamment :

1. Laconversion d'un précurseur chimique inactif en sa forme active, comme la
transformation de I’angiotensine-I en angiotensine-11, ce qui aide a augmenter la
pression artérielle.

2. La dégradation et I'inactivation d'importants médiateurs chimiques vasoactifs comme
la bradykinine, la sérotonine et la norépinephrine.

3. La muqueuse bronchique contient également un petit groupe de cellules

neuroendocrines, connues sous le nom de cellules bronchiales de Kulchitsky, qui

5
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peuvent sécréter plusieurs facteurs comme la catécholamine et les hormones
polypeptidiques telles que la calcitonine, la sérotonine et les facteurs de libération de
la gastrine.

4. L'épithélium pulmonaire agit comme la premiére ligne de défense de l'air inspire.
(Khan et Lynch, 2020)

1.2.2 Anatomie de I'appareil respiratoire (L’arbre bronchique)

Les voies respiratoires sont divisées en voies aériennes supérieures et voies aeriennes

inférieures.
a/ Appareil respiratoire supérieur

Il est composé du nez, des voies nasales, les sinus para nasaux, le pharynx et la partie

du larynx au-dessus des cordes vocales (cordes).
b/ Appareil respiratoire inférieur

Il est forme de la partie du larynx sous les cordes vocales, la trachée, les bronches et
les bronchioles. Les poumons peuvent étre inclus dans les voies respiratoires
inférieures ou comme entité séparée et comprennent les bronchioles respiratoires,

canaux, sacs alvéolaires, alvéoles et de la plévre. (Scanlon et Sanders, 2007)

En outre, les voies respiratoires peuvent étre divisées en une zone conductrice et

respiratoire selon leur distinction de transport ou d'échange de gaz.

» La zone conductrice assure un réle de défense majeur et dirige l'air respirable filtré,
réchauffé et humidifié dans les poumons. Elle comprend des structures a lI'extérieur
des poumons « le nez, le pharynx, le larynx et la trachée » et des structures a
I'intérieur des poumons « les bronches, les bronchioles et les bronchioles terminales ».
> La zone respiratoire comprend les bronchioles respiratoires, les canaux alvéolaires et
les alvéoles. C’est le site d'échange d'oxygéne et de dioxyde de carbone avec le sang.
Les bronchioles respiratoires et les canaux alveolaires sont responsables de 10% des
échanges gazeux. Les cellules sont responsables des 90% restants.

a)-Trachée

C’est le plus grand tube des voies respiratoires et se compose d'anneaux trachéaux de
cartilage hyalin. Dans le médiastin, la trachée se divise en deux bronches, une bronche
principale gauche et une droite qui se ramifient en bronches segmentaires puis bronchioles.

Chaque bronchiole se ramifie en 5 a 7 bronchioles terminales qui sont les segments terminaux

6
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de la partie de conduction de I’appareil respiratoire. Ces bronchioles donnent naissance aux

sacs aériens des poumons appelés alvéoles. (Scanlon et Sanders, 2011)
b) -Poumons

Ils occupent les c6tés gauche et droit de la cavité thoracique. Ils sont suspendus dans la
cavité pleurale du thorax. Leur forme s’adapte a celle de la cavité mais ils sont separés de sa
paroi par un mince film de liquide qui permet les glissements. L’espace pleural pauvre en
protéines et constituée de cellules mésothéliales est délimité par deux feuillets tissulaires
continus qui constituent la plévre. Cette derniére entoure le poumon et s’insinuant dans les
scissures inter-lobulaires, la plévre pariétale tapissant la face profonde de la cavité thoracique

et sécretent les cellules mésothéliales.

Les poumons sont divises en différents lobes, le poumon droit qui est plus grand que le
gauche, car le cceur est situé a gauche de la ligne médiane. Il a trois lobes - supérieur, moyen
et inférieur- et le poumon gauche en a deux - supérieur et inférieur, plus une petite portion en
forme de langue du lobe supérieur connue sous le nom de lingula. Chaque lobe est ensuite

divisé en segments appelés segments broncho-pulmonaires. (Chaudhry et Bordoni, 2020)
c)-Parenchyme pulmonaire

Le parenchyme pulmonaire est I'unité de base des poumons, c'est le site anatomique
d’échange gazeux, appelés unités respiratoires terminales ou acini. Il est représenté le site

primordial des maladies pulmonaires.

Les acini pulmonaires comportent une série de structures associees qui proviennent
des bronchioles terminales "les bronchioles respiratoires, les canaux alvéolaires et les

alvéoles" qui sont délimités par des septa inter-alvéolaires.

Il est possible de définir un lobule pulmonaire, qui associe 3 a 5 acini plus ou moins

bien delimité par un septum inter-lobulaire (Figure 1). (Murray, 2010)
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Il existe une succession de bronchioles respiratoires qui ont une fonction a la fois de
transit de I’air et d’échange de gaz, mais qui deviennent progressivement plus alvéolées lors
des branchements successifs.

Finalement, les bronchioles respiratoires se transforment en canaux alvéolaires qui sont
entourés par les alvéoles (figure 2). (Murray, 2010)

et N
it b : : vt

d)- Alvéoles pulmonaires

Ces sacs aériens se trouvent aux extrémités des voies respiratoires. Ce sont des
invaginations sacculaires de la paroi, tapissées par des cellules épithéliales pavimenteuses

assez minces pour permettre les échanges gazeux entre le sang et I’air inspiré.
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Elles présentent une grande surface d'échange. Toutes les alvéoles en aval de celles des
bronchioles respiratoires sont séparées par de minces cloisons inter-alvéolaires qui
contiennent des fibroblastes, des macrophages et un réseau de capillaires. L’air dans les
alvéoles est séparé du sang par une barriére alvéolo-capillaire qui permet une résistance faible
a la diffusion d’O> et du CO». (Khan et Lynch, 2020)

Au niveau de cette barriére, il y a une continuité anatomique entre I’interstitium peri
vasculaire et I’interstitium de la paroi alveolaire. 1l existe des fibres élastiques et de collagéne,

des fibroblastes, des cellules musculaires lisses et des mastocytes (Khan et Lynch, 2020)
La paroi épithéliale des alveoles contient deux principaux types de cellules (pneumocytes) :

v Cellules de type | (squameuses alvéolaires).
v' Cellules de type Il (grande alvéolaire)

1.3 Histologie du tissu pulmonaire

1.3.1 VVoies conductrices de I’aire

La structure histologique de la paroi des voies aériennes est tres bien adaptée a la
conduction car elle permet d’associer la rigidité, la flexibilité et I’extensibilite. Elle est formée
de différentes couches (muqueuse, musculeuse, glandulaire et cartilagineuse), dont la
composition et la répartition varient de la trachée a la bronchiole afin de s’adapter au mieux
au diametre des voies aériennes et a leur fonction, ce qui permet de les diviser en deux

régions:

> Voies aeriennes proximales cartilagineuses, et

> Voies aeriennes distales non cartilagineuses respectivement (Ganesan, et al., 2013)

a) La muqueuse
Elle tapisse la lumiére bronchique, elle est composée d’un :

v Epithélium de type respiratoire pseudostratifié cilié ;

v Lame basale

v Chorion conjonctif (lamina propria) constitué de fibres collagenes et
élastiques -qui permettent une certaine flexibilité-, avec des glandes, des

vaisseaux capillaires sanguins et lymphatiques.
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L'épithélium respiratoire de la trachée et bronches terminales est le méme, seules son

épaisseur et la répartition des cellules varient. 1l est principalement composé de 5 types de

cellules :

Les cellules ciliées sont plus abondantes. Elles posseédent des cils (200 a
300/cellule) a leur pdle apical et battant a une fréquence réguliére de 10 a 20
battements /sec. (Serafini et Michaelson, 1977); Ces cellules jouent un réle
dans la restauration et la régenération de I'épithélium bronchique (Park, et
al.2006), et contrdle les actions de I'escalator mucociliaire comme un
mécanisme de défense primaire.

Les cellules caliciformes contiennent un noyau condensé sur le coté basal,
elles ont des granules transparents aux électrons qui contiennent des
glycoprotéines de mucine acide. Le rapport des cellules caliciformes aux
cellules ciliées est d'environ 1 pour 5 et ce rapport augmente dans les
conditions de maladies chroniques des voies respiratoires, telles que I'asthme et
la maladie pulmonaire obstructive chronique. (Ganesan et al., 2013)

Les cellules basales sont des petites cellules situées dans la partie profonde de
I’épithélium. Elles sont trés importantes dans le renouvellement cellulaire et
considérés comme des cellules souches ou cellules d'amplification transitoires
de I'épithélium. (Hajj et Baranek, 2007)

Les cellules séreuses se trouvent aux extrémités distales des glandes sous-
muqueuses et ressemblent morphologiquement aux cellules caliciformes. Elles
sécretent du liquide glandulaire qui contribue directement au volume du
liquide de surface des voies respiratoires a I'hydratation du mucus libéré par les
cellules caliciformes et a I'immunité innée. (Ganesan, et al., 2013)

Les cellules de Clara sont des cellules pyramidales dont le p6le apical est garni
de microvillosités, elle posséde des granules sécretoires denses aux électrons,
qui sécrétent la protéine CC10 (ou CCSP), qui est utilisée comme marqueur
(Singh et al., 1990 ). Elles participent a la protection d’épithélium
bronchiolaire (sécrétion des protéines tensioactives et des antis protéinases) et

au renouvellement des cellules broncho alvéolaires. (Evans et al., 1978)

Ils existent d'autres types de cellules mineures présentes dans les voies aériennes conductrices
(Ganesan, et al., 2013) :
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e Les cellules neuroendocrines pulmonaires qui sont hautes, de forme
pyramidale, s'étendent a partir de la lame basale de I'épithélium et possédent
des microvillositeés.

e Les cellules chimio-sensorielles contiennent des touffes apicales de
microvillosités et jouent un réle dans la régulation de la sécrétion et de la
respiration.

1.3.2 Acini pulmonaires

Un acinus est constitué d’une série de structure "les bronchioles respiratoires, les canaux
alvéolaires et les alvéoles”. A ce niveau, le muscle disparait, I’armature est faite de fibres

collagenes et élastiques.

La structure histologique des alvéoles est adaptée a leur fonction. L’épithélium alvéolaire
se compose de pneumocytes de type | et 11 et de cellules de brosse occasionnelles. Les
cellules du Clara et les macrophages alvéolaires sont également présents dans les parois
alvéolaires contenant les pores de Kohn et permettent la communication entre les alvéoles

adjacentes.

A I’état normal, les cellules principales dans la lumiére alvéolaire sont les macrophages
(Khan et Lynch, 2020)

% Pneumocytes de type | (ATI cellules de revétement alvéolaire)

Les ATI sont des cellules simples squameuses tres atténuées avec un noyau dense, petit et
aplati. Les organites sont regroupes autour du noyau, laissant une grande zone de cytoplasme
exempte qui via leurs extensions forme un voile souple, trés fin et de grande surface comme
une barriére alvéolo-capillaire. Le cytoplasme mince présente de nombreuses vesicules
pinocytotiques. Les cellules adjacentes sont connectées par des jonctions serrees (occlusives),

qui empéchent la fuite de fluide tissulaire dans la lumiere alvéolaire (Khan et Lynch, 2020).

Les ATI sont impliqués dans de multiples fonctions pour le maintien de I’hnoméostasie de

I’alvéole (transport d’eau et d’ions, contrdle de la prolifération cellulaire). (Williams, 2003)

% Pneumocytes de type 11 (ATII grandes cellules alvéolaires ou septales)
Les ATII sont des cellules plus volumineuses cubo-cylindriques qui joue un réle
important dans les processus inflammatoires pulmonaires (présentation antigénique et

sécrétion de cytokines). Leur cytoplasme renferme de nombreux organites arrondis, les corps

11
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lamellaires, sécrétant le surfactant pulmonaire dont le-r6le est de réduire la tension

superficielle air/liquide et empéche I’alvéole de se collaber.

De plus, les ATII contrairement aux ATI peuvent se diviser et se trans-différencier pour
remplacer les ATI quand ces derniers meurent. Ils jouent donc un réle de cellules souches.
(Fehrenbach, 2001)

% Macrophage alvéolaire (Poussieres)

Les macrophages se situent dans la lumiére et la muqueuse des voies aériennes, mais ils
représentent 90% des cellules immunitaires a la surface alvéolaire. Les macrophages
alvéolaires ont une membrane plasmique trés active. En plus de la phagocytose et de
I'endocytose médiées par les récepteurs, ils intériorisent, les tensioactifs et les agents
pathogénes par une gamme de mécanismes de froissement et de pliage de la membrane
plasmique indépendants du récepteur et peuvent recycler la membrane plasmique entiére

toutes les 30 mn a la suite du trafic endosomal.

Les macrophages alvéolaires sont des producteurs actifs de cytokines et de leucotriénes,
et ont des roles pro et anti-inflammatoires importants dans I’alvéole. Elles présentent un
antigene pauvre et elles régulent les réponses des lymphocytes T a lI'antigéne. (Gordon et
Read., 2002)

.4 Défenses de I'appareil respiratoire
L appareil respiratoire représente la plus grande surface de I’organisme exposee a
I’environnement exterieur et ses agents nocifs et pathogenes. 1l existe de nombreux moyens

de défense pour le protéger.
1.4.1 Défenses physiologiques

La premiére ligne de défense pour les voies respiratoires est les barriéres physiologiques,
composé du liquide de surface, du mucus et du surfactant. Ceci forme un filtre continu a
I’interface épithélium/air et servent de barriere physique vis-a-vis des particules nocives
inhalées, des bactéries et des virus qui s’y trouvent piégés. L'élimination de ces derniers se
fait par la clairance muco-ciliaire, les réflexes de toux, éternuement et la sécrétion de

molécules de défense. (Vareille, et al., 2011)
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a) Escalator muco-ciliaire

L’escalator muco-ciliaire est le systeme de clairance des conduits aériens. Il nécessite un

couplage efficace des deux composants pour fonctionner correctement.

o Le mucus forme un revétement continu tapissant toutes les voies de
conduction. Il est assimilable a un gel viscoélastique hétérogene avec deux
couches : une couche profonde agqueuse et une couche visqueuse superficielle,
piégeant les particules et les microorganismes. Il participe a la défense
antibacterienne de I’épithélium des voies aériennes.

o0 Les cellules ciliées participent a I’épuration muco-ciliaire en évacuant le
mucus grace au battement actif de leurs cils comme un moteur.

b) Molécules de défense du mucus et du surfactant :
Le mucus contient de nombreuses molécules protectrices possedant des activités
antimicrobiennes et méme le surfactant synthétisé par les cellules épithéliales alvéolaires et
les cellules de Clara. (Tableaul)
Tableau 1 : Réle antimicrobien des molécules du mucus et du surfactant (Coraux, et al.
2005, Nevalainen et al. 2008, Eisele et al. 2011)

Molécule Role

Phospholipase A2 Hydrolyse les phospholipides de la membrane bactérienne.
Lysozyme Favorisant la phagocytose des bactéries, ou agit comme une enzyme lytique
capable de lyser des bactéries.
Lactoperoxydase Catalyse I’oxydation du thiocyanate en libérant des ions et des
molécules qui dénaturent les protéines bactériennes.
Lactoferrine et la Chélatent le fer.
broncho transferrine
Inhibiteur de Protege I’épithélium des sérine-protéases endogenes.
leucoprotéase sécrétoire
(SLPI)
Défensines (peptides | Capables de se lier a la membrane bactérienne et créent des pores.
lytiques)
Collectines du Fonction antimicrobienne et modulent I’inflammation des voies aériennes.
surfactant (SP-A, SP-B,
SP-D)

Il existe d’autres produits antimicrobiens qui sécrétent le surfactant : -défensines,

lipocaline et oxyde nitrique. (Eisele et Anderson., 2011)
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C) Les réflexes (toux et éternuement)

L’appareil pulmonaire possede d’autres meécanismes de défenses physiques tels que
I’éternuement ou la toux, qui permettent une élimination rapide et efficace des agents

déclencheurs.
1.4.2 Défenses physiques

La seconde ligne de défense des voies aériennes est assurée par quatre principaux types de
complexes jonctionnels intercellulaires responsables de I’étancheite de I’epithélium : les
jonctions serrées, les jonctions intermédiaires, les jonctions communicantes et les

desmosomes. [Vareille, et al., 2011/

> Jonctions serrées sont les plus importantes pour le maintien de I'intégrité épithéliale
par la formation d’un réseau autour du péle apicolatéral des cellules épithéliales. Elles
permettent la polarisation de I’épithélium et régulent la perméabilité transépithéliale.
La dégradation des jonctions serrées par les facteurs de virulence bactériens peut
rendre le p6le basolatéral des cellules accessible aux agents pathogenes.

> Jonctions intermédiaires permettent I’adhésion des cellules épithéliales voisines.

» Jonctions communicantes sont des canaux qui permettent la diffusion des petits
métabolites, des seconds messagers, des ions et d'autres molécules (< 1 kDa) entre les
cellules voisines.

» Desmosomes sont des jonctions intercellulaires qui permettent une forte adhérence
entre les cellules conférant ainsi une résistance mécanique aux tissus.

Ces complexes agissent comme une barriére contre I'entrée et la diffusion des pathogénes

dans la sous-muqueuse des voies respiratoires. (Vareille et al., 2011)
1.4.3 Défenses immunitaires et inflammatoires

Lorsque les premiéres lignes de défense sont inefficaces ou dépassées, le systeme
immunitaire doit étre stimulé a travers différents effecteurs, notamment, I'immunité innée

(Cellules présentatrices d’antigene (CPA) et I'immunité adaptative.

Les défenses immunitaires innées existent chez tous les organismes multicellulaires, alors
que seuls les vertébrés sont capables d’avoir une réponse immunitaire adaptative. Ces deux

systéemes fonctionnent en interaction et en coopération pour mettre en place la réponse la plus
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efficace. Ils ont des mécanismes conduisant a la mise en place et la régulation de la réaction
inflammatoire. (Delves et & Roitt., 2000)

a) L’ immunité innée

Les réponses immunitaires innées sont la premiere ligne de defense. Ils doivent
également déclencher des réponses immunitaires adaptatives spécifiques. Ce systeme se
caractérise par sa rapidité de mise en place, son absence de spécificité et de mémorisation de

la rencontre avec I’agent agresseur.

Les réponses immunitaires innées dépendent de la capacité du corps a reconnaitre les
caractéristiques conservées des agents pathogenes. Il s'agit notamment de nombreux types de
molécules sur les surfaces microbiennes et de I'ARN double brin de certains virus (PAMP).
(Basset, et al., 2003)

a-1 Cellules de I'immunité innée : A coté des cellules épithéliales, il existe de
nombreux types de leucocytes qui travaillent pour défendre et protéger le corps humain. Afin

de patrouiller tout le corps, les leucocytes voyagent par le biais du systéme circulatoire.

e Cellules épithéliales

Tous les épithéliums de I’organisme constituent des barrieres physiques et chimiques
contre les infections. (Bals,et Hiemstra, 2004). En outre, les épithéliums contiennent un
certain type de lymphocytes. Les lymphocytes intraépithéliaux LT, y er § (gamma, deltaet T
cells) expriment un récepteur a I’antigéne particulier qui présente une spécificité limitée. Ils
libérent des facteurs de croissance, des cytokines et des chimiokines qui leur conferent un role
dans la réparation tissulaire et la régulation de I’inflammation. Ils peuvent lyser des cellules
infectées et tumorales. (Born, et al., 2006)

e Les phagocytes : monocytes/macrophages et neutrophiles : 1l existe deux types de
phagocytes circulants, les neutrophiles et les monocytes.

Les monocytes constituent 3 a 8% des leucocytes circulants et dans le tissu conjonctif ou
le parenchyme des organes donnent naissance a des macrophages et a des cellules
dendritiques myeéloides. Les monocytes / les macrophages sont des phagocytes efficaces,
engloutissant les agents pathogenes et les débris cellulaires. Outre leur capacité d’ingestion
des particules, les macrophages produisent des cytokines qui recrutent et activent les
leucocytes et vont pouvoir si nécessaire, présenter I’antigéne pour les LT via les molécules du

CMH afin d’amplifier la réponse immunitaire. (Aderem, et & Underhill, 1999)
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Les polynucléaires neutrophiles sont les leucocytes les plus abondants dans le sang
périphérique. Ils sont les premiers a répondre a la plupart des infections bactériennes et
fongiques avec un role dans les premiers stades de la reaction inflammatoire et sensibles aux
agents chimiotactiques. Elles sont parmi les premiéres cellules a migrer des vaisseaux vers les
tissus attires par les chimiokines, telles que I'IL-8 et sont activées par divers stimuli, tels que

les produits bactériens, les chimiokines et les cytokines.

Les PNN phagocytent les microorganismes dans la circulation et dans les tissus. En
plus, ils sont capables de produire des puissants oxydants, de libérer des peptides
antibactériens contenus dans des granules et de former des piéges neutrophiliques
extracellulaires (NET). (Brinkmann, 2004)

Dans des conditions normales, les neutrophiles sont éliminés par apoptose. La perte de cette

capacité est associée a plusieurs conditions auto-immunes. (Brinkmann, 2004)

e Cellules dendritiques

Elles sont douées de phagocytose, elles épurent les sites inflammatoires des cellules
apoptotiques et nécrotiques. Les DC spécialisées dans la capture et la présentation d'antigénes
aux lymphocytes, sont considérées comme un pont entre I'immunité innée et I'immunité

adaptative.

Ces cellules immatures sont caractérisées par un forte capacité d’internalisation et une
faible capacité de stimulation des LT. Apres activation par phagocytose de I’agent pathogeéne,
elles secrétent différentes cytokines comme I’INF-g et I’IL-6 qui orientent essentiellement les
lymphocytes vers une réponse cellulaire de type Thl et les cytokines IL-4, IL-5, IL-10 et IL-
13 vers une réponse humorale de type Th2. Ces cytokines permettent le recrutement des PNN

et des macrophages. (Blanco et al., 2008)

e Cellules NK

Les cellules tueuses naturelles (NK, Natural Killer) retrouvées au niveau de la circulation
sanguine et dans de nombreux tissus dont la rate, les poumons, le foie, etc., proviennent de la
moelle osseuse d'un ancétre commun aux LT, constituant 5 a 20% des cellules
mononucléaires du sang. Ils constituent une ligne de défense non spécifique importante,
reconnaissant et lysant les cellules infectées par des virus, des bactéries et des protozoaires,
ainsi que des cellules tumorales. De plus, ils recrutent des neutrophiles et des macrophages,

activent les DC et les lymphocytes T et B. Elles produisent un grand nombre de cytokines
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importantes dans I’immunité, notamment de I’interféron (IFN) et jouent un role dans la

régulation immunitaire. (Cerwenka, et Lanier, 2001), (Vivier, et al., 2011)

e Granulocytes : Eosinophiles et Basophiles

Les basophiles sont des granulocytes dérivés de progéniteurs de la moelle osseuse, elles
font partie des cellules portant le plus de récepteurs membranaires d'IgE, impliquées dans la
réaction d'hypersensibilité immédiate et les chocs anaphylactiques (réactions allergiques
exacerbées). (Min, et Paul, 2008)

Les eosinophiles (ou polynucléaires éosinophiles, PNE) représentent 2 a 5% des
leucocytes circulants, c’est des cellules anti-infectieuses et leur action antiparasitaire est l'une
des plus puissantes et efficaces. 1ls peuvent se trouver dans les voies gastro-intestinales,
respiratoires et génito-urinaires (Hogan, et al., 2008). Les éosinophiles sont recrutés sur les
sites d'infections parasitaires et de réactions allergiques par les molécules d'adhésion et les
chimiokines (Parkin, et al. 2001). Ils s'attaquent aux parasites de I'organisme, sans les

phagocyter. (Hogan, et al., 2008)
b) Immunité adaptative

Le systéme immunitaire utilise la réponse immunitaire adaptative qui implique les
lymphocytes et leurs produits, en particulier des anticorps. Elle a quatre propriétées
caractéristiques : la spécificité antigénique, la diversité, la mémoire immunitaire et la

reconnaissance de soi et du non soi.

Les effecteurs de I'immunite adaptative sont principalement les lymphocytes, car ce sont
les seules cellules qui portent des récepteurs spécifiques pour les antigénes, en fonction du
pathogéne impliqué et des médiateurs sécrétés par les cellules de I'immunité innée, la réponse

immunitaire adaptative peut étre modulée en 2 types de réponses :

o Laréponse humorale agit contre les pathogénes extracellulaires et implique la LB.
o Lareponse cellulaire agit contre les cellules infectées et les cellules cancéreuses et
implique la LT (Parkin, et al. 2001).

¢) L’ inflammation

Elle correspond a I’ensemble des phénomenes réactionnels en réponse a des dommages
cellulaires ou tissulaires. Les causes de I’inflammation sont diverses, notamment, les agents

physiques, agents chimiques et corps étrangers. Les signes de I'inflammation sont caractérisés
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par une chaleur, douleur, rougeurs, enflure et perte de fonction, exprimés biologiquement par

le syndrome inflammatoire. (Ferrero-Miliani, et al., 2006)

L'inflammation est considérée comme un mécanisme de I'immunité innée et elle peut étre

classée comme aigué ou chronique. (Ferrero-Miliani, et al., 2006)

1.5 Pathologies pulmonaires et moyens de diagnostiques
Parmi les pathologies touchant le poumon, les pneumonies qui sont des infections
pulmonaires causées par divers virus ou bactéries, en allant de la simple grippe causée par le
virus Influenza, aux pneumopathies bactériennes (les Pneumococci, Mycoplasma,

Chlamydia,ect.), jusqu’a la tuberculose due a I’infection par le Mycobacterium tuberculosis.

De plus, les poumons sont fortement touchés par des maladies hyperprolifératives dont le
cancer. Il existe divers types de cancer pulmonaire, les carcinomes a petites cellules, les

adénocarcinomes (tumeurs malignes glandulaires) et les carcinomes épidermoides.

Par ailleurs, I’hypertension artérielle pulmonaire est caractérisée par un remodelage
vasculaire pulmonaire important causé par une prolifération anormalement élevée des cellules
musculaires lisses et des cellules endothéliales vasculaires (Seferian, et al. 2014). Il y a aussi
des maladies pulmonaires obstructives comme I’asthme et la broncho-pneumopathie
chronique obstructive (BPCO), avec des origines et des caractéristiques bien différentes.
(Roche, et al., 2011). L’asthme touche essentiellement I’enfant et le jeune adulte et est

principalement d’origine allergique.

Afin de diagnostiquer ces maladies, différents examens sont pratiqués en pneumologie.
Parmi les plus courants, la radiographie du thorax, le scanner des poumons, la scintigraphie, la
fibroscopie des bronches (bronchoscopie) ou encore I’analyse des gaz du sang.

Certaines procédures de diagnostiques et thérapeutiques necessitent I’utilisation d’une
bronchoscope, un excellent outil de visualisation. Ils fournissent un moyen efficace pour
obtenir des échantillons des poumons et des voies respiratoires. Le LBA est systématiquement
effectué chez I'adulte pour I'échantillonnage des composants cellulaires et biochimiques. Il est
de plus en plus utilisé dans le monde entier chez les enfants, y compris les nouveau-nés.
(Wood, et Boesch, 2012)
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Il. Lavage Broncho-alvéolaire

1.1 Définition

Le lavage broncho alvéolaire ou LBA est un examen complémentaire permettant de
récupérer du matériel pulmonaire contenu dans les bronches et les alvéoles. Elle consiste a
I'instillation d'une solution saline normale stérile dans un sous-segment du poumon, suivie
d'une aspiration et d'une collecte de I'instillation pour analyse. Cette procédure est facilitée par
I'introduction d’une bronchoscope flexible dans un sous-segment du poumon. (Lachant, et al.
2018). Aujourd'hui, il sert d'outil de diagnostic pour I'évaluation des infections pathogénes des
voies respiratoires inférieures (exemple pneumonie ou Covid-19) et il est de plus en plus
utilisé chez les enfants. (Nieto, Alcaraz, 1995), (L’OMS, 2020)

112 Technique du LBA
La pratique clinique actuelle utilise deux techniques :

» LBA non bronchoscopique et

» LBA bronchoscopique.
0 LBA non bronchoscopique
Elle implique l'insertion de cathéters simples ou d'appareils a ballo-type (taille 4-8
Fr) a travers une sonde endotrachéale. Malheureusement, cette méthode ne
permet pas de visualiser le site de lavage, bien que la rotation de la téte de I'enfant

vers la gauche dirige le cathéter vers le poumon droit de fagon prévisible.

0 LBA bronchoscopique

Elle est réalisée en injectant une solution saline normale (NSS) via une seringue

dans le canal de travail d’une bronchoscope flexible pédiatrique (Midulla, et

Nenna, 2010)

11.2.1 Site de lavage broncho alvéolaire

Habituellement, la LBA est réalisée dans la zone la plus touchée (identifiée
radiologiquement et / ou endoscopiquement). Dans les maladies pulmonaires diffuses, le
lobe moyen droit est le site privilégié, elle offre une meilleure récupération des fluides.
Chez les nourrissons, il est souvent plus facile d'effectuer une LBA dans le lobe inférieur
droit. Si le LBA et les biopsies transbronchiques sont prévus chez le méme patient, le LBA

doit étre effectué en premier. (De Blic et al., 2000)
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11.2.2 Sédation
Tandis que la LBA peut étre réalisée sous anesthésie générale, la majorité des patients sont
étudiés sous sédation et anesthésie topique, comme c'est le cas pour la bronchoscopie flexible

chez I'enfant.

Chez les enfants la voie intraveineuse est généralement préférée pour la sédation. Les
médicaments les plus fréquemment utilisés sont la mépéridine associée au diazépam, au
propofol ou au rémifentanyl. L'objectif est d'obtenir suffisamment de sédation, I'induction
d'une amnésie antérograde et une action de courte durée. Une anesthésie topique efficace des
voies aériennes est obtenue avec 1 a 4% de lignocaine (Xylocaine) dans les voies aériennes
supérieures et 0,5 a 2,0% de lignocaine dans les voies aeriennes inférieures. (De Blic et al.,
2000)

11.2.3 Volume de la solution de lavage
L'objectif le plus important lors de I'exécution de la LBA c’est que les quantités adequates
de solution saline instillée atteignent les zones pathologiques impliquées. Ainsi, le liquide de
LBA récupéré refléte les changements dans les cellules et les solutés. (Meyer, 2004)

Le volume instillé est variable, certains utilisent 2 a 4 fractions de 10 a 20 ml quels que soient
I’4ge et le poids. D’autres utilisent 3 fractions de 3 ml/kg chez les enfants de moins de 20 kg

et 3 ml/kg en fractions de 20 ml si plus de 20 kg.

Un LBA est considéré acceptable si 40 % au moins du liquide instillé est récupeéré.
Toutefois, la récupération peut étre inférieure notamment chez les enfants avec une maladie

pulmonaire obstructive. (Denize, et al., 2018)

1.3 Traitement du préléevement de LBA
Les échantillons des LBA doivent étre traités dés que possible, le liquide est collecté dans
un contenant ne permettant pas I’adhésion des cellules (verre siliconé, polypropyléne ou
autres plastiques) et conservés a +4 ° C avant I'analyse, pour optimiser la viabilité des
cellules. Si le temps de transport est trés long, il est conseillé de centrifuger les cellules et de
les mettre en suspension dans un milieu nutritif RPMI (a +4 °C), ce qui permet une

conservation de 24 h.

A la suite de ces prélevements pulmonaires, deux analyses sont effectuées :
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11.3.1  Analyses microbiologique

Une autre mesure de précaution importante pour conserver les échantillons dans des
milieux de transport anaérobies, contenant des agents réducteurs afin d'éviter une exposition a
I'air qui détruit les bactéries anaérobies. (Meyer, 2007). Les bactéries, les champignons, les
protozoaires et les virus sont détectés par microscopie optique directe apres centrifugation ou

alternativement par frottis.

Des teintures spéciales telles que Gram, Papanicolaou, Gomori-Grocott ou bleu de
toluidine sont utilisées dans les préparations séchées a l'air. Les échantillons de LBA
centrifugés peuvent étre utilisés pour cultiver des virus et des agents pathogénes bactériens
atypiques (Legionella, Mycoplasma et Chlamydia), des mycobacteéries, des champignons et
des échantillons cytocentrifugés (préparations de cytospine) et peuvent étre colorés pour
détecter la présence de bactéries, Pneumocystis carinii, mycobactéries ou champignons.
(Midulla, et Nenna, 2010)

11.3.2  Analyses cytologiques

La cytologie du liquide LBA est une analyse des composants cellulaires de
I'échantillon. Cela consiste a observer la cellularité, le type de cellules, les caractéristiques du
mucus, la présence ou non de bactéries intracellulaires et de parasites dans le prélevement.
Les cellules les plus abondantes récupérées par LBA sont des cellules inflammatoires qui
tapissent I'espace alvéolaire. Il s'agit notamment des macrophages, des lymphocytes et des
neutrophiles. Le macrophage alvéolaire est la cellule la plus courante dans le LBA. Chez un

sujet normal, il représente plus de 80% des cellules récupérées. (Midulla, et Nenna, 2010)
Le LBA peut étre préparé de 2 manieres :
(a) En obtenant des préparations de cytospine de I'ensemble du LBA et,

(b) Par remise en suspension de I'échantillon dans une petite quantité de medium qui est
centrifugé. Au moins 4 lames doivent étre préparées pour chaque patient. Le compte total de
cellules est effectué sur cellules de Malassez et rapporté en nombre de cellules par ml. La
viabilité cellulaire est obtenue par test d’exclusion au bleu de Trypan.

Alternativement, les lames peuvent étre colorées avec des colorations May-Grinwald,
Giemsa ou Diff-Quick pour I'évaluation du nombre de cellules différentielles et leurs

caractéristiques morphologiques. La présence de macrophages mousseux indique une ILD.
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Les lymphocytes ont un gros noyau taché de noir avec peu ou pas de cytoplasme basophile.
Les éosinophiles sont des cellules a noyaux bilobés, qui sont normalement transparentes mais
apres coloration a I'éosine par la méthode Romanowsky, elles apparaissent en rouge brique.
(Denize, et al., 2018)

Dans des contextes cliniques particuliers, les lames peuvent étre préparées avec des
colorations spécifiques a I’Oil Red O pour détecter les macrophages chargés de lipides
(LLM), coloration de Perls pour identifier les macrophages fer-positifs chez les patients
atteints d'hémorragie alvéolaire (utilisant le Scor de Gold) et I’ Acide-Schiff périodique pour

identifier le glycogéne.

La coloration immunocytochimique des marqueurs de surface des lymphocytes est
utilisée pour différencier les sous-ensembles de lymphocytes dans des cas spécifiques tels que

la maladie pulmonaire parenchymateuse diffuse.

Les différentes colorations ont pour but de calculer la formule cytologique du LBA,
évaluer la morphologie (macrophages spumeux, cellules géantes et surcharge), identifier des
agents infectieux et discuter d’éventuelles étiologies des ILD (interstitial lung diseases) chez
I’adulte ou I’enfant. (Tableau 2)

Tableau 2 : Intérét des principales colorations dans I’analyse cytologique.[Denize, et

al., 2018/
Compte cellulaire, analyse cytologique (aspect des cellules, cellules
MGG anormales), recherche de spumes ou de matériel exogene, de germes
(pneumocystis, bactéries...)
PAS Mycoses (paroi des cryptocoques, filaments mycéliens...).
(Periodic Acid Coloration du matériel exogene dans les protéinoses alvéolaires, de
Schiff) surcharges glycogeniques macrophagiques dans certaines thésaurismoses.

Mise en évidence aisée des cellules épithéliales malpighiennes par une
Papanicolaou couleur orangée ou bleu vif.

immunofluorescence.

Perls Evaluation des sidérophages en utilisant le score de Golde.
Recherche de corps ferrugineux dans les suspicions d’asbestose.

Huile rouge/noir Recherche de surcharge lipidique ou lipoproteique, endogéne ou exogéne
soudan utile dans les lipoprotéinoses, les pneumopathies d’inhalation.
Grocott Recherche de cryptocoque, d’histoplasmose et de pneumocystis.

Le score de Golde est réalisé en cas de présence de sidérophages pour calculer I’intensité
de la pigmentation bleue dans les macrophages aprés coloration de Perls de 0 a 4, sur au

moins 100 macrophages. La moyenne normale est inferieure a 25, s'il est supérieur a 100, il
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est évocateur d'une hémorragie intra-alvéolaire (HIA) et un score de 50 a 100 correspond a

une sidérose.

L'examen cytologique est aussi utilisé pour détecter une tumeur maligne. Cette technique
est assez standard et les critéres de malignité sont les méme que ceux utilisés pour d'autres

échantillons bronchiques (Midulla, et Nenna, 2010)

La composition du LBA peut étre influencée par plusieurs facteurs techniques, notamment
le site de lavage, le pH du fluide, la température et le volume du NSS instillé, le nombre
d'aliquotes et la pression d'aspiration.

11.3.3 Valeurs normales du LBA
Ils sont difficiles a obtenir a partir des enfants en bonne santé qui pour des raisons
éthiques évidentes, ne peut étre étudiée en utilisant une procédure invasive. Par conséquent,
les données disponibles proviennent en partie d'enfants subissant une bronchoscopie pour
diverses indications cliniques, aprés plusieurs recherches, les valeurs de référence des

différentes cellules (figure3) ont été établies comme suit : (Midulla, et Nenna, 2010)

Le nombre total moyen de cellules (TCC) de LBA varie de 10,3 a 59,9 x 10* cellules / ml.
81,2-90% pour les macrophages.

8,7-16,2% pour les lymphocytes.

1,2-5,5% pour les neutrophiles.

0,2-0,4% pour les éosinophiles

AN N NN

> 5% pour les cellules bronchiques

Figure 3 : Caractéristiqgues morphologiques cellulaires (Midulla, et Nenna, 2010).
a Macrophages. b Lymphocytes. ¢ Neutrophiles. d Eosinophiles. e Macrophage
mousseux. Teinture May-Grunwald Giemsa. x 100.
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Selon ces valeurs, lorsqu’il a une augmentation du nombre total de dénombrements de
cellules (plus de 150 x 10° cellules /litre) ceci est une caractéristique commune de

nombreuses maladies pulmonaires.

Dans un profile microbiologique, les cultures de fluide LBA positives sont associées a une
numeération cellulaire anormalement accrue et a une numeération différentielle anormale. En
cas de culture positive, une telle augmentation permet de diagnostiquer une infection
pulmonaire par opposition a une contamination bactérienne des voies respiratoires

supérieures.

Dans un autre sens, les valeurs normales des lymphocytes de LBA chez les enfants,
ressemblent a celles trouvées chez les adultes en bonne sante, sauf pour le rapport CD4/CD8,
est souvent plus faible chez les enfants, suite aux infections virales. (Midulla, et Nenna,
2010)

1.4 Indications du LBA
Le LBA est principalement réalisé pour le diagnostic, mais aussi pour des applications
thérapeutiques et de recherche qui nécessitent une évaluation des composants cellulaires et/ou
microbiologiques. Les indications de LBA comprennent des symptomes respiratoires
chroniques non spécifiques, des résultats radiologiques non spécifiques et des symptdmes

cliniques suggerant une maladie pulmonaire interstitielle. (Midulla, et Nenna, 2010)

11.4.1 Indications chez les enfants immunocompétents
Le LBA a pour but de :

» Diagnostiquer des infections : Pour les infections suspectées, le LBA peut fournir des
échantillons pour les cultures microbiennes et I'examen cytologique. Cependant,
I'utilité du LBA pour la détection d'une infection dans le compartiment alvéolaire peut
étre limitee par la contamination. Par conséquent, les résultats doivent étre interprétés
sur la base de cultures quantitatives avec I'utilisation d'un seuil de diagnostic et / ou
I'identification de bactéries intracellulaires lors de I'examen direct de I'échantillon.
(De Blic et al. 2000)

> Diagnostiquer des maladies pulmonaires non infectieuses : L'utilité du LBA dépend
des conditions pathologiques étudiées, notamment dans la protéinose alvéolaire,
I'némorragie alvéolaire et I'histiocytose pulmonaire.

Dans la protéinose alvéolaire, le liquide LBA a un aspect laiteux et les formes

idiopathiques et secondaires de protéinose alvéolaire peuvent étre différenciées. Le
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diagnostic d'hémorragie alvéolaire est facilité lorsque le fluide LBA a une couleur rose
sanglante ou rose orangé. Cependant, une hémorragie pulmonaire active peut survenir
sans ces éléments et I'apparence brute du LBA peut étre normale. Dans de nombreux
cas, les différents modeles de profils de cellules LBA aident a orienter les
investigations futures. (Denize, et al., 2018), (De Blic et al. 2000)
> Elimination thérapeutique des matériaux des voies respiratoires : Le LBA peut aider
a éliminer les matiéres exogéne ou endogene (pneumonie lipidique endogene) ou
exogene (inhalation).
L'application de cette technique peut étre limitée par la tolérance de I'enfant. Cependant,
la limitation peut étre surmontée en effectuant un lavage pulmonaire d'un seul lobe sous

endoscopie en association avec la ventilation de I'autre poumon (De Blic et al. 2000)
11.4.2 Indications chez les enfants immunodéprimés :

Le LBA est devenu un outil important dans I'évaluation des infiltrats pulmonaires diffus

ou localisés chez les enfants immunodéprimés (IMD).

L'identification d'agents pathogénes primaires que I'on ne trouve généralement pas dans les

poumons des effluents LBA, permet d’affirmer le diagnostic d’infection pulmonaire

(Mycobacterium tuberculosis, virus Influenza et le virus respiratoire syncitial VRS).

Par contre I'identification du Herpés simplex virus (HSV), Cytomégalovirus (CMV) et

Aspergillus dans le LBA a partir de I'lMD, ne permet pas nécessairement d'établir un

diagnostic d'infection, car ils peuvent étre présents sous forme de contaminants des voies

respiratoires ou de commensaux. (De Blic et al. 2000)

Des pathologies sont a discuter et a mettre en rapport avec le contexte clinique indiqué, en

fonction des formules cytologiques ou d’autres anomalies identifiées.

Lorsqu’il y a une lymphocytose a plus de 50 %, le pathologiste doit suspecter une
pneumopathie d’hypersensibilité ou une pneumopathie interstitielle non spécifique.

Une polynucléose neutrophile a plus de 50 % doit étudier une lésion inflammatoire aigué
du poumon (SDRA), une pneumopathie d’inhalation et une infection suppurée.

Une éosinophilie a plus de 25 % fait discuter un poumon éosinophile aigu ou chronique.
Une formule avec plus de 1 % de mastocytes, 50 % de lymphocytes et plus de 3 % de

neutrophiles suggére une pneumopathie d’hypersensibilité (Denize, et al., 2018)
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11.4.3 LBA et pathologies pulmonaires chez les enfants
Il'y a quelques pathologies spécifiques que le pathologiste doit bien connaitre lors d’une

analyse de LBA, parmi eux :
a) Pneumopathies infectieuses (pneumonies) :

La pneumonie du parenchyme pulmonaire distal reste un contributeur majeur a la mortalité
et a la morbidité dans le monde dans tous les groupes d'age. Selon I'OMS 2017, la pneumonie
a causé 15% de tous les déces d'enfants de moins de cing ans dans le monde.

Pour les pneumopathies bactériennes, I'analyse du liquide montre une augmentation de la
cellularité avec un exces relatif de PNN (> 3%). La coloration MGG aide a détecter les

germes a la surface et a I'intérieur des PNN et des macrophages (Denize, et al., 2018)

La pneumonie virale est le plus souvent observée chez les patients immunodéprimés. Dans
les infections a HSV, I'analyse de LBA montre des cellules multinuclées avec un noyau de
verre dépoli ou de grandes inclusions intranucléaires basophiles. Pendant les infections a
CMV, des inclusions nucléaires eosinophiles peuvent étre observées avec un halo

périphérique clair dans "I'ceeil de hibou". (Denize, et al., 2018)

Cependant, la cytologie du LBA ne permet pas d'établir le diagnostic a chaque fois, il est

possible d'effectuer d'autres analyses, comme une charge virale par gPCR sur le liquide.

Il est également possible de détecter les champignons et les levures qui sont sphérigues,
colorées en violet avec un halo clair au MGG, dans le cas des pneumopathies mycosiques, les
colorations par le PAS et le Gomori-Grocott permettent de mettre en évidence les mycoses.
(Denize, et al., 2018)

b) Pneumopathies interstitielles
Les maladies pulmonaires infiltrantes parenchymateuses bilatérales aigués et chroniques
avec des degrés variables d'inflammation et de fibrose tissulaires sont appelées les ILDs.
Leurs causes varient entre infectieux bactériennes, virales ou fongiques. Les non infectieux
sont caractérisés pathologiquement par une accumulation de cellules inflammatoires et
immunitaires, souvent accompagnée d'une MEC anormale dans les voies respiratoires

distales, parois alvéolaires et interstitium.

Les ILD ont deux types :
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o ILD de cause connue (les pneumoconioses, les ILD associéees a la maladie du
tissu conjonctif (CTD-ILD) et pneumopathies d’hypersensibilité (PHS));
0 ILD de cause inconnue (la sarcoidose et les pneumonies interstitielles
idiopathiques (11P)) (Meyer, et al., 2012).
Le LBA joue un réle important pour confirmer un diagnostic spécifique et avoir des cellules

alvéolaires pour une évaluation fonctionnelle. (Connett, 2000)

Pour la sarcoidose qui est une maladie inflammatoire systémique, elle est caractérisee par
une infiltration des tissus par des granulomes épithélioides sans nécrose caséeuse. (Aouadi, et
al., 2017)

Habituellement, ce profil montre une alvéolite lymphocytaire avec un taux moyen de 40%
et un rapport CD4/CD8 élevé (>3.5) et des taux sériques élevés d'enzyme de conversion de
I'angiotensine (ECA), qui est un indicateur fiable lors du diagnostic de la sarcoidose.

(Ben Amar, et al., 2016), (Maruyama, et al., 2016)

La protéinose alvéolaire pulmonaire est une alvéolite dans laquelle il y a un remplissage
généralisé des alvéoles avec une lipoprotéine laiteuse (surfactant), qui donne aux LBA un
aspect laiteux et interagit avec la coloration PAS. Dans cette pathologie, le LBA a un double
réle diagnostique et thérapeutique. Un fond granuleux basophile dense au MGG et d’aspect
rosé par le PAS est observé avec des macrophages spumeux et des vacuoles cytoplasmiques

mises en évidence au PAS et a I’Huile Rouge. (Connett, 2000)

c) LBA et Néoplasies
Le lavage broncho alvéolaire est bénéfique pour diagnostiquer des tumeurs malignes
pulmonaires qui n'impliquent pas les structures bronchiques visibles par endoscopie.
L’adénocarcinome et les tumeurs a croissance lymphangitique ou lipidique sont plus

facilement diagnostiqués par LBA, avec un rendement diagnostique supeérieur a 80%.

Le rendement diagnostique est assez bon dans des lymphomes non Hodgkinien B plutdt a
petites cellules (75-80 %) avec une majorité de lymphomes de la zone marginale de type
MALT (Mucosa-associated lymphoid tissue), mais faible dans la maladie de Hodgkin. Mais

un prélévement tissulaire est nécessaire pour affirmer le diagnostic. (Poletti, et al., 2007)

Pour les adénocarcinomes broncho-pulmonaires, la présence de cellules épithéliales
pulmonaires aux colorations standards, peut suspecter une tumeur maligne. Une étude

immunohistochimique de facteur de transcription thyroidien (TTF-1) est nécessaire pour
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confirmer I’origine pulmonaire des cellules, en incluent le culot de centrifugation du liquide
de LBA dans la paraffine. (Denize, et al., 2018)

Le lavage broncho alvéolaire est un outil de diagnostic des pneumonies bactériennes,
Iésions tuberculeuses, infections fongiques et les tumeurs malignes. Son r6le est limité dans le

diagnostic et le pronostic des ILD (Radha, et al, 2014).

1.5 Complication

En général, le LBA est une procédure bien tolérée et sdre, peut étre réalisée en toute
sécurité chez la plupart des patients ; une toux, une respiration sifflante transitoire et des
infiltrats pulmonaires, qui dans la plupart des cas disparaissent en 24 h, sont parfois observes.
(Midulla, et Nenna, 2010)

Les complications mineures chez environ 10 a 30% des enfants, sont une fiévre
transitoire, tandis qu‘'un bronchospasme est observé chez environ 1% des patients. Malgré son
bon profil d'innocuité, le LBA éléve la durée de la procédure bronchoscopique de 2 £ 3 min,
augmentant Iégérement le risque d'hypercapnie et / ou d'hypoxie. (De Blic et al. 2000)

Pour les complications majeures comme les saignements séveres, la perforation
bronchique, I'emphyseme médiastinal, le pneumothorax et I'arrét cardiaque sont

extrémement rares (moins de 2% des patients).

A ce jour, aucun rapport publié n'a décrit des complications mortelles directement liée
a la procédure LBA (Midulla, et Nenna, 2010)
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Materiels et Meéethodes

1. Objectif de l’étude
Cette ¢tude vise a identifier l'utilit¢ clnique de I'étude cytologique du liquide de lavage
broncho alvéolaire, a voir la relation entre les informations fournies par les composants
cellulaires de LBA et la capacité a faire un diagnostic fiable basé sur celui-ci; en se

concentrant sur le nombre de cellules, leurs morphologies et leurs fonctionnalités.

» Lieudetravail

Notre travail devait se réaliser au niveau du service de Biologie Cellulaire du Centre de
Pierre et Mary Curry (CPMC) et service de Pédiatrie de I’Hopital Mustapha -Alger-

pendant une durée de 3 mois.

En raison de la pandémie Covid 19, la durée de notre étude expérimentale est due 1 mois

uniquement.

» Taillede l’échantillonnage

L’¢étude a été réalisée sur 30 enfants de différents ages qui varient entre 5 mois a 14 ans.

II.  Materiels et Méthodes

II. 1 Mateériels

a) Matériels utilisés pour un lavage broncho-alvéolaire
Bronchoscope a fibre optique ;
Vidéo-endoscope ;
Pieges de collecte stériles pour la collecte des échantillons d'essai ;
Un dispositif d'aspiration ;
Un tube d'aspiration ;

AN NN N NN

Solution salin normal ; seringues stériles et anesthésie locale (Xylocaine a 5%, 2%,
1%).
b) Matériels utilisés pour I’analyse cytologique (Annexe I)

II. 2 Méthodes
La technique de réalisation de LBA est effectuée selon les étapes suivantes :

1) Préparation des patients :

ror N *

pour les liquides clairs.
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Des observations préopératoires sont effectuées et les sujets sont transférés dans la salle de

bronchoscopie.

Cette technique est effectuée par un clinicien en recherche respiratoire expérimenté en

bronchoscopie.

L'oxygéne est admmistré¢ jusqu'a 4 L/mn et lanesthésie topique a la lidocaine est

réalisée dans les voies nasales et la muqueuse buccale. (Collins et al., 2014)

2) Bronchoscope insérée et positionnée :

L'intubation se fait généralement par le nez, sicela n'est pas possible en raison de

polypes nasaux, de turbines enflammées ou de tout inconfort, le sujet est intubé par la

bouche.

La bronchoscope est positionnée dans le lobe moyen droit (LMD), idéalement dans le

segment médial dans une position ou il est suffisamment distal pour étre dans une

position sire, mais pas trop distale pour que les voies respiratoires s'effondrent lors de

lapplication de laspiration. (Collins et al., 2014)
3) Technique LBA:

Selon Collins, et al., (2014) elle est exécutée comme suit :

v

Quatre seringues de 60 ml sont pré remplies par une NVSS chauffee avec des
volumes suivantes 60 ml, 50 ml, 50 ml et 40 ml successivement.

Lorsque le syjet et le bronchoscopiste sont préts, la premicre seringue de
solution saline est instillée, tandis que le bronchoscopiste mamtient la position
dans la LMD.

Une aspiration manuelle douce est ensuite effectuée par l'assistant en utilisant
une seringue de 50 ml. Cette procédure est répétée en 3 fois avec un volume
maximal de 200 ml.

Le fluide LBA est récupéré est expulsé dans des récipients étiquetés. Il est
trouble a la lumiere avec des bulles de savon de surface formées par des
tensioactifs. La bronchoscope est soigneusement retirée.

Le fluide est ensuite transporté pour un traitement immédiat et les LBA ne

doivent pas €tre congelés ou transportés dans la glace.

4) Analyse cytologique :

Dés que le fluide arrive au laboratoire, il est divisé en 4 tubes secs, puis centrifuger a une

vitesse comprise entre 250 et 500 xg pendant 5 a 10 min.
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Le culot est recueilli avec une pipette pasteur, mit sur la lame puis étalé pour réaliser un

frottis.

Apres le séchage, une coloration standard de May-Griinwald Giemsa, et autres colorations

PAS, et Papanicolaou en respectant le I'objectif de I'étude.

Coloration MGG (Piaton etal., 2016):

Placer le frottis horizontalement dans une cuve et verser le colorant May-
Griinwald de fagon a recouvrir totalement les lames.

Apres agitation laisser reposer 5 a 7 mn pour que le méthanol fixe les cellules.
Rincer la lame a l'eau neutre de robinet.

Diluer le Giemsa mmédiatement, en mettant 20 a 25 ml de colorant dans une
éprouvette puis ajouter leau jusqu’a 85 ml.

Verser le contenu dans la cuve et mélanger par agitation

Laisser agir 20 mn et rincer a l'eau neutre.

Laisser la lame sécher a l'air libre

Observation au microscope.

Coloration Papanicolaou (Marshall P. N, 1983):

Réhydratation du frottis a laide d'une immersion ultérieure dans la
concentration graduelle d'alcool (70% d’éthanol pendant 1 min puis 50%
d’éthanol durant 1 min), apres ringage a I’eau distillée (1 min).
Coloration nucléaire a I'hématoxyline (3 a 10min).

Eau courante 5 a 10 min (bleuté).

Immersion dans la concentration graduelle d'alcool (2 min a 70% d’éthanol et
90% d'éthanol pendant 2 min)

Coloration cytoplasmique par I’Orange G (OG) (5 min).

Immersion dans I'alcool a 95% d'éthanol (2 min).

Coloration cytoplasmique par EA50 (2min).

Déshydratation a I’alcool éthylique absolu (2min) en 2 fois.

Laisser la lame sécher a lair libre.

Montage par support de montage DPX.

Observation au microscope.
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Coloration PAS (Tabatabaei Shafiei et al., 2014) :

* Préparer la solution de fixateur en mélangeant 0,5 ml de formaldéhyde a 37% et
4,5 ml d'éthanol a 99%,

= Verser la solution sur la lame de maniére a couvrir toute la surface pendant 7
min, une fois les lames sont séchées

* Rincez la lame pendant I min al'eau du robinet puis sécher a l'air.

= Placer la lame sur une surface plane et verser 1,50 a 2,00 ml de la solution
d'acide périodique sur I'échantillon et incuber pendant 5 min a température
ambiante.

* Rincer les lames avec de l'eau distillée.

= Verser 1,50 a 2,00 ml du réactif de Schiff sur la lame et incuber a température
ambiante pendant 15 min.

= Lavez la lame avec de I'eau distillée pendant 5 min et sécher a l'air.

* Appliquer 50 ul de support de montage sur la lame et couvrir par une lamelle.

= Appliquez du vernis a ongles transparent sur les bords de la lamelle, laissez
sécher pendant toute une nuit.

= (Observation au microscope.
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III-  Reésultats et Discussion

A cause de la pandémie Covid 19, nous étions obligés d’orienter notre étude vers une
comparaison entre plusieurs articles de recherche, qui traitent différentes Pneumo-pathologies

chez les enfants avec une analyse cellulaire de LBA.

Ces articles sont obtenus a partir des bases de données en ligne notamment : PubMed

Central® (PMC), Science Direct, Springer Link et Wiley Online Library.

Les pathologies pulmonaires chez les enfants sont diverses, ce qui nécessite des

techniques efficaces pour leur diagnostic rapide. Dans cette étude, nous avons choisi la

technique de LBA.
III.1 Diagnostique d’inflammation par LBA

Plusieurs études ont rapporté que l'analyse cellulaire du LBA montre une inflammation
caractérisée par des pourcentages ¢levés de neutrophiles, ce qui est fortement prouvé par
I'¢tude de Gidaris et al. (2010). Ces auteurs ont comparé les composants cellulaires et non
cellulaires chez 52 enfants, divisés en deux groupes ; (groupe A) atteints de maladies non
mflammatoires et (groupe B) atteints de maladies pulmonaires inflammatoires. IIs ont trouvé
que la population cellulaire prédominante du LBA des enfants du groupe A est composée de
macrophages alvéolaires avec un taux de 93,33 %, par contre le pourcentage du groupe B est

significativement plus faible avec une valeur de 42,59 %.

D’autre part, le taux de neutrophiles est significativement plus réduit chez le groupe A par
rapport au groupe B avec des taux respectivement de 2,94 % contre 49,59 %.

Par ailleurs, aucune différence significative n’est observée entre les deux groupes pour les

lymphocytes.

L’analyse des cytokines IL-8 et de TNF-a sont significativement plus élevés dans le
groupe B comparativement au groupe A (Tableau 3)
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Tableau 3 : Analyse cellulaire des LBA des enfants des groupes A et B (Gidaris et al. 2010)

Groupe A B

Nombre 20 32
TCC (104/ml) 17.92 55.038
Macrophage % 93.33 42.59
Lymphocytes % 3.93 5.94
Neutrophiles % 2.94 49.59
IL-8 234.9 685.83
TNF-a 60.2 220.73

________________________________

Les résultats de I'é¢tude de Gidaris et al. (2010) a révélé la présence d’un processus
d'infection et d'inflammation dans l'arbre trachéobronchique du groupe B, ce qui est
récemment confirmé par les travaux de Van Rensburg et al. 2019) sur 'asthme. En effet, ces
auteurs ont démontré que le liquide du LBA des patients atteint d’inflammation pulmonaire et

caractérisé par une neutrophilie (figure 4).

Figure 4 : Echantillon de LBA apreés isolement de cellules mononucléées d'un patient diagnostiqué
d'asthme (A et B) et d'un patient sain avec une obstruction des voies respiratoires (C et D) (Van
Rensburg et al. 2019)

Abréviations : M: Macrophage, N: Neutrophile, Eos: Eosinophile, MD: Débris de mucus.

La barre d'échelle représente : (A et B) x50 um, (C) x100 um, (D) x500.
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Dans une autre étude sur les modeles d'inflammation chez les enfants atteints de
mucoviscidose, Regamey et al. 2012, ont confrmé a travers lanalyse cellulare du LBA que

I'inflammation est dominée par les neutrophiles (figure 5).

De plus, ces auteurs ont révélé par biopsie que la muqueuse bronchique est caractérisée par
le recrutement et l'accumulation de lymphocytes. Ceci prouve que dans certaines maladies

lanalyse du LBA a elle seule n’est pas suffisante pour un diagnostic complet.
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Figure 5 : Echantillon LBA d'un enfant atteint de mucoviscidose pendant 10 ans (May

Grunwald Giemsa, original x 400) (Regamey et al. 2012)

II1.2  Utilisation de LBA dans le diagnostic d'asthme

La toux chronique isolée dans l'enfance est une plainte courante. Méme si la toux est

incluse dans la définition de l'asthme infantile, il n’est pas str que la majorité de ces enfants
souffient d'asthme.

Dans I'étude de Fitch et al. (2000), s ont étudié la toux chronique en recherchant des
signes d'inflammation des voies respiratoires typiques de l'asthme, avec un nombre accru
d'éosmnophiles des voies respiratoires. Ils ont noté une augmentation faible mais significative
d'éosinophiles chez les enfants attents de toux chronique par rapport aux témomns non

asthmatiques 0,28% contre 0,10% respectivement.

Cependant, le pourcentage d'éosinophiles est inférieur a celui des témoins
asthmatiques atopiques 0,28% contre 0,66% respectivement ; a 'exception de 3 enfants qui

présentaient des éosmophiles LBA supérieurs a I'mtervalle normal. D’autre part, une
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augmentation faible mais significative de neutrophiles chez les enfants atteints de toux par

rapport aux témoins non asthmatiques, avec respectivement des taux de 5,85% contre 3,21%.
Seuls 4 enfants avaient des neutrophiles LBA supérieurs a l'intervalle normal.

Ces auteurs concluent que seule une minorit¢ d'enfants atteints de toux chronique

mexpliquée, présentaient une inflammation des voies respiratoires de type asthmatique.

En 2003, Just et al., ont confrmé les résultats de I'étude précédente et ont précisé les
types d'asthme qui peuvent étre diagnostiqués avec des ¢osinophiles et des neutrophiles de
LBA. Leurs résultats suggerent que I'asthme allergique est associ¢ a la présence
d’éosinophiles alvéolaires ; asthme persistant sévere et son ancienneté sont li€s a une

augmentation du nombre de neutrophiles alvéolaires.

L’¢tude de Teague et al. (2019) a rapporté que le LBA aide a distinguer les différents
types d'asthme (€osmnophilie, neutrophilie, granulocytes mixtes et pauci-granulocytes) a
travers la numération cellulaire, dans le but de confirmer le diagnostic et la sélection d’un
traitement non corticostéroides. En outre, ils ont suggéré le nombre de cellules du LBA dans
chaque type (Annexe II) et suggéré un traitement alternatif de l'asthme pauci-granulocytaire
avec des thérapies ciblant I'épithélium bronchique tel que les macrolides. D’autre part, ils ont
trouvé que l'évaluation des granulocytes LBA, pourrait améliorer la sélection des thérapies

biologiques par rapport a lutilisation du sang seul.

I1I1.3 Diagnostique des infections pulmonaires chez les enfants

immunodéprimés par LBA

Dans une étude récente de Rizik et al. (2018), I'association de la fibroscopie optique
(FOB) avec le LBA, a prouvé son efficacité¢ et sa sécurit¢ comme outil de diagnostic, afin
d’identifier le pathogéne causal chez les patients hémato-oncologiques, qui ont été évalués
pour une atteinte pulmonaire. L’identification de lagent pathogéne exact causant la maladie,
par analyse du LBA et FOB, a permis un changement plus orienté et méme complet du cours

du traitement chez 63% des patients.

Comparativement aux travaux de Efiati et al. (2007) et Rao et al. (2013), I'étude de
Rizik et al. (2018), a rapporté que I'association de FOB et LBA est trés utile pour identifier
des agents pathogeénes spécifiques liées aux infections pulmonaires chez les enfants

mmunodéprimés. Ainsi, un diagnostic définitif d'un pathogéne infectieux majoritairement
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viral comme le CMV et des pathogénes opportunistes tels que la pneumocystose (PCP) et
Aspergillus (Annexe II) a ét¢ établit dans 47% des cas.

D’autres analyses ont publié des étiologies infectieuses de LBA chez 53% et 30% des
patients (Efiati et al. 2007) et (Park et al. 2002) respectivement. Ces auteurs ont indiqué que
les résultats du LBA posttifs et négatifs sont importants pour adapter une gestion appropriée.
Par conséquent, le LBA dotit étre considérée comme un outil de diagnostic initial dans
Iévaluation des patients pédiatriques immunodéprimés présentant des manifestations

pulmonaires.
IIL.4 LBA etdiagnostique des maladies rares

La maladie de Gaucher est une maladie autosomique récessive résultant de la mutation du
gene (GBA, MIM 606463) codant pour la glucocérébrosidase (GBA), qui se traduit par

laccumulation de cette enzyme dans le cytoplasme des macrophages.

Une étude réalisée par Adachi et al. (2017), a rapporté que la détection de ces
macrophages mousseux hypertrophi¢s dans les poumons a laide de LBA est hautement

possible en utilisant les colorations au Giemsa, Papanicolaou et autres. (Figure 6)

a b ’ "

__________________________________________________________________________________________

Figure 6 : Cellules mousseuses élargies dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire
(Adachi et al. 2017),

(a) fleche ; Coloration Papanicolaou, (b) Coloration Giemsa, (c) PAS,

(d) CD68 trés suggestive des cellules de Gaucher.




Reésultats et Discussion

L'histiocytose a cellules de Langerhans (LCH) est une maladie rare touchant principalement
les enfants et les jeunes adultes, mais qui peut étre trouvée dans n'importe quel groupe d'age.

Le diagnostic de la LCH est souvent difficile et peut étre retardé en raison de sa rareté.

En 2019 Phulware et al., ont mis en évidence les caractéristiques cytomorphologiques

dans une grande cohorte des cas, dont la majorité est située dans la tranche d'age de 0-5 ans.

Ainsi, en utilisant des aspirations a /'aiguille fine (FNA) et un LBA, les frottis
cytologiques ont montré que la cellularité¢ s'est avérée modérée a hautement cellulaire dans la
majorité des cas environ 58% alors que les cellules de Langerhans ont été observées en

abondance dans 72% des cas.

De plus, des zones de nécrose ont été observées dans 38% des cas, tandis que 78%

présentaient des cellules géantes.

La majorit¢ des cas ont montré une €osinophilie 1égere de 61%, une lymphocytose
clairsemée a 83% et une ifiltration neutrophile égére de 64%, ces résultats indiquent
fortement la présence de LCH.

Ces résultats confirment qu'un diagnostic cytologique précis peut éviter des procédures
mnutiles et invasives, comme la ponction et la biopsie de la moelle osseuse et guider une prise

en charge appropriée.

38



CONCLUSION




Conclusion

Les voies respiratoires humaines sont ouvertes sur le monde extérieur, ce qui les rend
sensibles a un certam nombre de maladies, en particulier chez les enfants qui n'ont pas encore
acquis Iimmunité contre les virus et bactéries. Ceci fait un probleme de sant¢ majeur pour le

monde entier.

La sensibilit¢ du corps d'un enfant, fait disposer un ensemble de techniques d'analyse
pour diagnostiquer et traiter efficacement et rapidement ces pathologies, ce qui est une grande

préoccupation dans la recherche pédiatrique.

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés, a I'étude de l'importance de l'analyse
cytologique du lavage broncho alvéolaire (LBA) et les mformations fournies par ces

composants cellulaires comme un outil de diagnostic chez I’enfant.

Au début, notre travail était censé étre menée sur 30 enfants, mais a cause de la
pandémie du Covid-19, nous étions obligés de modifier ['étude, en faisant une comparaison de

résultats d’articles de recherches publiées dans différentes pathologies pulmonaires chez

I’enfant.

Nous avons constaté que l'analyse cytologique LBA est un outil utile pour diagnostiquer la
plupart des pathologies pédiatriques pulmonaires courantes, dont I'inflammation et ses causes

en détectant les types de cellules immunitaires dominant dans le liquide.

D'apres Iétude de Gidaris et al. (2010) sur Inflammation chez les enfants, ils ont démontré
que le liquide LBA était dominé par les neutrophiles a raison de (49,59%) contre (2,94 %)
chez les enfants non inflammatoires, avec une diminution de (42,59%) de macrophages contre
(93,33 %). Un résultat similaire a ét€ trouvé par Van Rensburg et al. (2019). Ceci laisse
conclure que la présence d'un profil neutrophile dominant avec une diminution des

macrophages est une forte preuve d'inflammation et d’infection.

De plus, le LBA aide a détecter les agents pathogénes provoquant une inflammation
nfectieuse, particuliérement en cas de maladies sensibles comme la mucoviscidose. Ceci
permet de créer un meilleur plan thérapeutique pour chaque cas, mais une étude de biopsie en

parallele est nécessaire (Regamey et al. 2012).

De méme pour la maladie d'asthme, le LBA donne des informations importantes pour
définir le type d'asthme, les agents pathogénes qui peuvent augmenter la gravit¢ de la maladie,
ainsi que le bon plan thérapeutique Teague et al. (2019).
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Conclusion

Le LBA peut donner un diagnostic méme pour des maladies rares chez les enfants,
notamment, la maladie de Gausher en détectant les macrophages mousseux hypertrophiés

Adachi et al. (2017).

Dans la LCH, I'étude de Phulware et al. (2019) a révélé lexistence de cellules de
langerhance dans (72%) des cas, avec une présence excessive d'éosinophiles environ (61%) et
(83%) de lymphocytes.

Conclusion

Par ailleurs, la LBA reste une procédure simple et efficace pour détecter les
pathologies pulmonaires chez les enfants immunodéprimes, en raison de leur fragilité

corporelle et de leur capacité a saigner facilement (Riziketal., 2018).

Le LBA peut soutenir le diagnostic d'un type spécifique de pathologies ou aider a affiner le
diagnostic différentiel, lorsqu'il est considéré dans le contexte des résultats cliniques et
radiologiques. Bien que son role soit limit¢ dans le diagnostic et le pronostique de certaines
pathologies, le nombre de Iésions avec un diagnostic spécifique dépasse le nombre de Iésions
qui ne peuvent pas étre diagnostiquées. Ceci laisse déduire, que le LBA est une méthode de
diagnostic importante pour le diagnostic de routine et les techniques de dépistages
supplémentaires a des fins de recherche, avec I'association danalyse radiologiques et méme

les analyses du sang.

L’¢tude du fluide LBA continue d'étre un terrain fertile pour la recherche pédiatrique. Les
mformations obtenues de I'étude des composants cellulaires sont importantes pour améliorer
les capacités a identifier les marqueurs précoces de la sensibilit¢ aux pathologies respiratoires.
D’autre part, surveiller et prédire la progression de la maladie, comprendre la pathogenese et

les résultats des maladies pulmonaires.

A Tissue de cette étude, plusieurs orientations peuvent étre envisagées et pourront faire
I'objet de travaux futurs :
» Augmenter la taille d’échantillonnage.
» Choisir une tranche d'age differente ou plus restreinte.
» Inclusion de I'é¢tude moléculaire des cellules immunitaires (le rapport CD8/ CD4, IL-8 et
TNF-a...).
» Utilisant d'autres types de coloration (Coloration de Perls, Huile rouge, et Grocott).

> Ftudier les biomarqueurs des carcinomes broncho alvéolaire, par exemple les protéines
des cellules de Clara (la protéine CC10).
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Annexe I

Matérielles utilisés pour I’analyse cytologique

Tubes Secs

Pipettes Pasteur

Lames en verre

Centrifugeuse

Eprouvette graduée

Coloration May-
Griinwald Giemsa




Coloration Papanicolaou

Coloration PAS

Cuve a coloration en
verre

Microscope optique.




Annexe I1

Tableau I : Profils et constituants des granulocytes LBA prévalents chez 126 enfants
souffrant d'asthme mal contrdlé. (Teague et al. 2019)

BAL constituents Isolated eosinophilia Isolated neutrophilia Mixed granulocytic Pauci-granulocytic
Sample, n (%) 12(9.5) 20159 28 (222) b6 (52.4)
Total cell count? (x 10° cells) 1.78 (0.96-2.25) 1.79% (122:5.51) 161 (0.57-2.92) 1.08 (0.52-2.20)
Differential cellular constituents, n (%)
Macrophages 72 (59-82) 61 (38-82) 43 (15-64) 76 (64-90)
Neutrophils 10-2) 12 (7-38) 23 (11-56) 1{l-3)
Eosinophils 4(1-6) 0 (0-0) 329 0(0-0)
Lymphocytes 327 3(1-6) 3(1-8) 2(1-5)
Ciliated epithelial cells 16 (8-30) 10 (4-14) 11 (4-20) 15 (5-28)
Aspiration marker?
Lipid-laden macrophage index 0(0-0) 0(0-2) 0(0-1) 0(0-1)

Tableau II : Agents pathogenes isolés des échantillons LBA. (Rizik et al. 2018)

No. Patients With Each Pathogen

Pathogen Types (n)
Bactena 33
Haemophilus influenza 15
Streptococcus preumoniae 10
Staphyvilococcus aureus 2
Escherichia coli 2
Pseudomonas 7
Virus 34
CMV I8
Adenovirus 5
hMPV 3
RSV -
Influenza 4
Parainfluenza 3
HSV6 2
Fungi 17
PCP -
Aspergillus 9
Candida nonalbicans -

CMY indicates cytomegalovirus; hMPV, human metapneumovirus;
HSY, herpes simplex virus; PCP, P. jirovecii; RSV, respiratory syncytial
virus.




