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Introduction

L'arthrite septique est une urgence médicale. Le médecin de premier recours doit
suspecter cette pathologie dans le contexte d'une clinique parfois frustre ou d'autres
arthropathies inflammatoires concomitantes. L'arthrite septique peut avoir des conséquences

sérieuses. Sa prise en charge nécessite en général I'hospitalisation (Rouiller et al., 2010).

On parle d’arthrite septique lorsqu’un agent infectieux, qu’il soit bactérien ou
fongique, se multiplie dans le liquide synovial articulaire. Les arthrites dites réactives
survenant a la suite d’une infection (par exemple a Campylobacter) et les arthralgies ou
arthrites au décours d’infections virales ne sont pas comprises dans cette définition

(Mathews et al., 2010).

En chirurgie orthopédique prothétique, les facteurs de risque d’acquisition d’une
infection en postopératoire ont été établis par les différents réseaux de surveillance des
infections. Ils peuvent étre liés au patient, a 1’intervention et a I’environnement du bloc

opératoire (Morgan et al., 1996).

L’émergence de souches de Propionibacterium acnes pose un important probléme de
santé publique. Ces germes sont responsables d’infections cutanées séveres et d’infections
ostéo-articulaires séveres, notamment en cas de présence d’implant potentiellement séveres
(souvent associées a une présence de matériel étranger: prothése de hanche, genou, épaule...)
(Levy et al., 2008). Celles-ci peuvent mettre en jeu le pronostic vital et sont grevées d’un haut
taux de complications. Leur prise en charge est souvent difficile, nécessitant une coordination
multidisciplinaire et une approche chirurgicale extrémement agressive (Sohail MR et al.,

2009).

L’antibiothérapie, doit étre débutée apres que les prélevements bactériologiques ont été
faits : deux hémocultures au moins et la ponction articulaire. Le choix des antibiotiques est
guidé au départ par le contexte de survenue de l’arthrite, puis est adapté aux résultats

bactériologiques (Visser S et al., 2009) (Lucht F et al., 2000).

La nécessit¢ d’un traitement chirurgical de 1’arthrite, ou de nouvelles ponctions

évacuatrices, devra étre quotidiennement réévaluée (Guggenbuhl P et al ., 2006).




Introduction

Les mod¢eles animaux d'arthrite ont été utilisés pour fournir un apercu dans le
processus sous-jacent de la maladie pour identifier de nouvelles cibles pour le traitement

médicamenteux et identifier des nouveaux agents thérapeutiques potentiels pour 1’arthrite

(Bendele ez al ., 2001) (Wooley et al., 2004).

]
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I.1. Arthrite septique

I.1.1. Généralités

Les infections ostéo-articulaires sont des pathologies graves susceptibles
d’entrainer un handicap tres lourd et parfois de mettre en jeu le pronostic vital (Dubost et al.,

2000).

Leur prise en charge requiert une coordination complexe entre différentes spécialités
médicales et chirurgicales ainsi qu’un plateau technique adapté (blocs opératoires,

laboratoires spécialisés, service d’imagerie...) (Kaandorp et al., 1997).

Une infection ostéo-articulaire est une infection qui touche tous les éléments
articulaires (os et parties molles). Sa fréquence est rare mais son €radication est difficile. Elle
est observée plus fréquemment chez les patients fumeurs, en surpoids, multi-opérés, porteurs
de foyers infectieux (infection cutanée, dentaire, urinaire ou digestive, abces...) ou porteurs de
maladies associées (diabéte, polyarthrite rhumatoide, immunodépression...) (Dubost et al.,

2000).

Elle peut survenir spontanément, par exemple dans le cadre d’une septicémie avec une
localisation articulaire (arthrite septique), aprés une plaie profonde, dans les suites d’une
fracture ouverte ou aprés un geste chirurgical avec ou sans mise en place de matériel

(prothese, clou, plaque, vis...). (figure 1) (Kaandorp et al., 1997).

)
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Cavité
synoviale

Capsule
articulaire

Tendon

Figurel. Schéma d’une articulation mobile (DeWeber. K et al., 2011)

La prise en charge des arthrites septiques a connu dans les derni¢res décennies deux

grands tournants : 1'apparition de l'antibiothérapie et le traitement parfois sous arthroscopie.

Cliniquement, les arthrites infectieuses peuvent étre divisées en deux groupes :
celles avec présence d'un germe tels le Bacille de Koch (BK), le gonocoque ou le
staphylocoque, et celles dues a une réaction lors d'un phénomeéne infectieux général. Sur le
plan étiologique, on distingue trois sortes d'arthrite : les arthrites par inoculation directe (acte
invasif, plaie articulaire), les arthrites par contamination hématogene (essentiellement BK et
gonocoque) et les arthrites par contiguité (ostéite ou ostéomy¢lite de proximité, hypodermite

streptococcique). (Graif M et al.,1999) (Karchevsky M et al.,2004).

Le diagnostic repose sur l'association d'un syndrome local (rougeur, douleur et
gonflement) et d'un syndrome général (fievre et frissons) (figure 2). La certitude diagnostique
est apportée par la ponction et la mise en culture. La Numération Formule Sanguine (FNS) et
la Protéine C-Réactive (CRP) montrent I'existence d'un syndrome inflammatoire. La
radiographie standard est normale au début, mais le pincement articulaire peut survenir
rapidement, parfois méme trés précocement ; la présence de signes radiologiques signe le
stade d'ostéoarthrite. A ce stade trés évolué, les géodes progressent de part et d'autre de
l'interligne, formant les classiques géodes en miroir. Les autres examens sont d'intérét limité.
L'échographie peut avoir un role important, notamment dans les genoux empatés, en

objectivant la présence d'un épanchement liquidien. L'TIRM aurait certainement un intérét pour
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visualiser le pannus synovial (Graif et al., 1999) (Karchevsky et al., 2004).

Le diagnostic différentiel se fait essentiellement avec l'arthrite microcristalline qui

peut prendre tous les aspects cliniques de l'arthrite septique (Karchevsky et al., 2004).

Articulation normale Arthrite

Mombrana symosiale

Ligquicke
mynavial
Cart lage

a

Wambrana syroulale
anllmnmas

Carllape

Figure 2. Membrane synoviale enflammée dans une arthrite (Karchevsky et al., 2004)

I.1.2. Définition d’une arthrite septique

L’arthrite septique est la conséquence de I’invasion de la synoviale par les

microorganismes vivants. C’est une urgence médicale car elle engage le pronostic fonctionnel

articulaire mais parfois également le pronostic vital en cas de bactériémie associée et de choc

septique (figure 3). Le diagnostic est de difficulté variable et repose sur I’identification du

germe qui est cruciale pour le succes du traitement (Schattner A et al., 1998).

g
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L'arthrite est souvent
chronique (primaire ou
secondaire). On ressent
une douleur aux premiers
abords par intermittence,
puis en continu,

Figure 3. Destruction osseuse dans une arthrite septique (Schattner A et al., 1998)

L’arthrite septique demeure une urgence médicale car tout retard diagnostique et
thérapeutique gréve lourdement I’avenir fonctionnel de I’articulation (Kaandorp et al.,

1997).
1.1.3. Epidémiologie

*L’incidence des arthrites septiques est estimée chez I’adulte a environ 57 cas pour

100 000 habitants/an dans une étude prospective réalisée a Amsterdam (Dubost et al., 2000)

* Tous les ages sont concernés et la proportion des sujets de plus de 60 ans semble en

augmentation.

* Homme et femme sont également touchés avec une légére prédominance masculine

(Kaandorp et al., 1997) (Mandell G et al., 2009) (Mathews CJ et al., 2008).

* Facteurs favorisants : Plusieurs facteurs de risque d’arthrite infectieuse locaux ou généraux
ont été identifiés au cours de larges séries de la littérature (tableau 1). L’idée répandue que
I’infection survient le plus souvent sur une arthropathie préexistante est inexacte puisque dans
la majorit¢ des cas d’arthrites septiques (entre 54 et 65 %) I’articulation infectée est
préalablement saine (Dubost et al, 2000) L’arthropathie préexistante semble constituer un

facteur de mauvais pronostic (Kaandorp et al., 1997).

)
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Tableau 1. Facteurs favorisants des arthrites septiques.

Facteurs favorisants généraux

Facteurs favorisants locaux

Age 80 ans

Diabéte

Corticothérapie

Rhumatisme inflammatoire

chronique (PR)

Traitement immunosuppresseur

Néoplasies

Toxicomanie

Hémodialyse

Insuffisance rénale séveére

Insuffisance hépatique

Grossesse

Post portum

Infiltration cortisonique

L’existence d’une prothése

Intervention chirurgicale articulaire

récente
Antécédents de radiothérapie

traumatisme

1.1.4. Bactériologie

Parmi les microorganismes pathologiques le genre Staphylococcus aureus est le plus

(Kaandorp et al., 1997)

fréquemment responsable de ces infections (Kaandorp et al., 1997) il représente les 2/3 des

germes identifiés. Certains auteurs signalent une augmentation de la fréquence des

staphylocoques résistants a la méthicilline (méthi R) elle concerne des populations

particuliéres notamment les infections nosocomiales ou du toxicomane. Les streptocoques

)
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représentent 20 % des germes identifiés. Des bacilles gram négatifs tres divers sont en cause
dans 15 a 20 % des arthrites septiques. En Europe le gonocoque est devenu exceptionnel. Aux
Etats-Unis il représente 18 % des germes isolés. Il reste la cause la plus fréquente d’arthrite
septique du sujet jeune. Aucun germe n’est identifié dans 20 % des cas (Karchevsky et al.,

2004).

I.1.5. Mécanisme physiopathologique

L’entrée des bactéries dans 1’articulation via la synoviale richement vascularisée est
facilitée par ’absence de membrane basale. L’invasion synoviale reléve de trois mécanismes :
hématogéne par contiguit¢ ou par inoculation directe. Chez 1’homme la majorité des
infections articulaires se produisent par voie hématogeéne a la suite d’une bactériémie. Elles
sont beaucoup plus rarement secondaires a une infiltration intra articulaire ’incidence est
estimée a 45/100 000 gestes (Pal B et al., 1999). Le développement d’une arthrite infectieuse
est multifactoriel et dépend de I’interaction entre 1’agent invasif et les réactions de défense de
I’organisme. Dans un premier temps les bactéries vont se lier a des protéines de la matrice
extracellulaire grace a des récepteurs spécifiques puis se multiplier. Dans les 24 — 48 h qui
suivent la pénétration du germe intervient le systéme immunitaire inné par un afflux de
leucocytes et monocytes qui se différencient en macrophages. L’ immunité acquise intervient
secondairement et est essentiellement médiée par les cellules T. L’activation du systeéme
immunitaire inné¢ est déclenchée par des récepteurs (Pattern recognition receptor PPR) qui
reconnaissent des antigénes bactériens tels que les lipopolysaccharides et les peptidoglycanes.
Certains des PPR sont solubles tels que le systtme du complément et d’autres sont
transmembranaires tels que les Toll-like-receptor (TLR) qui sont des récepteurs de
signalisation. Ils déclenchent une réponse inflammatoire immédiate en activant le NF-KB
(nuclear factor kappa B) qui va activer la transcription de nombreux génes de la réponse
inflammatoire comme les cytokines (TNFa, IL1, IL6...) pour lutter contre I’infection
(Figures 83, 84 et 85 en Annexe IV) (Bowie A et al., 2000). Le role du NO dans 1’arthrite
septique a été étudié au travers l’inhibition de NO- synthase (NOS). Il existe un effet
protecteur du NO au cours des modeles expérimentaux d’arthrite septique induites par
Staphylococcus aureus et streptocoque B (Zerkak D et al., 2006) (Puliti M et al., 2004). La

destruction cartilagineuse résulte paradoxalement de I’action du systéme censé éradiquer
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I’infection via la production de cytokines métalloprotéases et superoxydes. Salter a démontré
chez le lapin que la mobilisation passive de I’articulation infectée avait un effet préventif sur
la dégradation cartilagineuse liée aux réactions déja décrites. Il attribuait ce phénomene a la
réduction de cloisonnement de 1’articulation qui permettrait la meilleure circulation du liquide
synovial et stimulerait les chondrocytes a synthétiser la substance fondamentale (Salter RB et

al., 1981).

Les synoviocytes activées produisent plusieurs cytokines clés et des médiateurs qui
contribuent a I’inflammation et a la destruction de D’articulation (Figure 86 Annexe IV)

(Hegen.M et al., 2008).

Il n'a pas été retrouvé dans la littérature de classification clinique du stade
d'évolution de l'arthrite. En revanche, (Stutz et al., 2000) ont décrit une classification du stade

évolutif en fonction de 1'état arthroscopique, connue sous le nom de classification de Gachter

e stade 1 : opacité du liquide, rougeur de la synoviale, pétéchies ;

e stade 2 : inflammation sévere : pus, dépdts fibrineux ;

o stade 3 : cloisonnement articulaire ;

e stade 4 : pannus infiltrant le cartilage + décollement cartilagineux ; radiologiquement,

il existe une ostéolyse sous-chondrale.

On voit que cette classification est arthroscopique et part donc du postulat qu'il y a eu
une arthroscopie dans la prise en charge. Cette classification par ailleurs est curieuse car elle
passe du stade synovial au stade osseux radiologique sans passer par le stade de pincement

articulaire qui pourtant est bien classique.

I.1.6. Symptomatologie

L’arthrite septique se manifeste typiquement par une monoarthrite aigué avec un
syndrome infectieux. Sans qu’on connaisse les raisons précises les articulations les plus

fréquemment atteintes sont le genou (figure 4) et la hanche (Dubost et al., 2000).

* le syndrome articulaire locale : le début est brutal précédé de frissons dans un contexte
fébrile. La douleur est rapidement tres intense et a 1’origine d’une impotence fonctionnelle
compléte. L’articulation est chaude rouge inflammatoire et gonflée avec présence d’un

épanchement intra articulaire qu’il faudra ponctionner. La mobilisation passive et active est

=
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douloureuse voire impossible. L’examen trouve parfois une adénopathie satellite. Une

amyotrophie s’installe rapidement a proximité de ’articulation atteinte (Dubost et al., 2000).

Figure 4. Comparaison entre un genou sain (a) et un genou atteint d’une arthrite (b) (Dubost
etal., 2000)

N.B : pour les articulations profondes (hanche et sacro-iliaque) la clinique se résume a

une douleur parfois une attitude en psoitis.

* le syndrome infectieux général : il est d’intensité variable fievre frissons paleur sueurs
et asthénie. Un tableau franchement septicémique avec choc et CIVD nécessitant un transfert
immédiat en soins intensifs s’observe notamment dans les infections a streptocoque A du sujet

jeune (Schattner A et al., 1998).

L’arthrite septique est soupgonnée et on recherche une porte d’entrée qui conforte le
diagnostic et oriente le germe en cause ainsi qu’une autre localisation infectieuse (Schattner

A et al., 1998).

I.1.7. les signes biologiques et radiologiques

Selon (Schattner A et al., 1998), la clé du diagnostic est I’isolement du germe dans

le liquide articulaire.

* La ponction articulaire elle doit €tre urgente avant toute antibiothérapie. A I’examen
macroscopique le liquide articulaire est d’aspect trouble ou franchement purulent. L’analyse

cytologique montre plus de 20 000 cellules/mm3 principalement des polynucléaires altérés ce

.
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qui est tres évocateur sans €tre pathognomonique. A I'inverse un liquide peu cellulaire
n’exclut pas une arthrite septique surtout chez les toxicomanes ou en cas de néoplasie de
traitement immunosuppresseur ou si 1’atteinte est récente (Mc¢ Cutchan et al., 1990). La mise
en culture doit étre systématique pour isoler le germe. Le dosage des protéines ou du glucose
n’a pas de valeur. L’acide lactique et la lacticodeshydrogénase (LDH) sont ¢levés dans les
arthrites septiques mais le chevauchement des taux limite la valeur diagnostic. La
procalcitonine est élevée dans le liquide articulaire mais son dosage n’a pas de valeur
diagnostic supérieure a celle du plasma. Le TNFa synovial pourrait étre plus performant mais

son intérét est a confirmer.

I.1.7.1. Protéine Réactive C- CRP
-1l s’agit d’une protéine synthétisée par le foie.

-Elle a une demi-vie courte de 8 heures et refléte I’inflammation aigué. Sa cinétique est

rapide avec une élévation précoce et une décroissance rapide. Elle ne traverse pas le placenta.
-1l s’agit d’un examen sensible, rapide mais non spécifique.

-1l n'existe pas de déficit congénital connu de cette molécule.

-C'est une protéine de I'inflammation dont le taux peut étre multiplié¢ par 500 a 1000 lors
d'inflammations aigués.

-Sa valeur normale est inférieure a 6 mg/l.

-Elle s'¢leve dés la 6eme heure de I'inflammation. En moyenne, elle est franchement
pathologique 24 heures apres le début de I'inflammation, et se normalise rapidement aprés sa

disparition (en 7 a 14 jours) (Wilwert et al., 2008).

1.1.7.2. Vitesse de sédimentation VS

-La VS des érythrocytes est la chute libre des éléments sanguins d’une colonne de sang
rendu incoagulable.

-Elle évolue parallélement a la production de protéines inflammatoires, en particulier du
fibrinogene, des alphas et des gammaglobulines et diminue en fonction du nombre et du
volume des globules rouges (Wilwert et al., 2008).

-Valeur normale : <7 mm (1re heure)

)



Chapitre | Partie bibliographique

* Les signes biologiques : la vitesse de sédimentation est accélérée la CRP est
augmentée mais le syndrome inflammatoire peut manquer dans 10 a 15 % des cas.
L’hémogramme montre souvent [’existence d’une hyperleucocytose a polynucléaire
neutrophile. Les hémocultures doivent étre systématiques. Dans les séries de la littérature
elles sont positives dans 30 % des arthrites septiques mais cette fréquence est largement sous-
estimée car elles n’ont pas toujours ¢€té faites. Les prélévements sur la porte d’entrée supposée

sont davantage sujets a caution et doivent étre interprétés (Karchevsky et al., 2004).

* Les signes radiologiques apparaissent toujours en retard par rapport aux signes
cliniques. Au début la radiographie est normale. Elle est utile comme cliché de référence qui
permettra de suivre 1’évolution. Plus d’une fois sur deux les radiographies initiales montrent
déja des 1ésions évocatrices d’arthrite : déminéralisation pincement de 1’interligne et érosions
témoignant d’un fréquent retard de diagnostic (figure 5). L’¢échographie est devenue
indispensable pour les articulations profondes elle permet le repérage pour la ponction
articulaire. Les autres examens ont une place limitée et risque de faire perdre le temps. Le
scanner montre 1’épanchement articulaire le gonflement des parties molles et les abcés para
articulaire. Il est plus sensible que la radiographie standard pour visualiser les érosions et les
foyers d’ostéite. Il peut aussi guider la ponction. L’IRM montre 1’épanchement en hyperT2 et
la synovite qui se rehausse apres injection de gadolinium. Elle ne permet cependant pas de
distinguer une arthrite infectieuse d’une arthrite inflammatoire. La scintigraphie au
technétium au gallium aux polynucléaires neutrophiles aux anticorps anti granuleux ou le TEP
scan peuvent étre utile dans les infections de prothése mais n’ont pas leur place dans

I’exploration des arthrites septiques (Bowie A et al., 2000).
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Figure 5. Radiographie standard d’un genou avant et apres une atteinte d’une arthrite

(Bowie A et al., 2000).

a : début normale ; b : hyperclart¢ (J8 —10); +/- pincement articulaire ; Erosions et

géodes (irréversible)

1.1.8. Intérét de la biopsie synoviale

L’histologie typique est une synovite aigué trés exsudative avec aspect de bourgeon
charnu ulcération de la couche bordant et présence de nombreux polynucléaires neutrophiles
altérés. Mais apres 2 a 3 semaines les polynucléaires neutrophiles laissent place a des
lymphocytes des plasmocytes et des macrophages et le diagnostic est moins évident. L’étude
bactériologique de la synoviale est utile pour la tuberculose la brucellose ou les infections

mycosiques mais beaucoup moins dans les arthrites purulentes (Amouroux et al., 1981).
1.1.9. Conduite thérapeutique devant une arthrite septique

La survenue d’une arthrite septique est une urgence médicale. La plupart des
recommandations reposent sur des attitudes empiriques fondées sur D’expérience des
praticiens (Boibieux., 1991) (Bernard. L et al., 2003). Néanmoins le traitement d une arthrite

septique comporte plusieurs volets : (figure 6 en Annexe IV)

=
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1- la prise en charge de la douleur qu’il ne faut pas négliger car elle participe au malaise
général et a I’'inconfort du patient. Il ne faut pas employer les anti-inflammatoires non

stéroidiens tant que le diagnostic n’est pas établi.

2- T’antibiothérapie est fondamentale le choix des molécules et de la voie
d’administration s’effectue en fonction de quatre critéres principaux : la bactérie en cause et
son profil de résistance les caractéristiques de 1’antibiogramme le type de l’infection les
caractéristiques du sujet (age, comorbidité, intolérance ou allergies...). (Le Dantec et al.,

1996) (Boibieux., 1991).

3- Le drainage articulaire répond a plusieurs impératifs : mettre en évidence le germe en
cause lors de la phase du diagnostic soulager le patient en diminuant la pression intra
articulaire évacuer le liquide inflammatoire qui participe a la destruction articulaire. Le moyen
du drainage reste discuté (ponctions articulaires itératives guidés ou non par scopie ou
¢chographie ponctions chirurgicales le plus souvent sous arthroscopie). Peu d’études
permettent de choisir objectivement 1’une ou 1’autre technique (Bernard. L et al., 2003).

(Lortat et al, 2004).

4- L’immobilisation et la rééducation : I’immobilisation a un effet bénéfique immédiat
celle-ci en plus de son action antalgique permet d’accélérer la cicatrisation. Son inconvénient
essentiel est 1’enraidissement articulaire. La rééducation avec mobilisation passive
isométrique est entreprise rapidement des que la douleur le permet (Bernard. L ef al., 2003).

(Boibieux., 1991).

1.1.10. Evolution

La mortalité des arthrites septiques reste élevée de 1’ordre de 8 % en moyenne
(Karchevsky et al., 2004). Les facteurs de mauvais pronostic vital sont : un age élevé (> 65
ans). Prés de la moitié des patients ont des séquelles fonctionnelles (Guggenbuhl et al.,

2006).

&
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I.1.11. Critéres de guérison

Il n’existe pas de critere formel. Les critéres de guérison de I’infection ne se congoivent

que par défaut. La guérison est 1’absence de preuve de la récidive... (Piriou et al., 2006).

I.1.12. Séquelles articulaires postinfectieuses

Les principales séquelles des arthrites et ostéoarthrites aprés guérison, sont la raideur et
la douleur. La raideur est li¢e a la fibrose cicatricielle intra- et périarticulaire, plus ou moins
calcifiée, mais peut étre aussi en rapport avec une destruction ostéocartilagineuse. Elle peut
¢galement étre secondaire aux positions vicieuses du membre, secondaires a la destruction
articulaire. La douleur, de méme, peut étre le fait des modifications capsulo-ligamentaires ou

des destructions cartilagineuses (Evrard J. 1978).

I.2.1’agent infectieux : Propionibacterium acnes

1.2.1. Classification

Reégne Bacteria
Embranchement Actinobacteria
Ordre Actinomycetaes
Famille Propionibacteriaceae
Genre Propionibacterium

Nom binominal : Propionibacterium acnes

(Gilchrist, 1900), Douglas et Giinter, 1946

1.2.2. Définition

Le Propionibacterium acnes (PBA) est un bacille gram positif anaérobie, appartenant

a la famille des Propionibacterium spp. C’est un germe commensal de la peau, notamment

&
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dans les régions riches en follicules sébacés, telles que la face, le thorax et les creux axillaires.
Il est également présent sur les muqueuses du systéme respiratoire, digestif, et oculaire

(Brook et al., 1991).

Jusqu’a peu de temps, le PBA ¢était considéré comme un germe peu virulent,
responsables d’infections bénignes ; mais son réle pathogene a clairement ét¢ démontré et est
maintenant reconnu dans de nombreuses infections : endocardites (Mohsen et al., 2011),
(Vanagt et al, 2004), méningites et abceés intracérébraux (Barazi er al, 2003),
(Viraraghavan et al, 2004), endophtalmies et conjonctivites (El-Asrar et al., 2004),
péritonites (Dunkle et al., 1976), infections ORL et pulmonaires (Finegold et al., 1975) mais
¢galement spondylodiscites (Bemer ef al., 2008) et ostéo-arthrites (Chemama., 2009).

En pathologie ostéo-articulaire, les infections a PBA peuvent survenir aussi bien
apres ostéosynthese en pathologie traumatique qu’apres chirurgie prothétique (Lutz et al.,
2005). L’épaule aprés chirurgie de la coiffe ou remplacement prothétique est le siege

privilégié d’infection a PBA (Levy et al., 2008).

1.2.3. Facteurs de virulence
Les facteurs de virulence permettent a P.acnes la dégradation des tissus,

déclenchement d’une inflammation et la capacité d’adaptation au milieu.

Séquencage de génomes :(figure 7)

-Protéines cytotoxiques

Enzymes permettant la phosphorylation oxydative et la respiration anaérobie, marqueurs
responsables de la protection de la cellule contre les effets toxiques de la teneur en oxygeéne
réduite

-hémolysines ou cytotoxines (Camp factor, hémolysine III)

enzymes ou molécules impliquées dans la dégradation des tissus de I’hdte (lipase Geha,
lysophospholipase, hyaluronate lyase, endoglycocéramidase, etc.)

-protéines impliquées dans le métabolisme du fer (HtaA) (Brzuszkiewicz et al., 2011).

=
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Figure 7.Séquencage génomique de Propionibacterium acnes_ (Brzuszkiewicz et al., 2011)

P. acnes porte des composants sur sa surface agissant comme antigenes, qui peuvent :
Déclencher ou médier un processus inflammatoire :
-activation des récepteurs Toll-like (transcription des facteurs NF-kB et STAT3),
-activation de la sécrétion de cytokines par les cellules infectées, comme I'IL-6 ou IL-8
(études du sécrétome)
-présenter des propriétés de cellules adhérentes (adhésine dermatane-sulfate, type 3
protéines de répétition Thrombospondin) et invasives (PAmce et PAp60).
-Variable selon le sérotype (I>1I) (si mutations dans genes)
-Certaines protéines pourraient donc étre :
impliquées dans l'inflammation (cutané, sarcoidose) en conditions limitées en oxygene
essentielles pour I’adhérence aux tissus de la peau ou aux dispositifs médicaux (biofilm)
(Achermann Y et al., 2014).
P.acnes envahissant les cellules épithéliales HEK293T (immunocoloration avec
l'anticorps PAC1) figure 8 (A-F).
Un grand nombre de bactéries (figure 8(A, B, et C)) et aucune ou quelques-unes
(figure 8(D, E et F)) bactéries n'a été observée dans les cellules. Ces observations ont indiqué
que trois isolats (A, B, et C) étaient des souches invasives, et les trois autres isolats non
invasifs (D, E, et F). Le caractére invasif de ces isolats a été confirmé par microscopie

¢lectronique. (Figure 8 (G, H). (Furukawa A et al., 2009).
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Figure 8. Envahissement des cellules épithéliales par Propionibacterium acnes (Furukawa A
et al., 2009)

1.2.4. Caracteres bactériologiques

1.2.4.1. Caractéres morphologiques

Bacilles diphthérimorphes avec parfois des ramifications, immobiles en bouillon et
acapsulés. (Figure 9).

Gram + (Archambaud et al., 2008).
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Figure 9. Développement de Propionibacterium acnes_dans le milieu thioglycollate,
coloration au crystal violet. G x 100 (Archambaud et al., 2008).

1.2.4.2.Caractéres culturaux
Anaérobies, microaérophiles parfois.
Culture lente sur géloses au sang de mouton en 2 a 5 jours pouvant atteindre 15 a
20jours: colonies fines, quelques souches sont fhémolytiques (Figure 10).

Pousse sur milieux sélectifs contenant des antibiotiques (acide nalidixique et colistine)

(Dramis et al., 2008).

/

Figure 10. Colonies de PBA sur gélose au sang (Dramis ez al., 2008).

20
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1.2.4.3. Caractéres enzymatiques et biochimiques
Oxydase -, catalase +.
Indole + (facilement mis en évidence par le DMACA).
Glucose +, saccharose -, maltose -.
Réduction des nitrates, esculine — en anaérobiose.

5 biotypes différents et 2 biovars (Lutz et al., 2005)

1.2.4.4. Diagnostic différentiel
- Avec les genres de bacilles anaérobies a Gram + catalase + indole + nitratase + :
Eggerthella lenta (ex Eubacterium lentum) est sensible au métronidazole en anaérobiose.
Alors que tous les Propionibacterium sont résistants au métronidazole.
- Avec les autres Propionibacterium : (Jousimies et al., 2002)
Dans une infection osseuse a P. acnes : Souvent peu ou pas de perturbation biologique :
Leucocytes, CRP, VS... (= faible virulence et/ ou faible inoculum)
- Descellement aseptique de prothése en l'absence d'arguments cliniques et
microbiologiques pourrait étre li¢ a une infection de bas grade.
Nécessité de prolonger 1’incubation des cultures > 13j (Nelson et al., 2005).
Catalase +
Croissance optimale : anaérobiose
Indole +
Nitratase +
Esculine en anaérobiose -
Saccharose -
Maltose -

B- hémolyse: variable
1.2.5. Sensibilité aux antibiotiques
1.2.5.1. Résistants

- aminosides

- métronidazole (Archambaud et al., 2008).

&
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1.2.5.2. Sensibles
- B-lactamines, la pénicilline G ou I’amoxicilline sont les antibiotiques de premicre

intention.

Dans les infections sévéres, il est recommandé¢ de vérifier la CMI de la pénicilline et/ou
de I'amoxicilline.

- Tétracyclines, macrolides, clindamycine, streptogramines, chloramphénicol,
rifampicine.

- Glycopeptides.

- Fluoroquinolones : intéressantes dans les infections osseuses et les abces cérébraux.

(Archambaud et al., 2008).

1.2.6. Mécanisme de contamination de la plaie opératoire
Les voies de contaminations les plus probables sont :
-Per-opératoire = voie de contamination la plus probable
-Flore cutanée du patient
-Contamination aéroportée (patient ou équipe chirurgicale)
-Persistance sur les surfaces.
-P. acnes retrouvé lors d’une épidémie sur différents supports en salle d’opération
-P. acnes non recherché spécifiquement dans 1’air et sur les surfaces au bloc opératoire
-Lors des prélevements réglementaires.
-Lors d’une épidémie avec utilisation de milieux de culture spécifiques (Berthelot ez

al., 2006).

I.2.7. Identification des protéines immunogenes dans les biofilms

et/ou les phases de croissance planctoniques de P. acnes.

Dans une étude de (Yvonne Achermann et al., 2015) ils ont séparé les protéines de
P.acnes dans la paroi cellulaire / membrane et fractions de protéine du cytosol. Pour trouver
ces protéines qui serviraient d'un candidat de vaccin diagnostique ou potentiel, ils ont visé la
paroi cellulaire / la fraction de la protéine de membrane avec la technique Western blot
utilisant le sérum immunisant d'une culture tibial de l'infection confirmée dans un lapin (post-
défi de quatre semaines). Des taches de protéines immunogenes apparaissant sur au moins

deux taches ont été retranchées et identifiées par la spectrométrie de masse en tandem
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MALDI-TOF (MME/MME). IIs ont trouvé 24 protéines qui étaient immunogenes dans les
biofilms, planctonique, ou dans les deux modes de croissance.

Le tableau 30 en Annexe IV, donne une liste des identités des protéines et fournit la
masse moléculaire, le point isoélectrique, la fonction de la protéine et le modele d'expression

(biofilm, planctonique, ou les deux modes de croissance) de chaque immunogene.

Pour les facteurs bactériens, au sein du biofilm, des réseaux de communications
intercellulaires et des signaux de passage en phase stationnaire de croissance (quiescence) se
mettent alors en place conduisant a la formation de « variants colonies » naines. Ces micro-
colonies peuvent se maintenir de facon prolongée dans la matrice osseuse, a 1’abri des
défenses immunitaires et des antibiotiques. Cet échappement peut aboutir a une infection

subaigué et des rechutes infectieuses (Gotz F. 2002).

1.3. Antibiothérapie

1.3.1. les principes de I’antibiothérapie

Au cours des infections ostéo-articulaires(IOA), 1'antibiothérapie doit étre précoce et
rapidement bactéricide. Elle est d'abord probabiliste dés la réalisation des prélévements
bactériologiques, basée sur la connaissance des bactéries habituellement responsables, puis

adaptée au profil de sensibilité du germe isol¢ et au terrain (Achermann et al, 2014).

1.3.2. Criteres de choix

Les antibiotiques doivent avoir une bonne activité sur les germes présumés
responsables, une diffusion osseuse et articulaire satisfaisante avec une activité conservée et
une bonne tolérance. L’activité des antibiotiques au niveau de 1’os peut €tre altérée par un
ensemble de facteurs physico-chimiques liés au terrain (troubles de la vascularisation locale
au cours d’un diabéte ou d’une artérite), a ’infection (acidose locale, anaérobiose) ou a la
physiologie bactérienne (croissance lente) dont il faut tenir compte (Zeller et al., 2006).

La diffusion osseuse des principaux antibiotiques utilisés dans les IOA figure au

tableau 2. Quelle que soit la molécule, la diffusion est meilleure dans 1’os spongieux et dans
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I’0s infecté en raison d’une meilleure vascularisation (Schurman et al.,1978) (Eshkenazi et
al., 2001).

Tableau 2. Diffusion osseuse des Antibiotiques (Schurman et al.,1978)

Bonne diffusion F11.1-.:.'-mqu..m-:-]m.1.ez. ]JJJ.EIZI‘E-.'-IJ’“;'I.dE'.-.. 1'.fa.1.'|.'|p.:|n:'.|.1e.
3000} acide fusidique, fosforryeme, taicoplanina,
(= ) macrobides, pristmamyeine, metromwdazols
P 5 :

Diffusion movenne Beétalactamines, vancomycine,

(15-30%) cotrimoxazole, phénicolss
?ﬁg;;%ﬂ faible Armmosides, mhibitenrs de B lactamases

* Pourcentage de concentration os/sérum

- L antibiothérapie de premiere intention doit étre basée sur la nature du ou des germes
présumés responsables en fonction du tableau clinique, de I’age et du terrain. Elle sera

orientée par I’examen direct apres coloration de Gram du pus prélevé a partir d’'une ponction

articulaire ou d’un foyer d’ostéite (Figure 11).

*
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Antibiothérapie de premiére intention des infections ostéc-articulaires communautaires a
pyogenes du grand enfant et de I'adulte™
Arthrites ou ostéo-arthrites

l

Ponction articulaire cu de collection

'

Examen direct et culture

T~

Examen direct négatif / Examen direct positif
Oxacilline + gentamicine™* Bacilles a Gram (-) Cocci a Gram (+) Cocci a Gram (+)
l en amas en chainettes ou diplo
Culture l l l
/ \ Cefotaxime ou FOQ™ Oxacilline Amoxicilline
Positive Négative + gentamicine + gentamicine gentamicine

Maodification en fonction

de I'ABG / \ \ l

Début d'amelioration Pas d'amélioration Culture

Clinique et biclogique

(CRP, NFS) a J3 v \
Positive Négative

.

En fonction de 'ABG
Continuer méme traitement FQ + rifampicine (adulte)
OU céfotaxime + fosfomycine (enfant)

Surveillance clinique et
biologique (NFS + CRP)

aJietJi0
/ N

Fas d'ameélioration**** Amelioration
FQ + Rifampicine Méme traitement

OU Ceéfotaxime + Fosfomycine

* Cet algorithme ne tient pas compte des éventuelles indications chirurgicales.

Un avis d'orthopédie est indispensable au début du traitement et au besoin au cours de I'évolution
** En cas de drépanocytose, il faut préférer 'association céfotaxime + gentamicine

*** FQ : Fluoroguinolone. **** Penser aux anaérobies

Figurell. Algorithme de premiere intention des IOA (Eshkenazi et al, 2001).
- L'antibiothérapie initiale doit comporter une association de deux antibiotiques
bactéricides, prescrite a fortes doses et administrée par voie parentérale, tenant compte de la

fonction rénale (Ben Chaabane et al., 2007).
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- La voie orale peut étre d’emblée utilisée, en 1’absence de signes de gravité, avec des
antibiotiques ayant une bonne biodisponibilité orale tels que les fluoroquinolones, 1’acide

fusidique, la rifampicine ou le métronidazole.

-Une monothérapie par voie orale peut étre envisagée apres 2 a 3 semaines de traitement
d'attaque (Zeller et al., 2006).

-L’antibiothérapie de premicre intention peut étre orientée par la nature de la porte

d’entrée : tableau 3 et tableau 4

Tableau 3. Antibiotiques de premicre intention selon la porte d’entrée (Zeller et al., 2006).

Porte d’entrée Antibiotherapie de premiére intention
cutanse oxacilline + gentamicme

urnnaire céfotaxime ou ceftnaxone + gentamicine
Absence de porte - Céfazolne ou cefapirme — gentamicine
d entree - Fluoroquinelone + rifampicine

La tolérance est bonne et la toxicité¢ faible, a condition d’adapter la posologie a
I’4ge, au poids et a la fonction rénale et de surveiller les concentrations réguli¢rement. Les
soins infirmiers sont allégés, si la seringue ou le diffuseur n’est changé qu’une ou deux fois
par jour. Cette technique implique une stabilit¢ du produit pendant 12 a 24 heures
(vancomycine, céfazoline, pipéracilline—tazobactam, céfépime, fosfomycine par exemple).
Pour les perfusions continues d’amoxicilline, d’oxacilline et de cloxacilline, la seringue ou le
diffuseur doivent étre changés toutes les six heures. En ambulatoire, 1’administration en
perfusion continue s’effectue a ’aide de diffuseurs calibrés ou d’une mini-pompe portable ce
qui permet au malade de rentrer chez lui avec une surveillance clinique et biologique

rapprochée (Bernard et al., 2001).

&
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Tableau 4. Infections a bactéries a Gram (+) (streptocoques, entérocoques, bacilles) (Ben
Chaabane et al., 2007).

Antibiothérapie
Relais oral
bactéricide initiale par voie IV

Amoxicilline + gentamicine
(maximum trois semaines) =
Entérocoques | rifampicine ou Amoxicilline + rifampicine ou
Streptocoques | Vancomycine + gentamicine clindamycine (si érythro S)

maximum trois semaines) =+

rifampicine

Clindamycine (si erythro S) ou | Clindamycine ou cefalexine
Anaérobies
céfazoline ou amoxicilline + ou amoxicilline
Gram (+) o
rifampicine (P. acnes, Peptostreptococcus)

+ rifampicine

-Les injections intra-articulaires d’antibiotiques ne sont pas recommandées, compte tenu
de la bonne diffusion synoviale de la majorité des antibiotiques. La pénicilline en intra-

articulaire peut entrainer une synovite réactionnelle (Ben Chaabane et al., 2007).

1.3.3. Principaux facteurs justifiant une association d’antibiotiques

e L’absence de documentation bactériologique dans la majorité des cas
e La gravité initiale du tableau clinique

e Le caractére nosocomial de I’infection

e ’¢éradication plus rapide de l'infection (donnée expérimentale)

e La diminution du risque de rechute (donnée clinique)

.
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e Le risque de sélection de mutants résistants : risque maximal a la phase initiale de

I’infection, 1i¢ a I’'importance de 1’inoculum, a la nature de la bactérie (Ben Chaabane et al.,

2007).

1.3.4. Posologie, voie d’administration et concentrations sériques

souhaitées des antibiotiques dans les infections ostéo-articulaires :

tableau S (Zeller et al., 2005)

Concentrations
Posologie
Nom Rythme et voie sériques
Antibiotique par 24
commercial d’administration souhaitées
heures
(ng/ml)
100-200
Amoxicilline Clamoxyl mg/kg
Oxacilline Bristopen,
cloxacilline Orbénine 100-150 IVSEa 50 pg/ml
Céfazoline Céfacidal mg/kg
Cefotaxime Claforan 100-200 Ou en quatre a six Cmax.b 80 ;
Ceftazidime Fortum mg/kg injections IVL Cmin.c <20
100 mg/kg
. 50-100
Cefepime
mg/kg
Pipéracilline—
Axepime 150-200
tazobactam - o
Tazocilline | mg/kg Quatre a six injections Cmax. 80 ;
Amoxicilline— ) )
" Augmentin || 100 mg/kg | IVL Cmin. <20
acide
' Rocéphine | 30-35 En deux injections IVL
clavulanique ' ] o
Tienam mg/kg Trois a quatre injections || Cmax. 20-30 ;
Ceftriaxone
50-100 IVL Cmin. 1-3
Imipéneme
mg/kg
Vancomycine Vancocine 3040
. . ' 40-60 IVSE _
Teicoplanine Targocid o Cmin. 30-35
mg/kg En deux injections IVL
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12a24 pendant plusieurs jours
mg/kg puis 6 | puis une injection [VL
a 12 mg/kg
o Cmax. 4-6 ;
3 Deux injections IV 30 ‘
Gentamicine Gentalline ) Cmin. <0,5
. ) mg/kg minutes
Tobramycine Nebcine
3 mg/kg
Amikacine Amiklin Cmax. 25-30;
15 mg/kg )
Cmin. <3
- Deux a trois fois per os Cmax. 10 ;
o o oulV Cmin. 6-8
Péfloxacine Péflacine mg Deux 4 trois fois per os )
. . Cmax. 5 ; Cmin.
Ofloxacine Ofloxacine | 400-800 mg || oy IV ;
Ciprofloxacine Ciflox 1500-2000 )
e Cmax. 3 ; Cmin.
mg Deux a trois fois
per os ou IV 2
IVSE
. 68
1800-2400 | Ou en trois a quatre
Clindamycine Dalacine ] Cmax. 15 ;
mg injections IVL ou trois
Cmin. 5
prises
Deux a trois injections
Cmax. 10-15;
Rifampicine Rifadine 20 mg/kg IV 60 minutes ou deux a
Cmin. 1-5
trois prises
Deux a trois
Acide o 1500 | Cmax. 80 ;
Fucidine injections IVL )
fusidique mg o Cmin. 50
Deux a trois prises
IVSE
‘ ‘ 150-200 ) S
Fosfomycine Fosfocine Trois a quatre injections 70-90
mg/kg
IV de 120 minutes
‘ Deux prises Cmax. 20 ;
Linézolide Zyvoxid 1200 mg o )
Deux injections IVL Cmin. 6
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1.3.5. Durée d’administration des antibiotiques

La durée optimale de I’antibiothérapie des infections ostéoarticulaires séveres n’est
pas consensuelle. Elle dépend du site, de la qualité de I’excision chirurgicale et de I’évolution
sous traitement. Elle peut étre trés variable d’un centre a un autre. Les durées de traitement
recommandées selon le type d’infection figurent dans le Tableau 7. Elles sont généralement
plus courtes chez I’enfant. La durée du traitement intraveineux initial est fonction de la
biodisponibilité et de la tolérance digestive des molécules utilisées, et du type d’infection.
Chez les patients inopérables porteurs d’une prothése infectée, ayant une infection due a une
bactérie trés sensible a un antibiotique facile a prendre par voie orale, I'utilisation d’une
antibiothérapie « suppressive » peut €tre administrée a vie (Pioro., 1997) (Goldenberg.,

1998).

Tableau 7 : Durée du traitement antibiotique selon le type d’infection (Pioro., 1997)

Durée du traitement antibiotique selon le type d’infection [38—45]

Type d’infection Durée (semaines)
Arthrite évoluant depuis moins de dix jours® 4-6

Arthrite gonococcique 7—10 jours
Arthrite évoluant depuis plus de dix joursb 6—12
Spondylodiscite 6—-12
Ostéomyelite aigué 4-12

Ostéite chronique 1224

Infection sur protheése articulaire aigué 6—12

Infection sur prothese articulaire chronique 12

* Avant I'installation des Iésions articulaires irréversibles.
b . gs . ;y @ . . . g .
Apres I'installation des lésions articulaires irréversibles.

1.3.6. Surveillance de ’antibiothérapie

La surveillance pendant la totalité du traitement antibiotique est indispensable. Elle
permet de vérifier I’efficacité de celui-ci (régression de la fievre, aspect de I’articulation et de
la cicatrice, fonctionnalité du membre ou de ’articulation, régression du syndrome

inflammatoire, stérilisation des liquides de drainage, dosages antibiotiques). La VS peut rester
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augmentée pendant plusieurs mois sans qu’elle ait une signification péjorative. En revanche,
la CRP doit retrouver des valeurs normales entre quatre a six semaines. La surveillance
concerne également la tolérance clinique (troubles digestifs, accidents allergiques...) et
biologique des antibiotiques sur les examens de routine (NFS, plaquettes, fonction rénale et
hépatique) et sur le dosage de certains antibiotiques. La guérison d’une arthrite aigué ou d’une
spondylodiscite peut généralement étre affirmée dans les trois a six mois suivant 1’infection.
En revanche, dans les infections osseuses et sur prothéses articulaires, il n’existe aucun
parametre biologique qui permet d’affirmer la guérison de I’infection. Elle est fortement
suspectée par I’absence de récidive de I’infection a distance de I’arrét du traitement
antibiotique (Nade S., 2003). Il est donc difficile d’assurer a un patient qu’une infection sur
prothése ou une ostéite chronique est définitivement guérie compte tenu des récidives
observées méme plusieurs années apres une apparente guérison. En revanche, lorsque du
matériel étranger reposé dans un site infecté antérieurement ne provoque aucune reprise de
I’infection apres au moins deux ans de recul, on peut admettre que I’infection a été guérie

(Zeller et al., 2006).

1.4.La thérapie ciblée

1.4.1. Introduction

L'inflammation n'est pas une maladie, mais une conséquence de la maladie,
représentée par la défense du corps (de I'organisme) contre l'infection. La réponse
inflammatoire assure la résolution réussie forme une partie du processus de guérison normal.
Le réglement de cette réponse est centralement contr6lé par la communication axée des
cytokines, qui dirige ’immunité tant innée qu'adaptative (Feldmann., 2002). Dans les
maladies inflammatoires chroniques plus progressives, le cours naturel d'inflammation est
perdu, aboutissant a la progression de la maladie au lieu de la protection. Le traitement réussi
des phénomenes inflammatoires chroniques, est les traitements biologiques qui bloquent
l'activité des cytokines. A savoir que les réponses de cytokines déséquilibrées
proinflammatoires et antiinflammatoires contribuent a I'induction de 1I’autoimmunité,
l'inflammation chronique et la destruction du tissu associé. Ces médicaments aient fourni un

avantage clinique considérable (Simon et al., 2011).
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Le traitement réussi de certaines conditions auto-immunes avec l'anticorps anti-IL-6
(tocilizumab) humanisé (IL-6R) a souligné I'importance clinique des cytokines qui
déclenchent le signal par la sous-unité B-récepteur de la glycoprotéine de 130 (gp130)
(MclInnes et al., 2007).

Des modeles précliniques ont souligné la participation de nombreuses cytokines dans
la pathologie de maladies inflammatoires diverses et des cancers (Hermann et al., 1998)
((Esashi et al., 2009). En conséquence, les cytokines sont devenues des cibles thérapeutiques
majeures pour l'intervention clinique. Par exemple, les MAbs qui ciblent le TNF-a est
maintenant le traitement standard pour des patients avec 1'arthrite inflammatoire chronique et
des thérapies alternatives, qui ciblent d'autres cytokines, apparaissent aussi dans la pratique
clinique ordinaire. Ces agents travaillent par ciblage de la cytokine directement ou en inhibant
I’attachement des cytokines a leurs récepteurs spécifiques sur la surface de cellules. A cet
égard, ils sont congus pour empécher la signalisation des cytokines dans des cellules

(Walmsley et al., 1998), (Moreland et al., 2001). (Sims et al, 2009).

Ce mode fondamental d'action a aussi donné la possibilité de bloquer certaines
cytokines intracellulaires des voies de signalisation avec des petites molécules inhibitrices. Le
deéfi est d'identifier qu’elle est la cytokine ou la molécule de signalisation qui représente la
cible la plus appropriée d'intervention pour un groupe de patient particulier. A cet égard, un
candidat pharmaceutique a besoin de bloquer un nombre suffisamment large de processus
pathologiques associés a la maladie mais devrait aussi conférer un impact minimal sur des
mesures de sécurité, comme l'incidence d'infection, le risque cardiovasculaire et la

malfaisance (Simon et al, 2011).
1.4.2. Thérapies de premiére ligne pour I’inflammation chronique

Les médicaments biologiques, y compris les agents anti-TNF- a (par exemple, la
neutralisation par des anticorps anti-TNF- a infliximab, adalimumab, golimumab et
certolizumab ou la protéine soluble de fusion Fc TNF-R2 etanercept), sont largement
utilisées, qui réduisent I'inflammation. Le succes clinique de ces agents a mené a un intérét de
recherche significatif dans le contrdle du traitement et de la signalisation de TNF- a
(Kishimoto., 2010). On a donné¢ moins d'attention aux cytokines que le signal par la voie
JAK/STAT. Cependant, les cytokines dont le signal via cette voie (par exemple, IFN- y, GM-

CSF, IL-6) sont devenues de plus en plus liés avec la pathogénie des maladies inflammatoires
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chroniques et le cancer. Les médicaments biologiques actuels ciblent ces cytokines (par
exemple, ’IL-6R bloqué par le tocilizumab) et les petites molécules sélectives inhibitrices de
la voie JAK (par exemple, tofacitinib, ruxolitinib) montrent aussi une phase favorable

efficace sur des patients avec la polyarthrite rhumatoide (Melton et al., 2008).

Avec cette augmentation du nombre d'interventions biologiques entrant les aspects
cliniques, il est devenu de plus en plus important de comprendre comment les voies des
cytokines spécifiques interférent avec le processus inflammatoire pour avoir des effets sur la

maladie (Simon et al, 2011).

1.4.3. La composition des récepteurs pour les cytokines de signalisation

via la sous unité p du gp130

La gp130 (aussi connu comme CD130) est exprimée dans presque tous les organes,
y compris le cceur, le rein, la rate, le foie, le poumon, le placenta et le cerveau (Yoshida K et
al., 1996). Bien qu'initialement identifiée comme La sous-unité du complexe IL-6R, la gp130
transmet aussi des signaux pour IL-11, IL-27, I'oncostatin-m (OSM), le facteur neurotrophic
ciliaire (CNTF), cardiotrophin-1 (CT-1), le facteur inhibiteur de la leucémie (LIF) et la
cytokine cardiotrophinlike (CLC) (Pflanz et al., 2004) (Baumann et al., 1991).

L'IL-6R fonctionne comme une protéine membranaire attachée, qui est exprimée par les
hépatocytes et par certaines cellules inflammatoires, et une forme soluble (sIL-6R), qui est
aisément détectée dans la circulation et aux sites d'inflammation (Rose-John et al., 1994)

(Rose-John et al, 2006).

1.4.4. Les mécanismes de signalisation d'IL-6R

La premiere étape du processus de transduction de I’IL-6 débute par la liaison de la
cytokine a sa sous-unité réceptrice spécifique (IL-6R) qui peut étre soit fixée a la surface des
cellules soit sous forme soluble. Ces deux molécules s’associent ensuite a la sous-unité
membranaire gpl30 pour former un complexe de haute affinité. Des études biochimiques
suggerent la formation subséquente d’un super-complexe hexamérique composé de deux

molécules d’IL-6, d’IL-6R et de la gpl30. Ce complexe ne possede pas de propriété
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catalytique et la gp130 recrute au préalable des enzymes tyrosine-kinases dont le role est de
transmettre 1’information fournie par I’IL6 a I’intérieur de la cellule en phosphorylant des
protéines effectrices. En effet, trois membres de la famille des Janus kinases, JAK1, JAK2 et
TYK2, sont étroitement liés a la gp130 et sont rapidement activés en présence d’IL-6. Les
JAK ajoutent des phosphates aux résidus tyrosine de la portion cytoplasmique de la gp130, ce
qui permet le recrutement et la phosphorylation d’au moins deux facteurs de transcription
(STAT1, STAT3) et d’une protéine tyrosine-phosphatase (SHP-2). Ainsi activées, les STAT
se combinent via leur domaine SH2 pour former des homodimeéres qui sont transportés dans le
noyau pour moduler ’activité transcriptionnelle de différents génes. Par ailleurs, la protéine
SHP-2 déclenche une cascade d’éveénements qui stimule la protéine membranaire Ras, ce qui
mene a Dactivation des MAP kinases ERK-1 et ERK-2. Il existe au moins deux voies
possibles reliant SHP-2 et Ras, 1’une utilisant la protéine adaptatrice Gabl, qui est associée a
la phosphatidylinositol-3 kinase, et I’autre le complexe Grb2-Sos. Les MAP-kinases ainsi
activées induisent a leur tour [’activation de protéines nucléaires, dont le facteur de
transcription NF-IL-6. Il existe au moins deux mécanismes moléculaires qui permettent de
restreindre ’action de I’'IL-6. Le premier implique I’internalisation du complexe formé par
I’IL-6 et ses sous-unités réceptrices, et sa dégradation subséquente par des enzymes
protéolytiques. Ce processus ne requiert pas l’activation des JAK et se traduit par une
diminution du nombre de récepteurs a la surface des cellules. Au contraire, le deuxiéme
mécanisme nécessite 1’activation des voies de signalisation et la production de nouvelle
famille de protéines inhibitrices. Leur role consiste a empécher la phosphorylation des
facteurs de transcription STAT et I’activation de la voie des MAP-kinases en s’associant au
domaine catalytique des JAK. Quatre de ces protéines de rétroaction négative ont été
identifiées dans le cytoplasme de différentes cellules traitées avec 1I’'IL-6 : SOCS-1, SOCS-2,
SOCS-3 et CIS. Quatre protéines (SOCS-4 a 7) ont par ailleurs été clonées récemment et font
partie de cette nouvelle famille de facteurs de réponse précoce induits par les cytokines, dont
le role est de réprimer leurs voies de signalisation (Jiirgen ef al., 2011) ((Hunter C et al.,

2015).
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Figure 12. Deux voies distinctes de signalisation de I’'IL6

1.4.5. L’IL6 controle les cellules B et Pimmunité humorale

L’IL6 controle la survie, I’expansion de la population et la maturation des cellules B et
des plasmablastes. Par exemple, la régulation du facteur de la transcription Blimp-1 par
STATS3 est attachée a la sécrétion des anticorps et associée avec les cellules plasmatiques a
grande longévité qui produisent des quantités importantes d’immunoglobulines. L’IL6
contrdle aussi I’expression de I’IL21 dans les cellules T, et ’activation de STAT3 par 141L6 et
I’IL21 améliore I’expression de Bcl-6 et la génération des cellules Try. Les activités de
Blimp-1 et de Bcl-6 neutralisent I’une a ’autre, et cette relation réciproque affecte la
différenciation et la fonction des lymphocytes. L activation innée des cellules B par des
récepteurs Toll- like controlent aussi la production d’IL6 par des cellules B, et ’IL6 en
association avec IL- 1B fournie les signaux d’engagement nécessaires pour la génération de la
régulation des cellules B sécrétrices d’IL10, cellules régulatrices B, IgG1, immunoglobine G1

(Hunter C et al., 2015).
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Figure 13. IL6 controle les cellules B et I’immunité humorale

1.4.6. Effets de I’IL6 dans les activités des cellules T

L’IL-6 dirige la prolifération, la survie et I'engagement de cellules T et module leur
production de cytokine effectrice. Le second rdle d'IL-6 est dans le maintien de réponses
cellulaires T (par exemple, la direction de la prolifération et de la survie de TH1 ou des

cellules TH2).

Le rdle critique de I’IL-6 est critique dans le développement de populations d'effecteurs
définies (par exemple, le TH17, TH22 et les sous-ensembles TFH des cellules T helper) ou
leur inhibition (par exemple, des cellules Treg). L’IL-6 régle aussi l'infiltration cellulaire T en
controlant I'expression de récepteurs chemokine, et I’IL-6 trans- signal agissant sur des tissus
stromals regle plusieurs chemokines inflammatoires responsables du recrutement des cellules
T. L'expression d’IL-6R apparentée est associée principalement avec les cellules T mémoires
naives ou les cellules T centrales qui expriment CCR7 et CD62L. L’activation du récepteur
de I’antigéne des cellules T promeut la perte du récepteur d’IL6 et sera accompagner par la

perte de I’activité STAT1 mediée par I’IL6.

La présence d’IL2 empéche la présentation d’IL-6R sur la surface des cellules T. Ce ci
suggere que 1’activation des cellules T mene a une altération dans la responsivité des cellules
T a ’IL6 et un switch depuis le signal classique au signal trans. L’IL6 modifie aussi les

caractéristiques d’effecteurs des populations cellulaires T définies. Par exemple, signalant

\J
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l'interaction entre IL-27 et IL-6 (impliquant l'activation de STATI1 et STAT3) promeut la
sécrétion d'IL-10 par l'effecteur défini des sous-ensembles cellulaires T. De méme I’'IL-6
contribue aussi a l'acquisition de l'expression de T-bet or RORyt par les populations
cellulaires inductibles Treg. Fas, Les récepteurs de surface cellulaire (CD95), Bcl-xL, anti
apoptotique facteur; TNF, facteur de nécrose de tumeur; anti-CD3, anticorps a la protéine de
signalisation invariable CD3; anti-CD28, anticorps au corécepteur CD28. DP renvoie a des

cellules T CD4 + exprimant IFN et IL-10, IL-4 et IL-10, ou de I’IL-17 et IL-10.
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Figure 14. Effet de I’IL6 sur les activités des cellules T

1.4.7. Les modes de blocage d'IL-6 thérapeutique

L’IL-6 est considérée traditionnellement comme un régulateur de réponses
inflammatoires des phases aigués et un facteur stimulateur des lymphocytes (Heinrich et al.,
2003). Cependant, cette cytokine controle aussi des fonctions homéostatiques, y compris le
réglement de métabolisme du glucose (Wunderlich et al., 2010), (Matthews et al., 2010) et
l'axe hypothalamo-hypophysaire surrénalien (Chesnokova et al., 2002). Le controle de ces

activités est devenu une considération importante pour des interventions basées sur 1’IL-6.
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Durant une phase inflammatoire, I’IL-6 est fortement exprimée et peuvent atteindre 1-5g/ml

(Waage et al., 1998) (Simon et al, 2011) .
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Figure 15. Les cibles thérapeutiques de I’IL6 et son récepteur

FE999301

(a) Une variété¢ de médicaments qui bloque les voies de 1’IL6 sont en tests précliniques,

le développement d’essai clinique ou la pratique clinique ordinaire. Les médicaments qui

ciblent I'IL6 et I’'IL6R durant le signal classique du récepteur IL6 (bleu) ou le signal trans

(orange) et une petite molécule agent qui inhibe des molécules du signal intracellulaire sont

inscrits le long de la marge. Les anticorps monoclonaux qui lient IL-6 ou son récepteur

montrent un haut degré de spécificité pour IL-6, tandis que les inhibiteurs de signalisation

intracellulaire affectent aussi d'autres voies servis d'intermédiaire de cytokine d'autres qu'IL-6.

(b) Les anticorps inhibiteurs qui lient IL-6, IL-6R ou la cible de la gp130 ont défini des

régions epitope et montrer les modes distincts d'action. Les agents inhibiteurs qui lient IL-6

I'un ou l'autre bloque I'attache d'IL-6 a IL-6R (le site 1) ou interférent avec le complexe de

récepteur entierement fonctionnel en bloquant 1'interaction avec gp130 (le site 2 ou le site 3).
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L'action de ces anticorps rapporte des différences dans l'efficacité et la pharmacocinétique.
Les inhibiteurs de site 1 causent des augmentations plus prononcées de montants d'IL-6
systémiques que font les inhibiteurs d'IL-6 qui lient le site 2 ou le site 3. Le Bleu indique les
agents de blocage qui empéchent l'attache d'IL-6 au complexe IL-6R membranaire (la
signalisation de récepteur IL-6 classique); 1'orange indique ceux qui interférent avec I'attache
de sgp130 au complexe IL-6-IL-6R soluble (IL-6 trans-signalant), tel que la version Fc-
linked de sgpl130 (FE999301). (¢) La structure de I'I[L6R, montrant des sites de son
interactions avec I’IL6 et la gp 130 ; des agents inhibiteurs bloquent ses interaction sont en

listes (droite). (Hunter C et al., 2015).

1.4.8. Role de la gp130 dans la signalisation de la maladie

La molécule de signalisation centrale activée par la gp130 est le facteur de transcription
latent STAT3, qui est phosphorylée par des protéines JAK constitutivement attachées a la
partie cytoplasmique de la gp130 (Akira., 2000). Des études ont démontré que la STAT3 est

un composant intégral de développement, de l'inflammation et du cancer (Welte et al., 2003).

L'efficacité clinique de tocilizumab suggere que la signalisation IL-6/ STAT3 contribue
activement a la pathologie des troubles auto-immuns, y compris la polyarthrite rhumatoide
(MclInnes et al., 2007). La STAT3 activé est détectée a de hauts niveaux dans des tissus
malades comme des biopsies synoviales des patients avec la polyarthrite rhumatoide. Dans les
modeles d'arthrite, les niveaux de STAT3 activée est rapidement augmentée apres 1'induction
de la maladie et localisé dans l'alignement de la synovial et les cellules T CD3 +. En effet, la
stimulation de la STAT3 via IL-6/SIL-6R déclenche une hyperplasia synoviale, 1'érosion
osseuse, le recrutement des leucocytes dirigé par les chemokines et le maintien des cellules

effectrices dans I'articulation enflammée (Simon et al., 2011).

1.4.9. Le tocilizumab (Ro-Actemra®)

Ce médicament est le premier anticorps monoclonal inhibiteur du récepteur de 1’1L-6.
Prescrit a la posologie de 4 a 8mg/kg toutes les quatre semaines par voie intraveineuse, il a
prouvé son efficacité en terme de réponse clinique et de moindre progression radiographique

dans cinq études de phase III en Europe et aux Etats-Unis réunissant plus de 4200 patients,
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aussi bien chez les patients non traités auparavant par des biothérapies, que chez les patients
en échec aprés un ou plusieurs traitements par un anti-TNFo . Son efficacité parait plus
marquée dans les formes récentes de la maladie. Un risque moindre d’infections et de
lymphomes (par rapport aux anti-TNFa) observé dans les essais cliniques doit étre vérifié par
d’autres études et une plus longue durée d’observation. La Commission européenne a accordé
I’AMM du tocilizumab en janvier 2009 pour le traitement de la PR active, modérée a sévere,
chez les patients adultes qui ont présenté soit une réponse inadéquate, soit une intolérance a
un précédent traitement par un ou plusieurs traitements de fond ou par un ou plusieurs anti-
TNFa. Chez ces patients, le tocilizumab peut étre utilisé en monothérapie en cas d’intolérance

au MTX ou lorsque la poursuite du traitement par MTX est inadaptée (Carli et al., 2009).

Le tocilizumab se lie de fagon compétitive a sIL-6Ra (sous-unité a du récepteur soluble
a I’IL-6) et a mIL-6Ra (sous-unité o du récepteur membranaire) et empéche ainsi la fixation

de I’'IL-6 a son récepteur (Moulis. G et al., 2011) (Figure 16).
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Figure 16. Mode d’action de Tocilizumab (Moulis. G et al., 2011)
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I1. Matériel et méthodes
II.1. MATERIEL BIOLOGIQUE
I1.1.1. Notre modéle expérimental : le lapin néozélandais
Nom scientifique : Oryctolagus cuniculus (lapin européen).
Régime : herbivore.
Embranchement : Vertébrés

e classe : Mammiféres
o super-ordre : Glires
= ordre : Lagomorphes
= famille : Léporidés
= genre : Oryctolagus

= espece : Oryctolagus cuniculus

Pour notre étude, nous avons pris comme mode¢le le lapin néozélandais, (Figure 17).

(Original, 2016)

Figure 17. Les lapins néozélandais séparés individuellement dans des cages en Inox

s



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Il est utilis¢ comme mode¢le d’investigation pour les études pharmacologiques parce

qu’il possede plusieurs avantages remarquées par la science) :

e prolifique

o petite taille (mais plus grand que les souris et les rats, ce qui est plus pratique pour les
manipulations trop délicates)

e pouvoir étre ¢levé dans des conditions maitrisées (en laboratoire)

e bonne réponse immunologique

e trés sensible aux agents tératogenes (ce qui permet d’observer sa réaction qui est tres

proche de celle de I’étre humain).

En effet, ce modele animal convient relativement bien, car il est phylogénétiquement
plus proche de I’homme. Sa manipulation est facile, et sa taille permet d’obtenir facilement

des échantillons tissulaires, sanguins et de produire des anti sérums (lebas et al., 2009).

Dans notre étude on a utilisé des lapins néozélandais dont les caractéristiques et les
conditions d’hébergement sont présentées dans les tableaux 7 et 8

Tableau 7. Caractéristiques et conditions de 1’hébergement des animaux de I’expérimentation

Animaux Lapins néozélandais

référence Lapins Albinos d’origine Swiss importés
d’IFFA- CREDO (Lyon)

Effectif 36

Poids 2-3Kg

Nourriture Alimentation granulée O.N.A.B

boisson Eau de robinet (eau potable) sur un systéme

d’abreuvement (circuit fermé)

Température 20 +2°C
Humidité 50+ 10%
éclairage 16 heures
Elevage Antibiotical- SAIDAL- Médea

(Original, 2016)
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Tableau 8. Composition de I’alimentation granulée des lapins
Ingrédients Quantité en %
Matiere végétale 16.7
Glucides 49.80
Protéines 23.50
Lipides 5.00
Compléments minéraux et vitaminiques 5.70
(O.N.A.B, 2016)

I1.2. MATERIEL NON BIOLOGIQUE

Appareillage, verrerie, réactifs...etc sont présentés sur le tableau 9 en Annexe I.

I1.3. MISE EN (EUVRE EXPERIMENTALE

I1.3.1. conditionnement des animaux au laboratoire

Utiliser des lapins adultes sains, males nourris suivant un régime complet, équilibré et exempt

d’antibiotiques.

Avant d’entamer I’expérience les lapins doivent avoir séjourné deux semaines
d’acclimatation, au niveau du stabularium, afin de s’adapter aux conditions d’habitat et aux
manipulateurs (température, hygrométrie, éclairement, nycthémere, absence de stress...etc)

pour éviter que ces derniers soient des facteurs de variation dans notre étude.

N.B : Les animaux sont placés dans des cages individuelles en INOX (Figurel7) équipées

de:

v Une mangeoire en inox
v Une tétine qui permet a I’animal de prendre I’eau potable depuis le systeme

d’abreuvement.
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I1.3.2. Répartition des lots

On a administré la PBA a un effectif de 40 lapins males dont seulement 30 lapins ont

développé la maladie donc :
Un effectif total de 36 lapins males est réparti sur 06 lots de 06 lapins comme suit :

Un lot 1 : témoin qui ne regoit aucune injection durant 30 jours (contréle négatif)

Un lot 2 : recoit une injection de PBA pour induire une AS jusqu’a 30 jours.

Un lot 3 : témoin qui recoit une injection de PBA sur un intervalle de temps de deux
mois sans procéder a un traitement médical.

Un lot 4 : recoit une injection de PBA sur un intervalle de temps d’un mois et il sera
traité par une antibiothérapie de 30 jours.

Un lot 5 : témoin qui recoit une injection de PBA sur un intervalle de temps d’un mois
et il sera traité par une antibiothérapie de 30 jours jusqu’au 60°™ jour sans traitement
biologique.

Un lot 6 : recoit une injection de PBA sur un intervalle de temps d’un mois et il sera

traité par une antibiothérapie de 30 jours puis traité par un traitement biologique au

60°™ jour, d’une durée totale de 90 jours.

I1.3.3. Préparation de I’inoculum de PBA a administré

Nous avons utilisé pour I’induction de I’arthrite septique une souche bactérienne de

Propionibacterium acnes ATCC 11827.

* La manipulation doit étre faite sous un poste PCM en respectant les conditions
d’asepsie (Figure 18 a).

* Le port de gants stériles en latex est obligatoire.

* Une suspension fraiche de P. acnes était préparée a partir d’une culture bactérienne
stockée a -80°C dans le glycerol a 20% au niveau du laboratoire microbiologie,
Antibiotical- SAIDAL- Médéa.

* Les tubes de bouillon TGY sont mis au bain marie a une température de 100°C avant
d’étre ensemences.

* L’inoculum a été préparé en ensemencant des tubes de 10ml de bouillon TGY (Institut

Pasteur- Alger).

*



Incuber la culture a 37°C pendant 5jours dans la chambre a gaz anaérobie.

Un trouble visible se développera au niveau des tubes TGY apres la durée
d’incubation.

Répartir ’inoculum dans des petits flacons de S5ml fermés avec des bouchons stériles.
Encapsuler les flacons pour un bon usage de 1’inoculum.

Ensemencer des boites de pétri contenant la gélose au sang frais a partir de la culture
bactérienne citée ci-dessus sur le bouillon TGY.

Mettez les boites ensemencées dans des sacs d’anaérobiose GENbag (biomérieux)
sous CO; et incubez a 37°C pendant 5jours.

Il y’aura un développement des colonies fines sur les boites ensemencées (figure

18b).

(Original, 2016)

Figurel8.a. Préparation de I’inoculum de Propionibacterium acnes

Original, 2016)

Figure 18.b. Colonies de Propionibacterium acnes sur gélose au sang

Chapitre 11 Matériel et Méthodes
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I1.3.4. Induction de ’arthrite septique chez les animaux

Deux injections de PBA sont administrées aux lapins par voie intra- articulaire, a raison
de 140pg/20ul, dans la méme articulation dans le jour 0 et le jour 30 jusqu’a la fin de
I’expérimentation ou les animaux seront autopsiés et les articulations radiographiées

(Trimble et al., 1987), (Olney et al., 1987) (Figure 19).

Les lapins de D’expérimentation ont ¢été anesthésiés avant 1’administration de

I’inoculum de P. acnes au niveau de ’articulation.

Une injection intra- articulaire de 1’inoculum de P acnes a 2 x 108 préparée comme
décrit dans le paragraphe précédent, a 1’aide d’une seringue injectable apyrogeéne de Sml, au
niveau du genou gauche de chaque lapin du test a raison de 0.1ml/ Kg (Furustrand Tafin et

al., 2012), (Furustrand Tafin et al, 2013).

Les animaux ont été rendus a leurs cages respectivement apres induction de la maladie.

(Original, 2016)

Figure 19. Induction de I’arthrite septique au niveau des articulations

I1.3.5. Préparation des doses du traitement antibiotique

Dans notre étude, nous choisissons, une antibiothérapie par injection de Clamoxypen®
1g/ 200mg (Amoxicilline sodique et Clavulanate de potassium (DCI)), a raison de 0.03g/ Kg,
six fois par jour, d’au minimum un mois efficace sur le germe (PBA) responsable de

I’infection.
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L’injection de Clamoxypen ®1g/ 200 mg (SAIDAL) se fait dans la veine marginale de

I’oreille de chaque animal de I’essai préalablement désinfectée a 1’alcool chirurgical (figure
20).

(Original, 2016)

Figure 20. Administration de I’antibiotique par une injection intraveineuse

Le traitement intraveineux est toujours suivi d’un relais per os pour atteindre une durée
totale de minimum 14 a 21 jours (maximum 42 jours) (Faust et al., 2012) (Sanferd et al.,

2012).

Apres un traitement intraveineux, de 14 jours, un traitement par voie orale avec
Augmentin® 1g/ 125mg (gsk) a raison de sera administré aux lapins traités durant 14jours

(Figure 21).

La dilution des médicaments en poudre se fait dans des béchers en verre avec de I’eau

distillée stérile en quantité appropriée.
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(Original, 2016)

Figure 21. Préparation du traitement antibiotique

La mise en route d’un tel traitement justifie d’une surveillance clinique rapprochée
(intolérance, allergie) et d’une surveillance biologique (hémogramme, créatininémie,

transaminases, VS) hebdomadaire (Boibieux André., 1991).

La biologie, VS et CRP ne sont des critéres utiles que lorsqu’elles sont anormalement
¢levées initialement : elles doivent alors impérativement étre normalisées avant 1’arrét des

antibiotiques (Choutet P., 1995).
I1.3.6. Préparation du traitement de la thérapie ciblée

Chaque mL de solution stérile concentrée pour perfusion intraveineuse contient 20 mg de
tocilizumab. Ce dernier appartient a la classe des médicaments appelés modificateurs de la

réponse biologique ou inhibiteurs du récepteur de l'interleukine.

La dose intraveineuse de tocilizumab® recommandée pour les adultes est basée sur le poids
corporel. La dose initiale habituelle est 4 milligrammes (mg) par kilogramme (kg) de poids

corporel.

On a administré I’ Actemra® aux lapins traités par perfusion intraveineuse (IV) 1 fois sur

une période d'environ 1 heure (Figure 22).
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(Original, 2016)

Figure 22. Administration de I’ Actemra® au niveau de la veine marginale de ’oreille du
lapin par perfusion sanguine

IL.4. Expérimentation in vitro
I1.4.1. Techniques opératoires

11.4.1.1. Controéle du poids corporel

Afin de contréler I’évolution du poids corporel, les animaux sont pesés réguliérement
de facon hebdomadaire, durant toute la durée de 1’expérimentation, a 1’aide d’une balance

pour la pesée des animaux (Figure 23).
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(Original, 2016)

Figure 23. Pesée des animaux

11.4.1.2. Prélévement des échantillons

" Prélévement sanguin pour les dosages plasmatiques

Pour I’analyse des parameétres biochimiques, des prélévements sanguins sont effectués
mensuellement sur I’animal vigile par des ponctions au niveau de I’artére auriculaire, a 1’aide
d’une seringue injectable apyrogene de Sml de volume (Figure 24). Le sang est prélevé dans
des tubes citraté a 3.2% pour I’évaluation de la VS, des tubes EDTA pour le dosage
hématologique, des tubes héparines pour le dosage biochimique et dans des tubes secs pour
I’évaluation de la CRP, dosage des NO, EPO...etc. Apres centrifugation, les sérums et

plasmas sont récupérés et conservés a -80°C afin de doser les différents parametres.
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(Originaux, 2016)

Figure 24. Etapes de prélévement sanguin chez le lapin

-Afin d’immobiliser les lapins, pour un éventuel prélévement, ces derniers étaient mises dans

des boites de contention (Figure 24.a).

-Au moment du prélevement, I’oreille du lapin est désinfectée avec un coton imbibé d’alcool
chirurgical en tapotant doucement sur I’artére auriculaire. Cette derniére se gonflera

légérement et deviendra bien visible.

-Insérez doucement une aiguille d’une seringue stérile de Sml au niveau de I’artére (Figure

24.b) et aspirez le sang (Figure 24.c).

-Retirez la seringue contenant le sang prélevé et remplissez les tubes de prélevement.
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-Mettez un coton stérile sec en appuyant sur la ponction puis mettez un clapet stérile pour ne

pas laisser le sang coulé.

Des prélevements du liquide synovial au niveau des articulations a été effectué sur des
tubes héparinés pour la recherche des paramétres inflammatoires (FNS, CRP et VS) et

hémocultures (Rouiller et al., 2010).

Transport des échantillons au laboratoire

Les échantillons de sang prélevés sont mis dans une glaciere afin de les transportés vers
le laboratoire d’analyse médical (laboratoire centrale d’analyse médical CHU Berouagia-

Médea).

N.B: la VS et la CRP ¢étaient évalué durant toute la période de I’expérimentation au
niveau du département Pharmacotoxicologie- Site de production- Antibiotical- SAIDAL-

Médea.

Les articulations prélevés sont mis dans des flacons en verre contenant du formol 10%
et transportés au niveau du service anapathologie (laboratoire centrale d’analyse médical

hopital Mohamed Boudiaf- Médéa).

Prélévement des articulations

Apres la durée de I’expérimentation, les animaux sont sacrifiés par une injection du
T61 par Voie intraveineuse ou intracardiaque : 0,3 ml de solution par kg de poids corporel.
(Figure 25en Annexe III). Pour I’étude histopathologique des articulations, les genoux des
lapins sont prélevés puis fixés dans le formol 10%, (Figures 26, 27 en Annexe III) pour la

réalisation des coupes histologiques.
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I1.4.2. Techniques analytiques

I1.4.2.1.Mesure des marqueurs biologiques de I’inflammation
> Vitesse de sédimentation VS
La méthode de référence est la méthode de Westergren.
- Le prélévement est effectué de préférence le matin a jeun.
- Le sang est recueilli dans un tube avec anticoagulant soit 0,4 ml de solution de citrate + 1,6
ml de sang (en quantité suffisante).
Il est important d'agiter doucement le tube, immédiatement aprés le prélévement afin de bien

mélanger le citrate et le sang.

- Le sang citraté est ensuite aspiré¢ dans un tube de Westergren, jusqu'a la graduation 0 (si

possible a 'aide d'une poire ou d'un tube en caoutchouc pour éviter d'avaler du sang).
- Le tube est ensuite fixé au support, bien verticalement (Figure 28).

La base du support doit étre horizontale et disposée dans un lieu a l'abri de la chaleur.
- Le tube est laissé ainsi pendant une heure.

Pendant le temps de sédimentation, il est important d'éviter les chocs et les vibrations

(centrifugeuse de paillasse...).

- Apres une heure, noter en millimétres, la hauteur du plasma surnageant, a partir de la

graduation zéro.

La mesure de la VS peut s'effectuer apres une heure et deux heures de sédimentation.
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(Original, 2016)

Figure 28. Mesure de la vitesse de sédimentation (VS)

N.B : En pratique, la mesure de la premicre heure est suffisante. La mesure de la deuxiéme

heure peut cependant permettre de rétablir une erreur de lecture de la premiere heure.

> Protéine Réactive C- CRP

Principe du test

Les particules de CRP-Latex sont recouvertes d’anticorps anti-CRP humaine. Le
réactif CRP-latex est standardisé pour détecter des taux de CRP dans le sérum aux environs de
6 mg/L, taux considéré comme étant la plus petite concentration ayant une signification
clinique.

Le mélange du réactif latex avec le sérum contenant la CRP conduit a une réaction
antigene-anticorps qui se traduit par une agglutination facilement visible dans les 2 minutes.

La présence ou I’absence d’agglutination visible indique la présence ou 1’absence de
CRP dans le spécimen.

Le sérum fraichement prélevé (par centrifugation de sang coagulé).

Le sérum peut étre stocké a 2-8°C pendant au maximum 72 heures.

Pour une conservation prolongée, congeler le spécimen a -20°C au maximum 6 mois

(une fois seulement).
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Ne pas utiliser de sérum hémolysé, lipémique ou contaming.

Mode opératoire (technique manuelle) Méthode qualitative

1. Ramener chacun des composants a température ambiante.

2. Déposer une goutte de contrdle négatif sur un cercle de la lame.

3. Déposer une goutte de controle positif sur un cercle de la lame.

4. A l’aide d’une pipette a usage unique fournie, déposer une goutte de spécimen(s) sur un
autre cercle de la lame de test.

5. Remettre en suspension par retournements le Réactif Latex.

6. Ajouter une goutte de Réactif Latex a coté de chacune des gouttes de contrdles et
spécimen(s).

7. Mélanger a I’aide d’une pipette a usage unique et répartir le mélange sur la totalité¢ de la
surface du cercle de test (Figure 29).

8. Balancer doucement la lame pendant 2 minutes et observer 1’agglutination dans les cercles
de test. Ne pas prolonger I’incubation au deld de 2 minutes pour éviter les phénomenes
d’évaporation pouvant conduire a une erreur d’interprétation (faux positifs).

9. A la fin du test, rincer la lame a 1’eau déminéralisée et sécher a I’air (Yamamoto et al.,

1993).

Méthode semi- quantitative
Le test semi-quantitatif peut étre effectu¢ selon le méme mode opératoire que le test
qualitatif en réalisant des dilutions du spécimen dans NaCl 9 g/ comme suit : (Vaishnavi et

al., 2014)

-Préparer les dilutions dans des tubes a essais:

-Les échantillons avec la présence de fibrine devraient étre centrifugés avant le test.
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&

(Original, 2016)

Figure 29. Réactifs de recherche de la CRP : Réactif CRP- Control+ - Control-

11.4.2.2. Les examens biologiques

- Apres étiquetage et prélévement, les échantillons de sang et ceux du liquide synovial, du
jour méme, prélevés sur EDTA et destinés a I'examen de FNS ou Hémogramme, sont

collectés.
- Puis on passe tous les échantillons a 1'automate hématologique.

» les parameétres biochimiques recherchés dans le liquide synovial sont :

Le taux de glucose (GLY), le taux total des protéines, le nombre des lymphocytes et le
nombre des neutrophiles. Ces analyses étaient effectuées au niveau du CHU Frantz Fanon-
Blida.
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e Dosage du glucose dans le liquide articulaire

Le dosage du glucose sanguin est réalisé par une méthode colorimétrique enzymatique

a la glucose oxydase selon les réactions suivantes :

Glucose oxydase
Glucose + 02

Peroxydase

2H202 + Phénol+ 4-Amino-antipyrine

Dans des tubes a hémolyse jetable, on applique le protocole de dosage indiqué dans le tableau

suivant :

Tableau 10. Protocole de dosage des solutions réactionnelles (dosage du glucose)

» Acide gluconique + H2

» Quinonéimine + 4H20

Blanc Etalon Echantillon
Réactif 2 ml 2 ml 2 ml
Etalon - 20 ul -
Echantillon - - 20 ul

» Agitation et incubation des tubes pendant 5 minutes a 37°C au bain-marie.

» La lecture est effectuée au spectrophotomeétre, a une longueur d’onde A = 500 nm :

- Réglage du zéro de I’appareil avec de I’eau distillée

- Lire I’absorbance (A) de 1’étalon puis de 1’échantillon

e Méthode de calcul

La concentration C de glucose dans le sérum est obtenue a partir de la relation suivante :

C glucose = (A Echantillon / A Etalon) x n

A = absorbance

n = concentration de 1’’étalon

n = 100mg/dl

n=1g/l

n=15,56 mmol

.
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» Les paramétres hématologiques: FNS (formule de numération sanguine)

recherchés sont :

La numération globulaire (érythrocytes (GR) et leucocytes (GB) plaquettes (PLA),
I’hématocrite (HTE), le taux d’hémoglobine (HGB), 1’équilibre leucocytaire (lymphocytes
(LYM), monocytes (MON) et granulocytes (GRA)). Ces analyses étaient effectuées sur
AUTOMATE (Médonic CA 260) (Figure 37 en Annexe III) au niveau de I’hopital de

Berrouaghia- Médea.

11.4.2.3. Détermination de I’activité de la Myéloperoxydase (MPO)

La My¢loperoxydase est une enzyme hémique présente en concentrations importantes
(environ 5% du poids) dans les granules primaires des cellules polymorphonucléaires
neutrophiles. Outre son activité de peroxydase, elle présente une activité de chélation, utilisant
le peroxyde d’hydrogene et les ions chlorures pour former 1’acide hypochloreux, un oxydant
fort, capable de colorer des molécules. Dans le phagosome, la MPO exerce une forte activité
antimicrobienne. Les concentrations anormalement élevées en MPO dans le plasma, dans les
liquides biologiques et dans tissus, indiquent une activation importante ou excessive des

neutrophiles. (Serteyn et al., 2003).

H,0,+Cl1 —— HOCI

L’activité enzymatique de la MPO dans le sérum a été mesurée selon la méthode
suivante : 20uL du sérum sont ajoutés a 500 pL du substrat chromogeéne (O-Dianisidine a

0.167 mM préparé dans du Tris-HCla 50 mM, pH 6,6 et 100 pL de H,0,).

La lecture est effectuée entre 1 et 4 minutes a une longueur d’onde de 460 nm a 1’aide

d’un spectrophotométre.

11.4.2.4. Détermination de P’activité enzymatique de la peroxydase

éosinophile (EPO)

Les éosinophiles ne représentent la plupart du temps qu’une faible proportion de la
population leucocytaire sanguine et leur afflux a longtemps été synonyme de réaction

allergique ou parasitaire. Lors de ces derniéres, une augmentation de la population des
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¢osinophiles refléte souvent une infestation installée, mais il est possible qu’ils interviennent
aussi dans I’initiation ou le contrdle des maladies parasitaires. Par ailleurs, I’intérét porté a la
compréhension du mécanisme des allergies, en particulier de I’asthme, a fait de ces
granulocytes un nouveau sujet d’étude pour les scientifiques.

Ils participent en fait a de nombreuses réactions inflammatoires au sein desquelles leurs
roles sont wvariés. Par ailleurs les ¢éosinophiles possédent de nombreux récepteurs
membranaires, témoignant notamment de leur interactivité avec les autres leucocytes. Leur
role de CPA et leur participation a I’ADCC s ont des illustrations de leurs roles multiples
(Raffi H. 2008).

Les échantillons repartis dans une microplaque a raison de 50 pL/puits de sérum dilué,
suivi du dépot de 500 pl/puits du substrat chromogene composé d’Ortho-Phenylenediamine-
DihydrochlorideOPD préparés dans un tampon Tris-HCL (0.05 mM , pH 6.6) et et 20 ul
H,0; La lecture est réalisée avant et aprés une heure d’incubation a 37°C, a une longueur

d’onde de 490 nm (La différence entre les deux DO représente 1’activité de ’EPO).

11.4.2.5. Dosage du monoxyde d’azote (NO)

L’oxyde nitrique (NO) est une molécule instable. Elle se transforme dans I’organisme
en nitrites NO, et nitrates NO; en présence d’oxygene. Il joue un role clé dans les mécanismes
physiologiques. Dans un état pathologique, tel qu’une inflammation, la production du NO est
augmentée (Navarro-Gonzalvez et al., 1998) . La concentration du NO a été évaluée par le
dosage des nitrites dans les sérums et les homogénats par la méthode de Griess modifiée

comme Ssuit :

Les échantillons biologiques avec un volume de 75 pL ont été soumis a une
déprotéinisation dans une solution d’acétonitrile a un volume égale de 75 pL, puis ils ont été
vortexés et ensuite centrifugés a 9500 rpm pendant 10 minutes. Un volume de 25 pL du
réactif Griess A a ¢été ajouté a 50 puL de chaque surnageant récupéré et aprés 10 minutes 25
uL du réactif Griess B a été rajouté. Apres incubation a 25°C pendant 30 minutes, les taux de
nitrites ont ét¢ mesurés a 540 nm et les concentrations ont été déterminées apres extrapolation
des DO sur une courbe étalon préalablement établie a partir d’une solution mere de NaNO».

Le résultat est exprimé en puM/mL.
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I1.4.3. La ponction articulaire

La ponction articulaire est indispensable pour affirmer le diagnostic. Le traitement sera

débuté rapidement apres le prélévement sans attendre le résultat.

* On utilise 1ml de lidocaine 1%. Il est souvent préférable d’utiliser deux seringues
différentes pour les infiltrations, ’'une avec ’anesthésiant et I’autre avec le corticoide.

Le corticoide utilisé est le Dépo-Médrol ® a raison de 0.28mg/ lapin (Black DM., Filak AT.
1989).

* On positionne 1’aiguille avec la seringue contenant 1’anesthésique et on vérifie que
I’injection se fait sans résistance. Si c’est le cas, on peut alors connecter la seringue avec le
corticoide et procéder a I’infiltration.

» L’anesthésique est moins délétere que le stéroide en cas d’infiltration dans une structure

extra-articulaire (Charalambous CP. 2003).

* Positionner I’animal afin qu’il soit confortable et puisse maintenir la position sans difficulté,
mais 1’acces a ’articulation doit rester facile et confortable.

* Vérifier I’absence de contre-indications.

* Le port d’un masque et de gants est recommandé pour le manipulateur en cas de changement
de seringue en cours de procédure et en cas d’infection des voies respiratoires.

A noter toutefois que la mesure la plus utile, en termes d’asepsie, est de parler le moins
possible.

* définir et marquer le point de ponction (on peut le marquer par exemple avec le bout d’un

stylo sans la pointe ou avec I’extrémité en plastique d’une aiguille).

* bien désinfecter le point de ponction. Ne pas raser, car cela abime la couche superficielle de

I’épiderme et augmente le risque infectieux (Pfenninger JL., 1991).

Ponction

* On a placé I’animal anesthésié¢ sur une table thermostable (Figure 51 en Annexe III) pour

maintenir la température de ce dernier stable.
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* Procéder a la ponction, en respectant les points de repére et 1’orientation de I’aiguille et en

faisant progresser I’aiguille jusqu’a la cavité articulaire.

» Aspirer doucement le maximum de liquide, un changement de seringue peut s’avérer

nécessaire en cas d’épanchement important.

* Viser avec ’aiguille le pdle supérieur de la rotule, en formant un angle d’environ 30° avec

I’horizontal (Figure 38).
* Attention, incliner suffisamment 1’aiguille, sinon elle restera dans le tissu sous-cutané.
L’aiguille pénétre alors directement dans le cul-de-sac sous quadricipital. Chez un patient

mince, la cavité articulaire se trouve a environ 1 cm sous la peau (Gachoud David et al,

2008).

(Original, 2016)

Figure 38. Ponction articulaire sur un lapin

Infiltration

Aprés une aspiration, il n’est pas nécessaire de reponctionner pour infiltrer. Maintenir

I’aiguille en place dans la cavité articulaire, retirer la seringue de ponction et la remplacer par

E
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celle contenant le produit d’infiltration. Apres la ponction ou I’infiltration, retirer I’aiguille et

comprimer. Un sparadrap suffit (Charalambous CP. 2003).

11.4.4. Recherche des facteurs Rhumatoides

Les techniques classiques reposent toutes sur des réactions d’agglutinations passives
entre des Facteurs Rhumatoides de classe IgM et des IgG fixées sur un support (hématies ou

particules de latex).

Réaction de Waaler- Rose
Principe :

Des hématies de moutons sont sensibilisées avec du sérum de lapin anti hématies de

mouton IgG.

La réaction est basée sur les propriétés hémagglutinates spécifiques du FR, utilisées

dans les réactions type Waaler- Rose.

Mode opératoire :

Sur une lame de verre :

Déposer sur la lame dans chaque case T et R 50ul de sérum a examiner (Figure 39).

Agiter soigneusement les suspensions d’hématies témoin et révélateur.

X
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(Original, 2016)

Figure 39. Réaction de Waaler- Rose

Ajouter dans la case T une goutte de réactif témoin « A » et dans la case R une goutte de

réactif révélateur « B ».

Me¢langer les deux gouttes en utilisant un agitateur a usage unique.

N.B : lire les résultats pendant les deux premiéres minutes de la manipulation.

Lecture :

Réaction positive : Réaction négative

Case T : absence d’agglutination Case T : absence d’agglutination
Case R : agglutination visible a I’ceil nu Case R : absence d’agglutination

N.B : la sensibilité du test diminue a basse température. Les meilleurs résultats son obtenus a
des températures supérieures a 10°C.  une lecture différée peut résulter en une surestimation

du titre de FR.

E
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IL.4.5. Imagerie

La radiographie standard

Elle permet d’analyser :

o la présence d’un flou des parties molles périarticulaires ;
o un ¢largissement de I’interligne articulaire ;

o un refoulement des reliefs graisseux péri-capsulaires.

Plus tardivement apparait :

o des zones d’ostéolyse épiphysaire ;

o un décollement sous-périosté ; des géodes épiphysaires.
(Hauger O et al., 1999).

» Précautions a prendre lors de la contention et manipulation du lapin dans le

cadre de la radiographie

e La contention : Le mauvais placement de I’animal durant la réalisation d'un cliché est
la cause la plus fréquente d’une interprétation erronée ou impossible de la radiographie,
surtout pour les praticiens qui ne réalisent pas souvent cet examen sur les lapins. De ce fait, il
est important de bien maitriser les techniques de contention et de manipulation du lapin.

¢ Pour réaliser des clichés radiographiques sur un lapin dans les meilleures conditions, il
est nécessaire d’opérer dans un environnement le plus calme possible car c'est un animal
nerveux et sensible avec un faible seuil de tolérance a la douleur.

e Anesthésie de I’animal : Le protocole employé consiste en 1’administration d’un agent
de prémédication : la xylazine (Rompun ND) a la posologie de 5 mg/kg et de kétamine
(Imalgene ND) a 35 mg/kg. Ces produits sont mélangés et administrés en une seule injection
intramusculaire dans les muscles lombaires.

e Lanourriture est retirée aux lapins 3 a 4 heures avant anesthésie.

e Réalisation des clichés

=
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Pour notre travail, tous les clichés originaux qui vont étre présentés, ont été réalisés par le

centre d’imagerie du Docteur Fekkar- Al farabi- Médea.

> Positionnement radiographique

v" Projection crinio-caudale

Le lapin est placé en décubitus dorsal. Les postérieurs sont étendus et placés de fagon a
ce que la rotule soit au centre de la trochlée fémorale. On maintient le thorax et 1’abdomen
pour éviter les rotations du corps et garder le lapin dans une position cranio-caudale correcte.

Le grasset regroupe trois articulations, D’articulation fémoro-patellaire et deux
articulations fémoro-tibiales.

Le tibia est fortement aplati, a hauteur de sa partie distale, dans le sens cranio-caudal.
L'éminence intercondylienne est trés basse. Le tibia et la fibula sont fusionnés sur toute la
moitié distale de la jambe.

La téte articulaire est relativement petite et de forme sphéroidale. Elle est portée par un
col fémoral trés net mais bref. Le grand trochanter est massif et beaucoup plus élevé que la
téte (Winn. 2006).

Le petit trochanter est également fort et en forme de créte. La tubérosité glutéale est
développée en un troisieéme trochanter large et élevé.

Il existe des os sésamoides particuliers: les os sésamoides supracondylaires, ou os
sésamoides du muscle gastrocnémien, qui n'existent que chez le lapin et les Carnivores.

La musculature de la cuisse, trés développée, est bien visible sur la radiographie de face.

I1.4.6. Prélevement bactériologique de la porte d’entrée

La mise en culture classique consiste a ensemencer en anaérobiose différents milieux de
culture dont une gélose au chocolat, avec ou sans sang ajouté, incubée sous CO2 pendant 5

jours (Ferroni et al., 2007) (Figure 38).

Un prélévement a visée bactériologique a été effectué lors de ces interventions avec un
nombre moyen de prélevement de 3.

Tous les prélevements ont été acheminés rapidement au laboratoire de Microbiologie
(Antibiotical- SAIDAL- Médea) pour étre ensemencé sur 3 types de milieux incubé sous

CO2 : un milieu colombia sang mouton (COS), un milieu PVX dit chocolat, un bouillon au
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thioglycollate. La totalité des prélévements a ét¢ gardé en culture pendant un minimum de 15

jours.

(Original, 2016)

Figure 40. Ensemencement en anaérobiose des différents milieux de culture

11.4.7. Technique histologique

11.4.7.1. Préparation des coupes histologiques

© Fixation

Les articulations prélevées sont rapidement fixés au formol a 10%. Cette étape est
importante car le formol permet le maintien de la morphologie tissulaire proche de celle a

I’état vivant.
©" La réception

Dés l’arrivée au laboratoire, chaque prélévement doit étre identifié puis enregistré sous

un numéro de référence qui I’accompagne dans les différentes étapes de la technique.
© La décalcification

Les articulations sont retirés du formol 10% et mises dans de 1’acide formique 5% pour

la décalcification des os.

E
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La circulation

Le but de cette technique est de durcir beaucoup plus le tissu, pour pouvoir
confectionner des coupes histologiques minces d’environ 2um. Elle consiste a faire s¢journer

les piéces dans une série de liquides intermédiaires ;

e Déshydratation qui consiste a ¢liminer 1’eau qui existe dans le tissu par passage des
cassettes d’échantillons dans des bains d’alcool éthylique a des degrés croissants

pendant 2h pour chaque bain.

e Clarification ou éclaircissement qui consiste a ¢liminer I’alcool utilis¢ dans la
déshydratation par un solvant organique, le xyléne (2 bains/ 2h chacun) préparant
ainsi le tissu a D'imprégnation. Le xyleéne rend le tissu translucide et facilite la

pénétration de la paraffine a I’'intérieur du fragment déshydraté.

e Imprégnation consiste a remplacer 1’eau des tissus et ceci pour pouvoir confectionner
des coupes trés minces; c’est la derniére étape qui aboutit a la substitution du xyléne

par la paraffine liquide qui remplace 1’eau ¢liminée des tissus (2 bains/ 2h chacun).

L’inclusion et enrobage

Consiste a inclure les fragments dans des blocs de paraffine grace a un appareil

d’inclusion, selon les étapes suivantes :

- Préchauffage des moules et des cassettes dans une console thermique.
- Mise en place centrée du tissu dans le moule a moiti¢ rempli de paraffine, a I’aide
d’une pince.

- Refroidissement du bloc sur une plaque réfrigérante.

Démontage et récupération des blocs.
v Confection des coupes
Les blocs sont débités au microtome en coupes fines d’environ 5 um d’épaisseur.
v Etalement des coupes

Les rubans sont ramollis dans un bain marie a 37°C, puis recueillis sur des lames en

verre préalablement numérotées a I’aide d’un crayon. Apreés séchage sur une plaque
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chauffante, les lames sont mises dans une étuve a 37°C, pendant 24 heures afin d’augmenter

I’adhérence des coupes.

11.4.7.2. Coloration a ’Hématoxyline-Eosine (HE)
Principe

La méthode HE est une coloration de routine, utilisée pour tout fragment étudié¢ dans

le but d’obtenir une topographie générale de 1’échantillon. C’est une combinaison entre deux

colorants, I’un basique hématoxyline qui colore le noyau (basophile) en bleu violacé et 1’autre

acide ¢osine qui confeére une coloration rose au cytoplasme (acidophile).

Mode opératoire

Déparaffinage par passage de 1’échantillon dans 3 bains de xyléne d’environ

3 a4 5 min chacun.

Hydratation par passage dans 3 bains d’alcool de concentration décroissante

(100°, 95°,75°), pendant 2 min pour chaque bain. Dans le but de retirer le xyléne

et de le remplacer par de I’eau.

Ringage a 1’eau courante.

Coloration a I’hématoxyline.

Ringage a I’eau courante.

Passage des coupes dans une solution de carbonates de lithium (Li2CO3).
Ringage a 1’eau courante.

Coloration a I’€osine puis ringage.

Déshydratation par passage dans 1’éthanol a 95° puis 100° pendant 30 a 60

secondes.

Eclaircissement par passage dans 2 bains de xylene de 30 a 60 secondes

chacun.

Montage sur lame a I’aide de milieu synthétique Eukitt.

Examen microscopique

Les coupes sont observées et prises en photos. Les photos sont par la suite

analysée et discutées afin d’en tirer les conclusions de notre étude.

X
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Calcul du grossissement final :

Le grossissement est calculé en prenant compte du grossissement de

I’objectif et de I’indice du microscope selon la formule :
Gf=Go x Im x Fa

Gf = grossissement final ; Go = grossissement de I’objectif ; Im = indice du
microscope ; Fa = facteur d’agrandissement de la photo par rapport a la taille

du cadrant de la visualisation de I’appareil numérique.

11.4.8. Etude statistique

Le test utilisé dans le cadre de notre travail est le test de Student. Pour chaque série

d’analyse, la moyenne et 1’écart type sont calculés. Les parametres statistiques sont donnés

¥l

Fy]

par les relations suivantes :

- xi : désigne la fréquence

- N : effectif

La variance S*: est la moyenne de la somme des carrés des écarts types entre les valeurs de

I’échantillon et la moyenne arithmétique.

S*= (N1. S21) + (N2.S%)
(N1+N2)-2
Ty 2
La variance totale : S; B Z x—X)
a n—1

- S?: (Ecart-type) ?
- N1 : effectif du lot a

- N2 : effectif du lot b

X
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Ecart type S: S _ }Sz

Erreur standard a la moyenne :

N-1 : désigne le degré de liberté (ddl)

g — i@

La valeur t de Student est donnée par la formule suivante: 15_" 5
foTg na

Pour savoir si la différence est significative, il faut tout d’abord lire dans la table t, la

valeur critique correspondant au risque alpha = 5% pour un degré de liberté :

d.d.l=na+tnb -2

Si la valeur absolue de t (Jt|) est supérieure a la valeur critique, alors la différence est

significative. Dans le cas contraire, elle, ne 1’est pas.

Le degré de siginificativité ou p-value correspond au risque indiqué par la table de

Student pour la valeur |t|

Pour un ddl de (Na+Nb)-2 et a 5% d’erreur, la valeur du T de Student nous donne le

degré de signification P lu sur la table de Student, la différence entre deux moyenne est :

o Peu significative si P<0,05 (*)
o Significative si P<0,01 (**)
o Tres significative si P<0,001 (**%*)

o Hautement significative si P<0,0001 (***%*)

Cette analyse statistique a été appliquée aux poids corporels et aux parametres

biologiques et hématologiques.

2



Tableau 33. Résultats de la détermination de la CRP des lots 1 et 2 au 0, 7, 15, 21, 30" jour

de I’expérimentation

Détermination de la CRP en mg/L

Moyenne + ESM Test de Student
Jours Lot 1 Lot 2 P-value Osb
Jo 0 0 1 N.S
J7 0 0 1 N.S
J15 0 6+0.01 1 N.S
J21 0 18+0.16 5,3102E-05 ww
J30 0 56.33+0.16 3,2631E-09 Sk

Tableau 34. Résultats de la détermination de la VS des lots 1 et 2 au 0, 7, 15, 21, 30°™ jour
de ’expérimentation

Détermination de l1a VS en mm

Moyenne + ESM Test de Student
Jours Lot 1 Lot 2 P-value Osb
30 133+0.04 1.83+0.04 0.60 N.S
J7 1.33 +£0.03 0.006 wk%
3.83 +0.03
J15 1.83 £ 0.04 22.16+0.11 1,3485E-06 Fkdx
121 1.83 = 0.04 39.66 + 0.07 1,2469E-10 e
J30 1.6+ 0.04 54.66 £ 0.10 4.6389E-11 i




Tableau 35. Résultats de la détermination de la CRP des lots 3 et4 au 0, 7, 15, 21, 30, 37,
45, 52 et 59°™ jour de I’expérimentation

Détermination de la CRP en mg/L
Moyenne £ ESM Test de Student
Jours Lot 3 Lot 4 P-value Osb
JO 0 0 1 N.S
J7 0 1 N.S
0
J15 6+0.01 6+0.01 1 N.S
J21 16+ 0.17 18 +0.16 0.59 N.S
J30 58+0.17 58+ 0.15 ; N.S
J37 58+0.17 58 +0.25 ; N.S
J45 58 +£0.17 28 +£0.07 preE
0,0001
J52 58+0.17 14 £0.07 5,90973E-08 R
J60 58+0.17 6+ 0.0l wEE
4,88057E-09
Tableau 36. Résultats de la détermination de la VS des lots 3 et4 au 0, 7, 15, 21, 30, 37, 45,
52 et 59°™ jour de I’expérimentation
Détermination de lIa VS en mm
Moyenne £ ESM Test de Student
Jours Lot 3 Lot 4 P-value Osb
JO 0.83 +£0.02 0.83+0.02 1 N.S
0,83 £0.02 1 N.S
J7 0.83 £0.02
J15 23,5+0.11 23.5+0.10 1 N.S
J21 42,33 +0.08 44.66 + 0.04 0.16 N.S




J30 57,16 £0.11 56 £0.09 N.S
0.63
J37 58+0.17 58.83+0.13 N.S
0.81
17.33+0.04 * ko
J45 58,33 0,11 1L8769E-09
J52 59,83+ 0,11 14.16 £ 0.05 1,61984E-09 R
Jo0 59,83 +0,12 5334002 * ok Kk
1,53165E-10
Tableau 37. Résultats de la détermination de la VS des lots S5et 6 au 0, 7, 15, 21, 30, 37, 45,
52 et 59, 67, 74, 81 et 89 jour de I’expérimentation
Détermination de la CRP en mg/L Test de Student
Moyenne £ ESM
Jours Lot 5 Lot 6 P-value | Os
b
Jo 0 0 0 N.S
J7 0 0 0 N.S
J15 6 6 0 N.S
J21 18 +£0.16 16 £0.15 0.59 N.S
J30 59.66 +£0.19 58+0.17 N.S
0.69
J37 59.66 +0.19 58£0.17 N.S
0.69
J45 31+0.19 30+0.13 N.S
0.76
J59 6 6 NS
1
J67 6 Tk
0 0.0001 *
J74 6 Seded
0 0.0001 *




J81

0.0001

*kk

J90

0.0001

*kk

Tableau 38. Détermination de la VS des lots 5et 6 au 0, 7, 15, 21, 30, 37, 45, 52 et 59, 67,

74, 81 et 89°™ jour de I’expérimentation

Détermination de lIa VS en mm

Moyenne = ESM

Test de Student

Jours Lot 5 Lot 6 P-value Osb
Jo 0.66 +0.02 0.66 +0.02 1 N.S
J7 0.66 +£0.02 0.66 +0.02 1 N.S

J15 21 +0.02 21.83+0.05 0.58 N.S

J21 46 +0.02 45.16 +£0.03 0.23 N.S

J30 64 +0.11 62.66+ 0.09 N.S

0.57

J37 63.83 £ 0.09 63.83 +0.09 ; N.S

J45 16.83 £ 0.02 16.83 £ 0.02 ; N.S

J52 13.16 +0.02 13.16 + 0.02 1 N.S

J59 5.83+0.02 5834002 N.S
1

J69 1+£0.02 N.S
1+£0.02 1

J74 1+£0.02 1+0.02 1 N.S

J81 1+0.02 12002 N.S
1

J90 0.33+0.01 0.33 4001 N.S
1




Tableau 42. Détermination de 1’activité des MPO des lots 1 et 2 au 0, 7, 15, 21 et 30°™ jour
de I’expérimentation

Détermination de la MPO (UDQO/ug)

Moyenne + ESM Test de Student
Jours Lot 1 Lot 2 P- value Osb
JO 7+0,03 8+ 0,03 0,28 N.S
J7 9+ 0,03 25+ 0,03 3,99E-05 Hedede
J15 9+0,03 58+ 0,03 4,61E-07 Ktk
J21 7+ 0,03 92 + 0,03 5,104E-08 deddesk
J30 9+0,03 47 + 0,03 1,27E-06 Tk

Tableau 43. Détermination de 1’activité des MPO des lots 3 et4 au 0, 7, 15, 21 et 30, 37, 45,
52 et 60°™ jour de I’expérimentation

Détermination de la MPO (UDQO/ug)
Moyenne = ESM Test de Student
Jours Lot3 Lot 4 P-value Osb
JO 8+ 0,03 6+ 0,03 0,07 N.S
4+0,03 1,3575E-05 *dokx
7 25+£0,03 ’
J15 59 +0,03 58 £0,03 0,28 N.S
J21 98 +0,03 97 £ 0,03 0,28 N.S
48 +£ 0,03 43+ 0,03 N.S
J30 0,003
51+ 0,03 49 + 0,03 N.S
J37 0.07
J45 49 + 0,03 28 £ 0,03 ook ok ok
1,3575E-05




JS2

28 +£0,03

8+0,03

1,6483E-05

Kk kK

J60

26 +£0,03

8+ 0,03

2,5058E-05

%k 3k k

Tableau 44. Détermination de 1’activité des MPO des lots 5et 6 au 0, 7, 15, 21 et 30, 37, 45,
52,59, 67, 74, 81 et 90°™ jour de ’expérimentation

Détermination de la MPO (UDQO/ug)

Moyenne = ESM

Test de Student

Jours Lot 5 Lot 6 P-value Osb
Jo 8+0.03 8+ 0.03 1 N.S
J7 24 +0.03 25+ 0.03 0.27 N.S
J15 98 +0.03 60.33+0.03 0.28 N.S
J21 48 £0.03 98 +0.03 1 N.S
J30 51 +£0.03 494+ 0.03 N.S

0,28
J37 49 4+ 0.03 52 +£0.03 N.S
0,28
J45 31+0.19 50.33 +0.03 N.S
0.27
J52 14+0.19 8 0.03 1,6483E-05 .
J59 26+ 0.03 81003 ik
2,5058E-05
Jé67 24 +0.03 wkdek
8+0.03 2,5058E-05
+ Thkk
J74 21+ 0.03 4t 0.03 31443605
J81 19.+0.03 24003 ik
3,1443E-05
J90 19.+0.03 24003 ik

3,1443E-05




Tableau 45. Détermination de 1’activité des EPO des lots 1 et 2 au 0, 7, 15, 21 et 30, 37, 45,
52 et 60°™ jour de I’expérimentation

Détermination de ’EPO (UDQO/pg)
Moyenne + ESM Test de Student

Jours Lot 1 Lot 2 P-value Osb
JO 8 £ 0,03 8+ 0,03 1 N.S
8+ 0,03 0.0001 wR*E

J7 11+ 0,03
J15 8+ 0,03 12+ 0,03 0.0003 wkk
J21 8+0,03 13+ 0,03 0.00002 ok
J30 8+0,03 14+ 0,03 0.00001 KRk

Tableau 46. Détermination de 1activité des EPO des lots 3 et 4 au 0, 7, 15, 21 et 30°™ jour de
I’expérimentation

Détermination de PEPO (UDQO/ug)
Moyenne + ESM Test de Student
Jours Lot 3 Lot 4 P-value Osb
JO 8+ 0,03 8+ 0,03 1 N.S
17 110,03 £ 0.03 1 N.S
J15 12 +£ 0,03 12+ 0,03 1 N.S
J21 13+ 0,03 13+£0,03 1 N.S
J30 14+ 0,03 14+ 0,03 ; N.S
J37 14+ 0,03 14+ 0,03 ; N.S
J45 14 £ 0,03 13+0,03 0.0001 e




JS2

13+0,03 130,03

0.03

J60

130,03 120,03

0.03

Tableau 47. Détermination de 1’activité des EPO des lots 5et 6 au 0, 7, 15, 21 et 30, 37, 45,
52,59, 67, 74, 81 et 90°™ jour de ’expérimentation

Détermination de PEPO (UDO/ug)

Moyenne = ESM

Test de Student

Jours Lot 5 Lot 6 P-value Osb
Jo 8 +0.03 8+0.02 1 N.S
J7 11+0.02 11+0.02 1 N.S
J15 12+ 0.02 12 +0.05 1 N.S
J21 13+ 0.02 13+ 0.03 1 N.S
J30 14 +£0.11 14 +0.09 , N.S
J37 14 £ 0.09 14 £ 0.09 ’ N.S
J45 13+ 0.02 13+ 0.02 | N.S
J52 12 +0.02 12 4 0.02 1 N.S
J60 12 +0.02 12 +0.02 N.S

1
J67 12+ 0.02 *
11 £0.02 0.02
J74 12 £0.02 114002 0.03 *
J81 12 +0.02 81002 *wk
0.000001
J90 11+0.01 74001 *wk
0.000003




Tableau 48. Détermination de I’activité du NO des lots 1 et 2 au 0, 7, 15, 21 et 30°™ jour de
I’expérimentation

Détermination de la NO en pM

Moyenne + ESM Test de Student
Jours Lot 1 Lot 2 P-value Osb
JO 8 = 0,03 8+ 0,03 1 N.S
J7 8+ 0,03 11+ 0,03 0.0005 Tk
J15 8+0,03 12 £ 0,03 0.0003 Tk
J21 8+0,03 13+ 0,03 0.00002 Rk
J30 8+0,03 14+ 0,03 0.000003 AT

Tableau 49. Détermination de 1’activité du NO des lots 3 et4 au 0, 7, 15, 21, 30, 37, 45, 52 et
60°™ jour de I’expérimentation

Détermination de NO en pM
Moyenne + ESM Test de Student
Jours Lot 3 Lot 4 P-value Osb
JO 6.66+ 0,05 6.66 = 0,03 1 N.S
8.33+£0,02 1 N.S
7 8.33+£0,03
J15 9+0,03 9+0,03 1 N.S
J21 12+ 0,03 12+ 0,03 1 N.S
J30 18 + 0,03 18 +£0,03 ’ N.S
20+0,03 16 £ 0,03 Tk
137 0.00001
J45 20+0,03 15+0,03 Tk
0.00005




JS2

20+0,03

14 £ 0,03

0.00003

kkdk

J60

20+0,03

10+ 0,03

3,1443E-05

kkdk

Tableau 50. Détermination de 1’activité du NO des lots Set 6 au 0, 7, 15, 21 et 30, 37, 45, 52,

59, 67, 74, 81 et 90°™ jour de I’expérimentation

Détermination de NO en pM

Moyenne = ESM

Test de Student

Jours Lot 5 Lot 6 P- value Osb
Jo 6.66 +0.05 6.66 +£0.05 1 N.S
J7 8.33+0.02 8.33 +£0.02 1 N.S
J15 9+0.02 9+0.02 1 N.S
J21 12 +£0.02 12 £0.02 1 N.S
J30 18 £0.02 18 £0.02 , N.S
J37 16 £0.02 16 £0.02 ’ N.S
J45 15+£0.02 15+£0.02 ’ N.S
J52 14 £0.02 144 0.02 1 N.S
J60 10 +0.02 10 0.02 N.S
J67 10 £0.02 1 *

9+0.02 0.02
J74 10 £0.02 8 +0.02 0.03 *
J81 10 +0.02 7 40.02 ki
0.000001
J90 10+ 0.02 54000 ki

0.000003




Tableau 39. Détermination des parametres hématologiques des lots 1 et 2 au 0 et 3

jour de I’expérimentation

Parameétres hématologiques

Moyenne £ ESM

Test de Student

0.20

Lot 1 Lot 2
Jo J30 JO J30 P-value |Osb P-value |Osb
paramétres
GR 10°mm’ 5,5+0.018 5,25+0.012 5.33+0.014 4.83+0.018 0.78 N.S 0.36 N.S
; ite © 42 +0.01 41.16 +0.019 0.02 #% |3 5382E-05 | ik
Hématocrite % 41.25+0.012 37 40,01 ’
Hémoglobine 12 +0.01 12+0.01 12 +0.01 10+ 0.01 0.30 N.S |0.02 e
mg/100ml
Plaquettes/mm’®  |446.66=0.20 |441.66 +0.52 411.66 + 0.34 475+ 1.07 0.0002 wwsk | 3 G4IGE-05 |
Leucocytes10’mm’ |10 =0.01 10 £0.01 10 +£0.01 16.25+ 0.048 030 N.S [0.002 Fkkk
Lymphocytes10°mm® |41.66 = 0.06 41.66 + 0.06 45.83+0.18 65+ 0.01 02 N.S |7,9415E-10 | w%%*
Monocytes10’mm’ |3.4+0.01 3.6+ 0.01 3.33+0.01 15.33 £ 0.06 020 N.S [0.03 *k
Granulocytes10’mm’ |35 0.01 34.16 £ 0.05 35.66 £ 0.03 37.5£0.07 N.S [0.03 Wk




Tableau 40. Détermination des parametres hématologiques des lots 3 et 4 au 0, 30 et 6

Oéme

jour de I’expérimentation

Parametres hématologiques

Moyenne + ESM

Test de Student

Lot 3 Lot 4
jours JO J30 J60 JO J30 J60 P-value |Osb | P-value |Osb |P-value |Osb
JO J30 J60
paramétres
GR 10°mm’ 5.75+£0.01 533+0.01 |3.33+£0.01 |5.25+0.01 |5+0.01 4+0.01 0.20 NS 1049 N.S |0.21 N.S
Hématocrite % |41.6+0.01 37£0.01 33.3340.01 1 NS |1 N.S 0.05 N.S
41.6+0.01 |37+0.01 36.33+0.01
Hémoglobine 12 £0.01 10 £0.01 7.66+0.01 |12+0.01 10£0.01 9+0.01 1 NS |1 N.S 0.003 okdok
mg/100ml
Plaquettes /mm’ |416.66£0.66 |366.66=1.07 | 616,66£0.66 | 416,66+0.66 | 583,33+0.66 | 408.33+0.96 | 1 N.S |6,6652E- okdeok
07 5,6661E-
07
Leucocytes10® | 10+ 0.02 18.33+£0.02 |20+ 0.02 10£0.02 18.33£0.02 | 13£0.02 NS |1 0.001 wkk
3
mm 1
Lymphocytes 43.33£0.06 |69.16£0.09 |71.66+£0.06 |44.16+0.05 |64.16+0.09 |35+0.11 N.S 10.04 okdok
33 -
10°’mm 0.5 8,37E-09
Monocytes10® |3+ 0.01 12 £0.01 15+ 0.02 3+0.01 12+ 0.01 7+ 0.02 NS |1 N.S |1,77E-07 | *%**
3
mm 1
Granulocytes10’m | 32.5+0.07 62.5+0.07 |64.16+£0.05 |32.5+0.07 |61.66+0.07 |46.66+0.05 NS ]0.59 N.S |2,81E-06 |****
3
mm
1




Tableau 41. Détermination des paramétres hématologiques des lots 5 et 6 au 0, 30, 60 et 90°™ jour de I’expérimentation

Parameétres hématologiques Moyenne + ESM

Lot 5 Lot 6 Test de Student
Jo J30 J60 J90 Jo J30 J60 J90 P-value | Osb | P-value | Osb | P- value | Osb | P-value | Osb
Jo J30 J60 JI0
GR10°mm° 6+0.01 5+0.01 4+0.01 3.5¢0.0 |5+0.01 5+0.01 340.01 4.33+ 0.28 N.S 0.02 *xk 0.02 *xk 0.29 N.S
1
0.01
Hématocrite % | 42+0.01 42+0.01 36+0.05 30.8% 0.19 N.S 0.14 N.S 1 N.S 1,16E-05 Hkk ok
0.02 40.25+
41+0.01 41.33+0.01 | 361£0.04 0.03
Hémoglobine 12+0.01 11.5+ 10+0.01 8+0.01 12 +0.01 12+ 10 £0.01 12+ 0.29 0.43 N.S 0.51 N.S 0.01 *kx
mg/100ml
0.02 0.01 0.01 N.S
Plaquettes /mm3 433.33+ 398.33+ 415+ 0.50 | 400+ 425+ 0.7 591.66% 411.66% 458.33+ 0.59 2,262E- FxkE 0.77 N.S 0.003 Hkk ok
0.66 0.65 0.01 05
1.49 0.52 N.S
Leucocytes 9+ 0.01 20+0.01 12.4+ 10.4+ 10£0.01 20+0.01 12.2+0.01 | 8.16% 0.29 N.S 0.59 N.S 0.001 Hkk ok
0.02 0.01
10°mm?® 0.01 N.S
0.29
Lymphocytes 40.83+ 73.33% 50.83% 35.83+ |41.66%0.06 71.66% 45+ 0.11 20+ 0.04 N.S 0.54 N.S 0.12 N.S 2,7525E- | ****
0.05 0.13 0.18 0.09 0.10 06
10°mm?
0.54
Monocytes 3+ 0.02 12+ 0.02 7.2+ 0.02 8.4+ 3+0.01 12.33+ 7.2+ 0.01 3+ 0.01 N.S 0.49 N.S 1 N.S 0.0003 *kkk
0.04 0.02
10°mm?
1
Granulocytes 32,5+ 0.07 |61,66% 40+ 0.11 44+ 0.12 | 30,83+ 0.05 61,661 40+ 0.11 12,5+ N.S 1 N.S 1 N.S 2,31E-06 | ****
0.10 0.06 0.07
0.25







Annexe V. Tableau 30. Résultats de la variation pondérale des lots 1 et 2 au 0, 7, 15, 21 et

30°™ jour de I’expérimentation

Variation pondérale /kg

Moyenne = ESM Test de Student
Jours Lot 1 Lot 2 P-value Osb
JO 2550+ 7,375 2600 % 4,579 0,725 N.S
J7 2621,66 + 7,071 2698,33 % 4,967 0,590 N.S
J15 2696,66 £ 5,839 2781,66 £ 5,128 0,508 N.S
J21 2783,33+ 5,215 2838,33 + 5,923 0,671 N.S
J30 2906,66 + 3,823 2905 % 6,987 N.S
0,989

Tableau 31. Résultats de la variation pondérale des lots 3 et4 au 0, 7, 15, 21, 30, 37, 45, 52

et 59 “™jour de I’expérimentation

Variation pondérale /Kg

Moyenne + ESM Test de Student
Jours Lot3 Lot 4 P-value Osb
JO 2520,83 +3,718 2516,66 £ 4,409 0,964 N.S
J7 2565 % 3,336 2618,33 + 3,996 0,535 N.S
J15 2623,33 =% 3,456 2705+ 4,066 0,359 N.S
J21 2726,66 =+ 3,448 2738,33+ 3,522 0,884 N.S
J30 2596,66 % 4,609 2623,33+ 3,575 N.S
0,780
J37 2440 % 3,779 2461,66 %+ 4,551 N.S
0,823




J45 2221,66 +2,982 2410 % 4,015 N.S
0,039
EX X 3
J52 1958,33 =+ 3,567 2463,33 + 4,436 0,00023
K %k %k %k
J59 1678,33 =+ 4,965 2526,66 % 4,004
8,1647E-06

Tableau 32. Résultats de la variation pondérale des lots 5 et 6 au 0, 7, 15, 21, 30, 37, 45, 52
59, 74, 81 et 89 “™ jour de I’expérimentation

Variation pondérale /Kg Test de Student
Moyenne £ ESM
Jours Lot 5 Lot 6 P-value Osb
JO 2616,66 £+ 4,409 2745 £2,517 0,144 N.S
J7 2763,33 £5,696 2928,33+ 3,970 0,167 N.S
J15 2868.,33 + 5,802 3113,33 £5,818 0,0910 N.S
J21 2946,66 £ 6,995 3313,33 £ 7,893 0,0542 N.S
J30 3040 + 6,935 3398,33 £ 8,071 N.S
0,0608
J37 2916,66 + 3,575 3206,66 + 7,942 N.S
0,063
J45 2658,33 £3,890 3100 £ 2,704 ok
0,0001
0,0005
J69 2180 £9,992 Fekkek
3078,33 £1,646 0,0002
J74 1986,66 £ 9,232 0,0002 wkwk
2833,33 £2,090
J81 1796,66 + 7,161 3083,33 :|:2,881 Fddek
1,0589E-06
J89 1704,16 + 8,533 3193,33 12,058 Fkkk
8,9904E-07







Problématique

Problématique

Devant une arthrite septique trainante 1’antibiothérapie seule ne permet pas une guérison
compléte et souvent associée a un nettoyage de 1’articulation ce qui engendre des séquelles

orthopédiques lourdes et parfois un handicap moteur.

Pour cela, nous nous sommes pos¢ la question suivante : sera-t-il intéressant d’associer
a I’antibiothérapie un traitement biologique a savoir I'utilisation d’un anti- IL6, le plus
répandu dans une articulation sieége d’une inflammation, afin éviter tout geste chirurgical et

épargner ’articulation d’un handicap sure.
Dans le but de répondre a notre problématique nous avons tracés les objectifs suivants :

-A travers un mod¢le expérimental animal nous induisons une arthrite septique a partir d’une
bactérie (Propionibacterium acnes) a fin d’y prouver I’efficacité de I’anti- IL6 tout en

appliquant différents lots comparatifs.

-Mise en évidence du phénomene inflammatoire et systémique.
-Analyses des parametres biologiques.

-Recherches des facteurs thumatoides.

-Etude anatomopathologique (désordre histologique).

-Etude radiographique.

Etude bio statistique pour justifier la fiabilité de nos résultats.
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Chapitre I11. Résultats et discussion

I11.1. Effet de PBA sur les lapins de I’expérimentation

II1.1.1. Symptomatologie aprés injection de Propionibacterium acnes au niveau des
articulations

Tous les lapins injectés par PBA présentaient les symptomes de 1’arthrite septique apres
30 jours depuis 1’induction.

2 x 10* UFC de P. acnes ont été nécessaires pour établir une infection chronique, trés
probablement en raison de la virulence réduite associée a cette espéce bactérienne et
l'infection indolente résultante qu'elle produite. Cette observation est aussi semblable aux
découvertes des deux études non hématogénes qui ont exigé un haut inoculum de 107 & 10°
pour induir l'infection chronique dans les études de (Gahukamble AD et al., 2014) (Shiono
Y et al., 2014).

L’arthrite septique s’est manifestée par une monoarthrite aigué avec un syndrome

infectieux. Les articulations atteintes sont les genoux.

A I’ceil nue, les lapins testés présentent des frissons dans un contexte fébrile. La douleur

est rapidement tres intense et a 1’origine d’une impotence fonctionnelle compléte.

L’articulation est chaude rouge inflammatoire et gonflée avec présence d’un
épanchement intra articulaire qu’il faudra ponctionner comme décrite dans les travaux de

Rios CL et al., (2008).

L’os sain est un tissu bien vascularisé. En revanche, en cas d’infection et
indépendamment du mode de pénétration, les bactéries déclenchent une réaction
inflammatoire suppurée qui se développe soit dans la région sous-périostée (formant un abces
sous-périosté précoce qui évolue vers les parties molles), soit dans la cavit¢ médullaire. Ces
réactions s’accompagnent rapidement d’une hyperhémie diffuse (artériolaire, capillaire et
veinullaire) responsable d’une augmentation du débit sanguin et de la perméabilité capillaire.
Il s’ensuit une transsudation plasmatique responsable d’un cedéme et d’une hyperpression

locale (Wright JA, et al., 2010).

¢
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N.B : rappel sur la répartition des lots

- Un lot 1 : témoin qui ne regoit aucune injection durant 30 jours (controle négatif).

- Un lot 2 : recoit une injection de PBA pour induire une AS jusqu’a 30 jours.

- Un lot 3 : témoin qui recoit une injection de PBA sur un intervalle de temps de deux
mois sans procéder a un traitement médical.

- Un lot 4 : regoit une injection de PBA sur un intervalle de temps d’un mois et il sera
traité par une antibiothérapie de 30 jours.

- Un lot S : témoin qui recoit une injection de PBA sur un intervalle de temps d’un mois
et il sera traité par une antibiothérapie de 30 jours jusqu’au 60°™ jour sans traitement
biologique.

- Un lot 6 : recoit une injection de PBA sur un intervalle de temps d’un mois et il sera
traité par une antibiothérapie de 30 jours puis traité par un traitement biologique au

60°™ jour, d’une durée totale de 90 jours.

I11.2. Evolution pondérale

L’arthrite septique est souvent accompagnée par d’autres perturbations physiologiques
qui rentrent dans le profil de cette derniere.

Pour cela nous avons jugé nécessaire de suivre 1’évolution pondérale des différents lots
traités et non traités en les comparants avec les lots témoins.
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Figure 41. Evolution pondérale des lapins des lots 1 et 2 jusqu’au 30°™ Jour

72



Chapitre 111 Résultats et Discussion

Il n y’a pas de différence significative dans la variation de poids corporel entre les lots
1 et 2 jusqu’au 30°™ Jour.
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Figure 42. Evolution pondérale des lapins des lots 1 et 2 jusqu’au 60°™ Jour

Nous remarquons, qu’au 60°™ Jour, il y a une diminution du poids corporel chez les
lapins du lot 3, non traités, par antibiothérapie (2526,66 =+ 4,004) Kg. Tandis que les lapins
traités par antibiothérapie présentaient une augmentation du poids corporel (1678,33 +4,965)

Kg.
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Figure 43. Evolution pondérale des lapins des lots 5 et 6 jusqu’au 90°™ Jour
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Pour les lots 5 et 6, nous constatons une nette amélioration de leurs poids corporel a
partir du 45 Jour (2916,66 = 3,575) (3206,66 = 7,942) Kg respectivement, par contre a
partir du 59°™ Jour nous avons noté une diminution du poids des lapins du 5 lot,
(2343,33+ 10,711) Kg, ce qui peut étre expliquer par les effets limités de 1’antibiothérapie
apres une certaine durée de la maladie, vu que les lapins du lot 6 traités par anti-IL6
présentaient une augmentation de poids considérable a partir du 74°™ Jour (2833,33 + 2,090)
Kg, jusqu’a la fin de I’expérimentation (3193,33 +£2,058) Kg.

I11.3. Résultats des examens biologiques

II1.3.1. La ponction articulaire

A I’examen macroscopique le liquide articulaire de tous les lapins malades presente un
aspect trouble ou purulent (Figure 44) tandis que celui des lapins sains est clair et transparent.

(Original, 2016)

Figure 44. Prélévement du liquide articulaire du lapin sain (a gauche : témoin ou controle
négatif), et du lapin malade a droite : contrdle positif)

Les résultats obtenus sont résumés dans les tableaux suivants 11, 12, 13, 14, 15 et 16.

N.B : toutes les ponctions articulaires étaient appliquées aux jours J30, J60 et J9O depuis
I’induction de I’AS.

74




Chapitre 111

Resultats et Discussion

I11.3.1.1. Ponctions articulaires au30°Jour de I’expérimentation

Tableau 11. Résultats de la ponction articulaire des lots let 2 au 30°™ Jour

Lot 1 (M + Ecartype)

Lot2 (M + Ecartype)

Aspect Transparent opaque
Couleur Claire Jaune
Viscosité Haute Trés visqueux
Leucocytes 10°(/mm°) 5.0+ 1.53 20 +2.30
Neutrophiles (%) 35+4.70 95+9.23
Protéines (g/dl) 6.5 +0.40 12+1.15
Glucose (g/1) 1.16 + 0.06 0.70 £ 0.03
Culture sur gélose au sang | négative positive

Tableau 12. Résultats de la ponction articulaire des lots 3et 4 au 30™ Jour

Lot 3 (M £ Ecartype)

Lot 4 (M + Ecartype)

Aspect opaque opaque
Couleur Jaune Jaune
Viscosité Tres visqueux Tres visqueux
Leucocytes 10°(/mm°) 22+3.33 21+2.99
Neutrophiles (%) 97 +7.48 97.5+5.55
Protéines (g/1) 12 +2.13 12+ 1.14
Glucose (g/l) 0.75 £ 0.06 071 £0.10
Culture sur gélose au sang | positive positive

Tableau 13. Résultats de la ponction articulaire des lots 5 et 6 au 30™ Jour

Lot 5 (M + Ecartype)

Lot 6 (M + Ecartype)

Aspect opaque opaque
Couleur Jaune Jaune
Viscosité Trés visqueux Tres visqueux
Leucocytes 103(/mm3) 23 +3.45 23 +£5.34
Neutrophiles (%) 95.8 +4.99 97 +5.65
Protéines (g/l) 12+4.40 12+1.99
Glucose (g/) 0.708 = 0.06 0.713 = 0.09
Culture sur gélose au sang | positive positive

Selon les résultats ci-dessous il ya présence d’ une hyperleucocytose chez les lots 2, 3,
4,5 et 6 (20 £2.30) (22 + 3.33) (21 +2.99) (23 + 3.45) (23 + 5.34) 10’ /mm’ respectivement
par rapport au lot témoin (lot 1) (5.0 + 1.53) 10> /mm’ avec une prédominance PNN (95 +
9.23) (97 + 7.48) (97.5 + 5.55) (95.8 + 4.99)(97 + 5.65) 10° /mm’ respectivement par rapport
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au lot 1 (5.0 £ 1.53) 10’ /mm”. Le taux du glucose est bas par rapport a celui du témoin (lot 1).
Le taux des protéines étant €levé par rapport a celui du témoin (lotl). Quand I’inflammation
concerne une articulation, le liquide synovial de nature dite inflammatoire se caractérise par
des concentrations ¢levées d’¢léments blancs et de protéines. Ce qui a été €lucidé par

(Wright JA, et al.,2010).

Selon Combe. B (2007), la maladie débute par une infiltration excessive des
neutrophiles qui libérent la MCP1, chimiokines qui attirent et retient les leucocytes. Ceci
conduit au recrutement des macrophages sur le lieu de I’inflammation puis a une infiltration
des lymphocytes B et lymphocytes T et a la prolifération des fibroblastes synoviaux. Toutes
ses cellules sont activées et libérent des facteurs inflammatoires. Les macrophages par

exemple dont le role est d’amplifier I’inflammation libérent les cytokines pro inflammatoires
IL6, IL1 et TNFoa. De méme les lymphocytes T activées entretiennent I’inflammation par le

biais de la sécrétion d’IL6, IL17 et IFNy. Globalement I’IL6 est produite en exces dans la
synoviale enflammée ce qui entraine le recrutement et I’activation de davantage de facteurs
pro inflammatoires. Un cercle vicieux sous eux entretenant et ainsi créer dans le quel les

cellules activées par I’IL6 sont responsables d’encore plus de sécrétion d’IL6 et de récepteurs

solubles d’IL6.

-Les cultures sur gélose au sang étaient positives apres Sjours d’incubation.

-Les cultures sur gélose au sang étaient positives apres Sjours d’incubation.
III 3.1.2. Ponctions articulaires au 60" “Jour de I’expérimentation

Tableau14. Résultats de la ponction articulaire des lots 3 et 4 au 60°™ Jour

Lot 3 (M + Ecartype) Lot 4 (M + Ecartype)
Aspect opaque Transparent
Couleur Jaune Claire
Viscosité Tres visqueux Haute
Leucocytes 10° (/fmm") 25+2.56 10 + 1.30
Neutrophiles (%) 35+7.48 45.7 +5.60
Protéines (g/l) 12.8 +1.17 6.5+ 0.95
Glucose 0.708 + 0.10 0.95 £ 0.06
Culture sur gélose au sang | positive négative

=
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Tableau15. Résultats de la ponction articulaire des lots 5 et 6 au 60°™ Jour

Lot 5 (M + Ecartype) Lot 6 (M = Ecartype)
Aspect Transparent Transparent
Couleur Claire Claire
Viscosité Haute Haute
Leucocytes 10°(/mm°) 10.3 +2.20 10.5+ 1.50
Neutrophiles (%) 45.6 + 6.40 45.3 +5.30
Protéines (g/l) 6.7 +1.80 6.3+1.53
Glucose 0.96 +0.09 0.93 £0.06
Culture sur gélose au sang | négative négative

-Apres traitement par 1’antibiothérapie, ’aspect des lots 4,5 et 6 est devenu transparent
par rapport a celui du lot 3 qui restait opaque jusqu’au 60™ jour. Egalement pour la couleur
du liquide synovial qui est devenue clair par rapport a celui du lot 3 (sans antibiothérapie)
restant jaune. Ce ci pourrait €étre di a I’action de I’antibiotique. Le taux des leucocytes, et des
neutrophiles spécialement, a diminué¢ considérablement (10.3 £+ 2.20) (10.5 = 1.50) (45.6 £
6.40) (45.3 + 5.30)10° mm’ respectivement. Le taux des protéines a diminué également.
Tandis que le taux du glucose a augmenté. Paradoxalement, les symptomes de la maladie

persistaient encore chez le lot 3 non traité.

Ce ci pourrait étre dii a I’accumulation de pus dans la cavité articulaire qui a entrainer
une distension capsulaire qui interfére avec la nutrition du cartilage, induisant I’apoptose de
nombreux chondrocytes. Ce processus enzymatique de destruction chondrocytaire persiste
longtemps, méme apres stérilisation de I’articulation par un traitement antibiotique. Enfin, a
partir de ces foyers abcédés, des trajets fistuleux vont se former a travers les parties molles
pour tenter d’assurer un drainage qui reste toujours tres insuffisant selon (Guillaume G. A et
al., 2015).

-Les cultures sur géloses au sang sont négatives sauf pour celle du lot 3.

.
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I11.3.1.3. Ponctions articulaires au 90°™ Jour de I’expérimentation

Tableau 16. Résultats de la ponction articulaire des lots 5 et 6 au 90™ Jour

Lot 5 (M + Ecartype) Lot 6 (M = Ecartype)
Aspect Transparent Transparent
Couleur Claire Claire
Viscosité Haute Haute
Leucocytes 10° (/fmm”) 10.9 + 1.77 4.9+ 1.80
Neutrophiles (%) 40.4 £3.59 30+ 1.40
Protéines (g/l) 6.55+ 1091 5.5+1.78
Glucose 0.97 £0.06 0.7 +£0.03
Culture sur gélose au sang | négative négative

Concernat I’aspect et la couleur ils sont restaient normaux jusqu’au 90°™ Jour du traitement

chez les deux lots 5 et 6.

Une diminution considérable a été soulevée dans le taux des leucocytes aprés un traitement
avec un anti- IL6 (4.9 + 1.80)10° mm’ par rapport 4 (10.9 + 1.77) 10’ mm? trouvé chez le lot 5.
De méme pour les autres parametres, avec une normalisation dans le taux des protéines et

celui du glucose.

-Sur gélose au sang, les cultures restaient négatives.

I11.3.2. Les facteurs inflammatoires : la CRP et la VS

111.3.2.1. Détermination de la CRP
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Figure 45. Détermination de la CRP jusqu’au 30°™ Jour et comparaison entre les lots 1 et 2
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Une augmentation significativement importante est observée dans le taux de la CRP du
lot 2, par rapport au lot 1, a partir du 15°™ Jour jusqu’a ce qu’elle atteint (56.33 + 0.16) mg/L

au 30°™ Jour.

70 %k % * %k * % %k

60 1 N |

50

40

HCRPlot 3

30 HCRP lot 4

20 il

Concentration mg/ L

10

0 - Jours
JO )7 Jis  J21 J30 J37 J45 )52 )59

Figure 46. Détermination de la CRP jusqu’au 59°™ Jour et comparaison entre les lots 3 et 4

Nous avons dénoté une diminution hautement significative de la CRP du lot 4 traité par
antibiothérapie & partir du 45°™ Jour (28 + 0.07) mg/L, par rapport au lot 3 non traité (58 +
0.17) mg/L.
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Figure 47. Détermination de la CRP jusqu’au 90™ Jour et comparaison entre les lots 5 et 6
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Une nette diminution de la CRP est observée a partir du 67°™ jour dans le lot 6 (<6 mg/L) ce
qui peut étre du au traitement par D’anti IL6. Avec disparition totale des signes

inflammatoires.

111.3.2.2. Détermination de la VS
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Figure 48. Détermination de la VS jusqu’au 30°™ Jour et comparaison entre les lots 1 et 2

Selon la figure ci-dessous une augmentation importante du taux de la VS du lot 2
(54.66 = 0.10) mm par rapport au témoin (lot 1) (1.66+ 0.04) mm, donc il s’agit bien d’un

phénomene I’inflammatoire.
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Figure 49. Détermination de la VS jusqu’au 59°™ Jour et comparaison entre les lots 3 et 4

Le taux de la VS du lot 4 a significativement diminué au 4

5 eme

jour du traitement par

antibiothérapie (17.33 + 0.04) mm par rapport a celui du lot 3 (58,33 +0,11) mm jusqu’a

atteindre la valeur normale (5.33 + 0,02) mm au 60°™ Jour.

80

70

60

50

40

30

20

Hauteur en mm

10

10

17

J15 J21 J30 J37 J45 )52 J59 J67 J74 181 J90

mVSlot5
mVSlot6

Jours

Figure 50. Détermination de la VS jusqu’au 90°™ Jour et comparaison entre les lots 5 et 6
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La diminution de la VS est hautement significative (0.33 + 0.01) mm au 90°™ jour du

traitement par antibiothérapie suivi d’un traitement par un anti- IL6.

I11.3.3. Le bilan sanguin (FNS)

I11.3.3.1. Bilan sanguin des lots 1 et 2 au 0 et 30°™Jour de
I’expérimentation
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Figure 52. Détermination du taux des globules rouges au 30™ Jour des lots 1 et 2
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Figure 53. Détermination du taux d’hématocrite au 30°™ Jour des lots 1 et 2
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Figure 54. Détermination du taux d’hémoglobine au 30°™ Jour des lots 1 et 2

Une légere diminution est notée dans le taux des globules rouges du lot 2 par rapport
a celui du témoin. Les taux d’hémoglobine et d’hématocrite ont significativement diminués
par rapport a ceux du lot 1. Ces variations sont des critéres d’une anémie monochrome, qui
peut étre li¢ a la pathologie induite. En effet, selon (Rouiller N et al, 2010). L’arthrite

septique peut causer une anémie monochrome.

L’activité excessive de 1’IL6 au niveau hépatique entraine la sécrétion des protéines de
la phase aigue de ’inflammation dont un peptide 1’hepcidine principalement régulée par
I’IL6. Cela signifie que I’activité excessive d’IL6 au niveau systémique peut provoquer une
diminution du taux d’hémoglobine par I’action de I’hepcidine qui enferme le fer dans les

macrophages et bloque ainsi 1’absorption digestif du fer (P. Cope. A. 2007).
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Figure 55. Détermination du taux des plaquettes au 30°™ Jour des lots 1 et 2

Selon la figure 55 nous avons noté une hyperplaquetose chez le lot 2 (475 + 1.07) /mm’
par rapport a celui du témoin (lot 1) (441.66 + 0.52) mm’. Les interactions plaquettes-cellules
endothéliales et leucocytes-cellules endothéliales jouent un role déterminant au cours d'une
réaction inflammatoire, notamment grace a l'action des molécules d'adhérence qui existent
sous forme soluble dans le plasma. Comparablement a notre étude, les résultats sont en
accord avec ce qui ont été présentés dans les travaux de (Rouiller N ez al, 2010).

20
18
16
14
12
10

Concentration en mm?

o N A O

%k %k %k %

10

Taux des leucocytes lot 1

Taux des leucocytes lot 2

Jours
J30

Figure 56. Détermination du taux des leucocytes au 30°™ Jour des lots 1 et 2
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: Détermination du taux des lymphocytes au 30°™ Jour des lots 1 et 2
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Figure 58. Détermination du taux des monocytes au 30°™ Jour des lots 1 et 2
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Figure 59. Détermination du taux des granulocytes au 30°™ Jour des lots 1 et 2

D’apres les figures 56, 57, 58 et 59, Une hyperleucocytose peut étre liée a l'action des
cytokines (facteurs de croissance, dédifférenciation, de chimiotactisme) ou de chémokines.
Certaines chémokines exercent un effet ciblé sur certaines lignées de cellules sanguines ; 1'IL-
8 sur le polynucléaires neutrophile, I'éotaxine sur 1'€osinophile, le MCP-1 (Monocyte Chemo-
attractant 1) sur les monocytes. Ces résultats sont comparables a ceux démontré par

(Asseray.N et al., 2012).

I11.3.3.2. Bilan sanguin des lots 3 et 4 au 0, 30 et 60°™Jour de
I’expérimentation
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Figure 60. Détermination du taux des globules rouges jusqu’au 60°™ Jour des lots 3 et 4
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Figure 61. Détermination du taux d’hématocrite jusqu’au 60°™ Jour des lots 3 et 4
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Figure 62. Détermination du taux d’hémoglobine jusqu’au 60°™ Jour des lots 3 et 4
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Figure 63. Détermination du taux des plaquettes jusqu’au 60°™ Jour des lots 3 et 4

D’apres les figures 60, 61, 62 et 63 nous notons une diminution dans les parameétres
hématologiques : hématocrite, hémoglobine et plaquettes avec une augmentation significative
dans le taux des globules rouges chez le lot 4, traité par antibiothérapie (4 + 0.01) 10° mm’
(36.33£0.01)% (9 + 0.01) g/100ml (408.33+0.96) mm >, par rapport au lot 3 (5.33 + 0.01)10°
mm® (374 0.01) % (10 + 0.01) g/100ml (366.66+1.07)/ mm >, non traité par antibiothérapie.

Ce ci pourrait étre da a I’effet de 1’antibiothérapie.
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Figure 64. Détermination du taux des leucocytes jusqu’au 60°™ Jour des lots 3 et 4
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Figure 65. Détermination du taux des lymphocytes jusqu’au 60°™ Jour des lots 3 et 4
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Figure 66. Détermination du taux des monocytes jusqu’au 60°™ Jour des lots 3 et 4
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Figure 67. Détermination du taux des granulocytes jusqu’au 60°™ Jour des lots 3 et 4

A travers ces résultats nous avons constat¢ une diminution des parameétres
hématologiques par rapport a ceux du témoin non traité ce ci pourrait étre due a 1’action des
antibiotiques administrés aux lapins traités. Ce résultat concorde avec I’études de (Asseray

N.et al., 2012).

I11.3.3.3. Bilan sanguin des lots 5 et 6 au 0, 30, 60 et 90 Jour de
I’expérimentation
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Figure 68. Détermination du taux des globules rouges jusqu’au 90™ Jour des lots 5 et 6
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Figure 69. Détermination du taux d’hématocrite jusqu’au 90°™ Jour des lots 5 et 6
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Figure 70. Détermination du taux d’hémoglobine jusqu’au 90°™ Jour des lots 5 et 6

Nous notons une augmentation hautement significative dans les taux des globules

rouges, 1’hémoglobine et I"hématocrite, du lot 6 (4.33+0.01) (40.25+0.03) 10 mm’en

comparaison avec ceux du lot (53.5+ 0.01) (30.8+ 0.02) 10> mm3, ce ci pourra étre dii au

traitement par Tocilizumab. Il y a eu un retour des paramétres hématologiques vers la norme

en les comparants avec ceux du Jour 0 et disparition de 1’anémie monochrome.
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Figure 71. Détermination du taux des plaquettes jusqu’au 90°™ Jour des lots 5 et 6
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Figure 72. Détermination du taux des leucocytes jusqu’au 90°™ Jour des lots 5 et 6

E



Chapitre 111 Résultats et Discussion

90

g

2

g B Taux des lymphocytes
5) lot5

8

= M Taux des lymphocytes
g lot 6
O

A

Jours

10 130 J60 190

Figure 73. Détermination du taux des lymphocytes jusqu’au 90°™ Jour des lots 5 et 6
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Figure 74. Détermination du taux des monocytes jusqu’au 90°™ Jour des lots 5 et 6
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Figure 75. Détermination du taux des granulocytes jusqu’au 90°™ Jour des lots 5 et 6

D’apres les figures 72, 73, 74 et 75, nous avons également remarqué que les taux des
globules blancs, Leu, Lym, Mon et Gran ont significativement diminués en les comparants
avec ceux du lot 5. Ceci pourra étre da a ’action de 1’anti IL6 (8.16 + 0.01) 10> mm’® (20 +
0.04) 10° mm’ (3 + 0.01) 10° mm® (12,5 + 0.07) 10> mm’ par rapport & (10.4 + 0.02) 10> mm’
(35.83 +0.09) 10° mm”® (8.4+ 0.04) 10 mm’ (44 + 0.12) 10’ mm’ respectivement.

111.3.4. Les hémocultures

Les résultats des hémocultures sur les milieux de culture utilis€és sont présentés dans les

tableaux suivants :

III. 3.4.1. Les hémocultures des lots : 1, 2, 3, 4, 5 et 6 au 30°™Jour de

I’expérimentation

Tableau 17. Hémocultures du lot 1 et 2 du 30°™ Jour

Lot 1 Lot 2
Sur gélose au sang (COS) négative positive
Sur gélose au chocolat négative positive
PVX)
Bouillon au thioglycollate négative positive

.
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Tableau 18. Hémocultures des lots 4 et 5 du 30°™ Jour

Lot 3 Lot 4
Sur gélose au sang (COS) positive positive
Sur gélose au chocolat positive positive
(PVX)
Bouillon au thioglycollate positive positive

Tableau 19. Hémocultures des lots 5 et 6 du 30°™ Jour

Lot 5 Lot 6
Sur gélose au sang (COS) positive positive
Sur gélose au chocolat positive positive
(PVX)
Bouillon au thioglycollate positive positive

Sur tous les milieux de culture utilisés pour les lots 2, 3, 4, 5 et 6 il y a eu une culture de

PBA positive, sauf ceux du lot 1 (témoin négatif) qui ne présentaient aucun développement de

colonies bactériennes.

I11.3.4.2. Les hémocultures des lots: 3, 4, 5 et 6 au 60°™Jour de

I’expérimentation

Tableau 20. Hémocultures des lots 3 et 4 du 60°™ Jour

Lot 3 Lot 4
Sur gélose au sang (COS) positive négative
Sur gélose au chocolat positive négative
(PVX)
Bouillon au thioglycollate positive négative
Tableau 21. Hémocultures des lots 5 et 6 du 60°™ Jour

Lot 5 Lot 6
Sur gélose au sang (COS) négative négative
Sur gélose au chocolat négative négative
(PVX)
Bouillon au thioglycollate négative négative

.
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Sur les milieux de culture utilisés, aprés une Antibiothérapie, les lots 4, 5 et 6 ne
présentaient aucun développement bactérien sauf sur ceux du lot 3, témoin, il y a eu un

développement bactérien. Ce ci est pourrait étre di a 1’efficacité du traitement.

I11.3.4.3. Les hémocultures des lots 5 et 6 au 90°™Jour de
I’expérimentation

Tableau 22. Hémocultures des lots 5 et 6 du 90™ Jour

Lot 5 Lot 6
Sur gélose au sang (COS) négative négative
Sur gélose au chocolat négative négative
(PVX)
Bouillon au thioglycollate négative négative

Les milieux de culture utilisés pour les lots 5 et 6 ne présentaient aucun développement
bactérien d’ou la suggestion qu’il n ya pas eu de récidivité aprés Imois du traitement

antibiotique.

I11.3.5. Détermination de I’activité enzymatique de la Myéloperoxydase

La MPO est une enzyme produite et libérée a partir des granules primaires des PNN.
C’est un marqueur de 1’invasion tissulaire par les PNN, elle est responsable de la synthése de
nombreuses especes oxydantes qui participent a la défense de 1’hote telles que le peroxyde
d’hydrogene (H,O,) (Serteyn et al, 2003). La MPO est considérée comme marqueur
inflammatoire dans de nombreuses pathologies liées a 1’activation des neutrophiles et a leur
infiltration tissulaire  telles que les pathologies inflammatoires, cardiovasculaires et

infectieuses (Hoya et al., 2002).
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Figure 76. Détermination de I’activité enzymatique de la Myéloperoxydase dans le sérum des
lots 1 et 2

En comparant avec le lot témoin, les résultats obtenus montrent une élévation de
Iactivité enzymatique de la MPO du lot 2, & partir du 7°™ Jour (0.47 £ 0,03ADO) (0.09 +
0,03ADO) respectivement. Ce ci est due a la réaction inflammatoire et I’infiltration des PNN,
apres induction de la maladie par P.acnes. 1’augmentation de cette activité refléte la
dégranulation massive des PNNet une libération de la MPO dans le milieu extracellulaire. Ces

résultats sont en accord par ce qui est rapporté dans les travaux de (Hoya et al., 2002).
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Figure 77. Détermination de I’activité enzymatique de la Myéloperoxydase dans le sérum des
lots 3 et4
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On a remarqué une diminution hautement significative du taux de la MPO chez le lot 4
traité par antibiothérapie par rapport au lot 3 non traité¢ a partir du 45°™ jour (28 + 0,03ADO)
(49 = 0,03ADO) respectivement.
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Figure 78.Détermination de 1’activité enzymatique de la My¢loperoxydase dans le sérum des
lots S et 6

Le traitement par Tocilizumab a réduit significativement 1’activité¢ de la MPO au niveau
du sérum du lot traité (lot 6), comparativement au lot non traité (lot 5) (2 + 0.03ADO) (19 +
0.03ADO) respectivement. Le taux des PNN est réduit aprés épuisement des réserves

mastocytaires en médiateurs inflammatoires sous ’effet de I’antilL6.

I11.3.6. Détermination de ’activité enzymatique de la Peroxydase

¢osinophile

L’EPO fait partie des protéines cationiques localisées dans les granules des
¢osinophiles, elle est libérée aprés 1’activation de ces cellules par les médiateurs de la
réaction inflammatoire. C’est un marqueur de I’infiltration des polynucléaires éosinophiles
dans le site inflammatoire. Elle est constituée de deux sous- unités catalysant la formation de

radicaux libres d’oxygeéne (O") (Wang et al., 2006).
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Figure 79. Détermination de ’activité enzymatique de la peroxydase éosinophile dans le
sérum des lots 1 et 2

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative de 1’activité enzymatique
de ’EPO chez le lot 2 par rapport au lot 1 (témoin) (14 £ 0,03mg/ml) (8 £ 0,03mg/ml)

respectivement. Malgré 1’activité modérée des €osinophiles dans une infection bactérienne.

Selon Wang et al, 2006; Raffi et al, 2008, cette augmentation de 1’activité
enzymatique de I’EPO est due a I’accumulation marquée d’€osinophiles qui sont recrutés par

la libération massive des cytokines (ILS).
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Figure 80. Détermination de ’activité enzymatique de la peroxydase éosinophile dans le
sérum des lots 3 et 4
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Ces résultats montrent une diminution hautement significative de ’EPO chez le lot
traités par un traitement antibiotique en le comparant avec le lot non traité (13 + 0.03 mg/ml)

(14 + 0.0303 mg/ml) respectivement.
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Figure 81. Détermination de I’activité enzymatique de la peroxydase éosinophile dans le
sérum des lots 5 et 6

Ces résultats montrent une diminution hautement significative de I’EPO chez le lot
traités par un traitement a 1’anti- IL6 en le comparant avec le lot non traité a I’IL6 (7 = 0.0103

mg/ml) (11 +0.0103 mg/ml) respectivement.

II1.3.7. Détermination de la concentration du radical libre NO

Le Monoxyde d’azote (NO) est un radical libre produit par oxydation de I’arginine sous
I’action d’une famille d’enzymes : les NO synthases (NOS). Il est I’'un des effecteurs de la
cytotoxicité des macrophages possédant des propriétés inflammatoires. Il est produit en
grande quantité¢ dans les voies aériennes supérieures. Sa production est accru en situation
d’inflammation, notamment dans la rhinite allergique ou il est un marqueur de I’inflammation

et de I’installation de I’cedéme au niveau des muqueuses (Granier. 2005 ; Barrios et al.,
2012).
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Figure 82. Détermination du taux du monoxyde d’azote dans le sérum des lots let 2

Les résultats obtenus montrent une é¢lévation du taux de NO apres induction de la
maladie chez le lot 2 par rapport au lot 1 témoin (14 £+ 0,03uM) (8 + 0,03uM) respectivement.
Ceci est dii a I’activation des cellules inflammatoires et par conséquent la production massive
des radicaux libres. Ces derniers sont le résultat de la séquestration des PNN dans les

articulations. Ce qui concorde avec les résultats rapportes par Sennequier.N et al.,1998.
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Figure 83. Détermination du taux du monoxyde d’azote dans le sérum des lots 3et 4
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On a noté une diminution hautement significative de la concentration du NO du lot 4 a
partir du 37°™ jour du traitement avec I’antibiotique par rapport au Lot 3 (16 + 0,03uM) (20 +
0,03uM) respectivement.
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Figure 84. Détermination du taux du monoxyde d’azote dans le sérum des lots Set 6

On a noté une diminution hautement significative de la concentration du NO du lot 6 a
au 90°™ jour du traitement avec Tocilizumab par rapport au Lot 5 (5 £ 0.02uM) (10 +
0.02uM) respectivement.

D’apres Allais E,2010 I’atteinte du synovial est généralement responsable d’une arthrite
pure, sans infection osseuse. La riche vascularisation des diarthroses, notamment par de
nombreuses branches artérielles péri-articulaires qui traversent la capsule fibreuse favorise
cette atteinte. La pénétration du microorganisme est suivie d’une réaction inflammatoire avec
une hyperhémie locale et une réaction cellulaire riche en polynucléaires. La multiplication
bactérienne dans 1’articulation engendre un épanchement purulent qui contient des enzymes
protéolytiques libérées par les polynucléaires neutrophiles (collagénases et élastases,
principalement) et responsables de la destruction articulaire.

Selon Gahukamble AD et al., 2014 typiquement la réaction immunitaire innée a
l'infection bactérienne implique la reconnaissance de bactéries par les récepteurs spécifiques

qui activent la phagocytose d'organismes extracellulaires. L'activation de récepteur mene
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aussi a la libération des cytokines inflammatoires, des lipases et des protéases. Par contraste
avec les infections de la hanche et le genou periprosthetique avec les bactéries, la réponse
inflammatoire a Propionibacterium est mutée et permet la progression furtive pour endosser
I'échec de DI’arthroplastie facilité par la capacité apparente des bactéries pour échapper a la

reconnaissance par les récepteurs cellulaires de I’hote.

Certaines ¢tudes suggerent que l'activation de la cascade inflammatoire normale dans
les infections a Propionibacterium est limitée. Le manque de réaction immunitaire peut aussi
étre li¢ a la tendance de Propionibacterium pour résider dans un biofilm ou ils sont

relativement isolés du systéme immunitaire des hotes (Shiono Y et al., 2014).

Le systéme immunitaire va également participer aux lésions cellulaires par le
recrutement de monocytes/ macrophages et de polynucléaires neutrophiles lors de la réaction
inflammatoire. En effet, ces cellules ont des effets bénéfiques qui permettent de réduire la
mortalité due au sepsis en facilitant la clairance bactérienne.

Néanmoins, elles vont aussi entrainer une intensification de la sévérité des atteintes
articulaires, d’une part, en libérant des radicaux libres oxygénés et des protéases lysosomales
et, d’autre part, en entretenant la production en cascade de nombreuses cytokines pro
inflammatoires. Lorsque des superantigénes sont sécrétés par la bactérie, la réponse
inflammatoire de 1’hote se trouve accentuée, avec une proportion accrue de lymphocytes T

activés, ce qui a été largement rapporté par Guillaume G. A et al., 2015.
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I11.3.8. Les facteurs rhumatoides

Resultats et Discussion

I11.3.8.1. Résultats de la réaction de Waaler- Rose des lots 1, 2, 3,

4,5 et 6 au 30°™Jour de I’expérimentation

Tableau 23. Résultats de la réaction de Waaler- Rose des lots 1 et 2 au 30°™ Jour

Lot 1 Lot 2
Controle positif positif positif
Controle négatif négatif négatif
Echantillons/ 6lapins négatif négatif

Tableau 24. Résultats de la réaction de Waaler- Rose des lots 3 et 4 au 30™ Jour

Lot 3 Lot 4
Controle positif positif positif
Controle négatif négatif négatif
Echantillons/ 6lapins négatif négatif

Tableau 25. Résultats de la réaction de Waaler- Rose des lots 5 et 6 au 30™ Jour

Lot 5 Lot 6
Controle positif positif positif
Controle négatif négatif négatif
Echantillons/ 6lapins négatif négatif

I[Inya euaucune détection du FR dans tous les sérums concernant les lots 1, 2, 3,4, 5

et 6 au 30°™ Jour.

II1. 3.8.2. Résultats de la réaction de Waaler- Rose des lots 3, 4, 5
et 6 au 60°™Jour de ’expérimentation

Tableau 26. Résultats de la réaction de Waaler- Rose des lots 3 et 4 au 60™ Jour

Lot 3 Lot 4
Controle positif positif positif
Controle négatif négatif négatif
Echantillons/ 6lapins positif positif
Le titre du sérum 08UI/ ml 08UI/ ml
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Resultats et Discussion

Tableau 27. Résultats de la réaction de Waaler- Rose des lots 5 et 6 au 60™ Jour

Lot 5 Lot 6
Controle positif positif positif
Controle négatif négatif négatif
Echantillons/ 6lapins positif positif
Le titre du sérum 08U/ ml 08UI/ ml

Au 60°™ Jour de notre expérimentation nous avons détecté la présence des FR dans

les sérums des lots 3, 4, 5 et 6 ce qui peut expliqué ce qui a été rapporté par Dubost J et al.,

2000.Concernant I’arthrite septique peut étre a I’origine d’une polyarthrite rhumatoide.

I11. 3.8.3. Résultats de la réaction de Waaler- Rose des lots 1, 2, 3,

4,5 et 6 au 90°™Jour de ’expérimentation

Tableau 28. Résultats de la réaction de Waaler- Rose des lots 5 et 6 au 90™ Jour

Lot 5 Lot 6
Controle positif positif positif
Controle négatif négatif négatif
Echantillons/ 6lapins positif négatif
Le titre du sérum 3201/ ml < 08UI/ ml

En comparant entre les lots 5 et 6 au 90°™ Jour nous avons soulevé une absence de FR

dans le lot 6 avec un taux inférieur a 08UI/ ml, ce qui peut étre li¢ a D’effet biologique de

Tocilizumab. Tandis que dans le lot 5 (témoin), le FR a été détecté¢ a une concentration de

32Ul/ml.
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I11.9. Etude histologique

I11.9.1.Histologie du genou de lapin du lot 1 (controle négatif) au
30°™ Jour de I’expérimentation

(Originaux, 2016)

Figure 89. Histologie du genou de lapin du lot 1 (contrdle négatif) au 30™ Jour de
I’expérimentation A. (HE Gx 100) Tissu synovial avec 1’Os mature lamellaire sain; B. (HE
Gx 20) Lamelles osseuses sans inflammation associées aux muscle et du tissu adipeux ; C.

(HE G x 20) il ny apas d’inflammation. O : Os. S : Synovial. M : Muscle. Ost : Ostéocytes.

Sur la figure 89 le controle négatif ne présente aucun signe d’inflammation au 30°™
jour depuis I’expérimentation.
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I11.9.2.Histologie du genou de lapin du lot 2 (contréle positif) au
30°™ Jour de I’expérimentation

(Originaux, 2016)

Figure 90. Histologie du genou de lapin du lot 2 (contréle positif). A et B. Phénomeéne
inflammatoire polymorphe avec des amas d’histiocytes dans la synoviale indiquant une
synovite inflammatoire nodulaire. C. (HE G x 10) Phénoméne inflammatoire s’étend jusqu’a
la synoviale. D. (HE G X 40) : phénomeéne inflammatoire avec des polynucléaires. O : Os. S :
Synovial. P : Pannus synoviaux. M : Muscle. T : Tissu adipeux. PNN : polynucléaires

neutrophiles. I : inflammation.

D’apres la figure 90, on a remarqué qu’il y a développement d’une synovite au niveau
des genoux des lapins du lot 2 (controle positif) apres 30 jours depuis I’induction de P. acnes.
Cette pathologie, se traduit par un épaississement de la membrane synoviale pouvant aller

jusqu'a éroder l'os se trouvant en dessous, et entrainant des nodules inflammatoires que 1'on
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appelle des pannus synoviaux. Ces résultats sont comparables a ceux de (Mathews CJ et al.,

2010).

Selon Combe. 2007, la sécrétion d’enzymes de dégradation tels que les Matrix
Me¢étaloprotéinases MMP par les fibroblastes est une des conséquences de l’inflammation
chronique. Ces enzymes ont pour cible les fibres de collagene qui forme le cartilage et

provoque leur dégradation.

Oéme

I11.9.3. Histologie du genou de lapin du lot 3 non traité au 6
Jour de ’expérimentation

(Originaux, 2016)

Figure91. Effet de I’induction de ’arthrite sur le lot 3 sans antibiothérapie. A. HE (G x10)
Phénomene inflammatoire polymorphe ostéite+ grignotage de I’os (érosion) avec multiples
Ostéoclastes. B. HE (G x20) : érosion de I’0s avec phénomeéne d’ostéoclasie laissant un
matériel grumeleux dans la matrice cellulaire. C et D. HE (G X 40) : un fragment osseux
grignoté. O : Os. S : Synovial. Os : Ostéoclastes. L : lacune vide.
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On a not¢ sur la figure 91, une inflammation aigu€ nécrosante et suppurée 1’os. La
nécrose osseuse se traduit par la dégénérescence et la disparition des ostéocytes (lacunes

optiquement vides) (figure 91.C).

D’apres P. Cope. A. 2007, Une des effets directe de I’exces de I’IL6 est la suractivation
des ostéoclastes qui peut entrainer une perte osseuse. Ce phénomene pourrait expliquer

I’érosion osseuse observée.

L’inflammation chronique locale des articulations provoque une augmentation de la
quantit¢ d’IL6 circulantes et de son récepteur soluble et fait apparaitre divers effets

systémiques.

Selon (Goldenberg DL. 1985), le tissu osseux nécros¢ conserve sa forme lorsque la
nécrose est étendue ou se fragmente. Les petits fragments osseux nécrosés disparaissent
progressivement par résorption macrophagique ou ostéoclastique, mais les gros fragments ou
séquestres, persistent au sein du foyer infectieux, jouant le réle de réservoir de germes
microbiens inaccessibles aux antibiotiques. Seule 1’ablation chirurgicale des séquestres, c’est-
a-dire, la détersion du foyer infectieux, peut alors permettre la guérison par un processus de
réparation assez comparable a celui qu’on observe au cours d’une fracture. Le pus diffuse

rarement vers 1’épiphyse dont il est séparé chez le sujet jeune par le cartilage de conjugaison.
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I11.9.4. Histologie du genou de lapin du lot 4 traité par
antibiothérapie « amoxicilline associé a ’acide clavulanique» au 60°™ Jour
de ’expérimentation

(Originaux, 2016)

Figure 92. Histologie du genou de lapin du lot 4 avec traitement antibiotique. A. (HE G x
10) : un léger phénomene inflammatoire résiduel, plus rare au niveau du tissu synovial. B.
(HE G x 20): érosion osseuse résiduelle expliquant une guérison partielle. C. (HE G x 40) :
au fort grossissement. O : Os. S : Synovial. C : Cartilage. Os : Ostéoclastes.

Sur la figure 92, on a noté un léger phénoméne inflammatoire résiduel, avec une
érosion osseuse persistante apres traitement par antibiothérapie expliquant une guérison

partielle.
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I11.9.5. Histologie du genou de lapin du lot 5 sous antibiothérapie
« amoxicilline associé a I’acide clavulanique» sans traitement a Tocilizumab
au 90°™ Jour de I’expérimentation

(Originaux, 2016)
Figure 93. Histologie du genou de lapin du lot Savec antibiothérapie et sans traitement a
Tocilizumab. A. (HE G % 10) 1égeére diminution du phénomene inflammatoire au niveau
synoviale avec érosion massive osseuse a 1’origine d’une ostéite. B. (HE G % 20) : un
fragment osseux grignoté. C. (HE G x 40) : au fort grossissement, on note un os grignoté avec
une présence de nombreux ostéoclastes. O : Os. S : Synovial. Os : Ostéoclastes. O gring : Os

grignoté.
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Sur la figure 93, on a remarqué une légeére diminution de I’inflammation au niveau de la
synovial mais les érosions osseuses sont massives a I’origine d’une ostéite. Donc il y a eu

passage d’une synovite a une ostéite caractérisée par la présence de nombreux ostéoclastes.

Selon (Goldenberg DL. 1985), dans la cavité médullaire osseuse, ces réactions
entrainent une compression des capillaires et des sinusoides, responsable de thromboses
veineuses et artériolaires. L’ischémie provoque des zones d’infarcissement de la moelle
graisseuse et hématopoiétique qui évolueront secondairement vers la formation d’abces
bordés par une réaction d’ostéoporose. Les thrombus septiques peuvent étre a 1’origine de
métastases, soit a distance, soit dans des territoires osseux de voisinage expliquant la
possibilité¢ de pandiaphysite. Plus tardivement, des foyers de nécrose osseuse peuvent se
constituer. Les petits foyers, toujours nombreux, peuvent étre résorbés par 1’action des
ostéoclastes. Si le fragment d’os nécrosé est plus volumineux, la résorption est impossible et il
se forme un séquestre osseux septique, premiere étape du passage a la chronicité. Ces
réactions se produisent trés rapidement.

Au contact des séquestres, le périoste réagit en produisant un os neuf. Cette réaction de
néo-ostéogénese peut atteindre une épaisseur considérable. Dans les ostéomyélites
chroniques, cet os néoformé est creusé de multiples cavités comportant de petits séquestres

dans lesquels des bactéries vivantes peuvent persistés indéfiniment.
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I11.9.6. Histologie du genou de lapin du lot 6 sous antibiothérapie
« amoxicilline associé a ’acide clavulanique») jusqu’au 60°™ jour puis
traité par un anti IL6 (Tociluzimab) jusqu’au 90°™ jour

(Originaux, 2016)

Figure 94. Histologie du genou de lapin du lot 6 sous antibiothérapie jusqu’au 60 jour puis
traité par un anti IL6 (Tociluzimab) jusqu’au 90°™ jour. A. (HE Gx 10) disparition de
I’inflammation dans les différents tissus, Muscle et synoviale ; B. (HE Gx 20) : disparition
d’érosion avec un espace médullaire osseux sans inflammation indiquant une guérison totale ;
C. (HE Gx 40) : lamelles osseuses saines. O: Os. S: Synovial. Ost: Ostéoblastes. LO:

lamelles osseuses.

On a noté une disparition totale de I’inflammation dans les différents tissus et
disparition des érosions osseuses. Ce ci pourrait étre expliqué par I’action de Tocilizumab sur
la diminution de sécrétion de I’IL6. Cette derniére étant responsable du maintien du

phénomeéne de I’inflammation au niveau de 1’articulation.
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Selon Combe. B. (2007), La réduction de D’activité¢ de I’IL6 peut avoir des effets
cliniques tantdt au niveau articulaire qu’au niveau systémique. Le fait de réduire 1’activité
d’IL6 pourrait ralentir la dégradation du tissu synovial et réduire ’infiltration cellulaire
excessive. Cette approche pourra permettre de soulager I’inflammation, le gonflement et la
douleur articulaire. Elle peut également prévenir les Iésions articulaires a long terme et
possiblement soulager les effets systémiques tels que le taux bas d’hémoglobine et I’activité

ostéoclastique.
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II1.10. Résultats de I’imagerie

I11.10.1. Radiographie de lapin du lot 1 au 30°™ Jour de
I’expérimentation

(Original, 2016)

Figure 95. Radiographie montrant les articulations de lapin du lot 1 au 30°™ jour de
I’expérimentation apres induction de I’arthrite par Propionibacterium acnes au niveau du

genou gauche (le genou droit est sain)

La figure 95 montre une synovite caractérisée par un épaississement des parties molles
du genou gauche avec un épanchement comparais au genou droit. Il y a eu un épaississement
synovial avec une raréfaction osseuse péri articulaire. Il y a eu des érosions marginales et une

chondrolyse. La membrane synoviale est dense avec une surcharge en hémosidérine.
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I11.10.2. Radiographie de lapin du lot 4 traité par antibiothérapie
au 60°™ Jour de I’expérimentation

(Original, 2016)

Figure 96. Radiographie montrant un résidu d’épaississement synovial et érosion chondrale
de Iarticulation du lapin du lot 4 au 60°™ jour de I’expérimentation aprés induction de
’arthrite par Propionibacterium acnes au niveau du genou gauche et traité par antibiothérapie

du 30°™ jour jusqu’au 60°™ jour (le genou droit est sain)

On a noté sur la figure 96, en comparaison avec le genou droit, sur le genou gauche est
le témoin d’une disparition de 1’épaississement des parties molles. Aussi, le cartilage s’est

aminci et il y a eu début d’une érosion osseuse.

116



Chapitre 111 Résultats et Discussion

I11.10.3. Radiographie de lapin du lot 6 traité par antibiothérapie
au 60°™ Jour de I’expérimentation puis traité par Tocilizumab (anti- IL6)

jusqu’au 90°™ jour

D

(Original, 2016)

Figure 97. Radiographie montrant les articulations de lapin du lot 6 au 90°™ jour de
I’expérimentation apres induction de 1’arthrite par Propionibacterium acnes au niveau du
genou gauche et traité par antibiothérapie du 30°™ jour jusqu’au 60°™ jour puis traité par

Tocilizumab du 60°™ jusqu’au 90°™ jour (le genou droit est sain)

Sur la figure 97, On a remarqué une régénération du cartilage et disparition des érosions

osseuses au niveau du genou gauche comparablement au genou droit.
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D’aprées Combe. B.2007, L’inhibition du récepteur de I’'IL6 pourrait stopper le
processus pathologique de I’arthrite septique et entrainer des améliorations significatives de la

maladie tant6t au niveau local que systémique.
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Conclusion

L’arthrite septique correspond a I’infection d’une articulation par une bactérie. Elle se
distingue ainsi des arthrites post-infectieuses ou réactionnelles qui sont également d’origine
infectieuse, mais pour lesquelles le microorganisme se développe a distance de 1’articulation.
Tous les individus peuvent €tre atteints mais la prévalence des arthrites septiques est plus
importante chez le sexe masculin.

Dans I’arthrite septique, le plus souvent, la bactérie diffuse par voie hématogéne a partir
d’un foyer infectieux a distance, ce qui explique I’importance de la recherche d’une porte
d’entrée, apparente ou non. Elle est donc considérée, a juste titre, comme une urgence
diagnostique et thérapeutique, puisqu’en I’absence d’un traitement antibiotique précoce et
adapté, le risque d’envahissement septique locorégional voire général est élevé, mettant en jeu
le pronostic vital du patient, ainsi que le pronostic fonctionnel de 1’articulation touchée. La
morbidité revét surtout la forme de séquelles articulaires fonctionnelles invalidantes
consécutives a I’atteinte voire la destruction compléte du revétement cartilagineux
(chondrolyse, fibrose).

Cette ¢étude visait donc a mettre en ceuvre un modele expérimental fiable d’arthrite
inflammatoire aigue comme décrit dans la bibliographie, ainsi que 1’évolution de différents
parametres associés au cours des différentes phases inflammatoires.

Cependant, cette étude nous a permis d’envisager de nouvelles perspectives
thérapeutiques, comme 1’association du traitement antibiotique appropri¢ a un traitement
biologique par un anti IL6. Ce dernier est un puissant inhibiteur compétitif de 1’IL-6,
cytokine clé de l’inflammation locale et systémique. L’IL-6 est impliquée dans la
physiopathologie de nombreuses maladies immunitaires. Il semble jouer un role majeur au
cours des lésions inflammatoires articulaires. Pour cette raison, il devrait connaitre un intérét
croissant dans les prochaines années. L’anti- IL6 offre un nouveau choix de médicament.
Cependant I’apport réel par rapport aux molécules existantes, déja trés actives, reste a préciser
faute d’études comparatives directes. Son rapport bénéfice/risque parait.

Il ressort cependant de cette étude que la perspective d’avenir est d’approfondir les
¢tudes sur cette cytokine pro-inflammatoire qui joue un role déterminant dans les maladies
articulaires rhumatismales. Il serait intéressant d’élargir une étude randomisé chez I’étre
humain pour prouver I’effet structural et régénératif de I’anti- IL6 sur 1’os et le cartilage car
dans les maladies rhumatismales on assiste @ un phénomene destructif qui a 1’origine un

impact fonctionnel grave sur I’articulation.
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Annexe I. Appareillage, verrerie, accessoires, milieux de culture, réactifs...

Matériel non biologique

L. Appareillage

[] Agitateur magnétique.
[] Agitateur Vortex.
[] Balance de précision.

[ Balance pour pesée animale
GIBERTINI.

L] Centrifugeuse.

L] Etuve

[IHotte a flux laminaire.
L] Incubateur a 35°C.
[IMicroscope ZEISS
LIMicrotome.

U] Plaque chauffante.

L] Spectrophotométre.
] Radiogramme.

L1 Echographe.

L] Agitateur a usage unique

[JAgitateur rotatif a 100 rpm

II. Verrerie et accessoires

L1 Bec benzene.

L] Béchers.

L] Boites de Pétri.

LI Entonnoirs.

[] Erlenmeyer.

1 Eprouvette.

L] Fioles.

L] Flacons.

[] Gants en latex.
[ICompresses stériles
[ICoton hydrophile.
L] Micropipettes avec embouts jetables.

L] Tubes pour prélévements sanguins :
EDTA, sec, citraté...

L1 Papiers filtres.
L1 Pipettes.
L] Porte tubes.

[] Seringues apyrogéne a usage unique
de 1ml et Sml.

L] Spatules.

L] Tubes a essais.
Clcages en INOX pour lapins.
[LICompte goutte délivrant 50ul/ gouttes

[ILame de verre quadrillée




I11. Réactifs et produits chimiques

[IHématies test

CJHématie contrdle

[JAntigéne FR- Latex: 2,5 ml,

Suspension de particules de latex
recouvertes de gamma globulines
humaines, azide de sodium 0,95 g/1.

[LIControle positif: 1ml sérum humain,
azide de sodium 0,95 g/1.

[IControle négatif: 1 ml sérum animal,
azide de sodium 0,95 g/1.

I Alcool100, 96, 90 et 70.

L] Acétone.

L] toluéne.

L] Paraffine.

L] Formol 10%

L] Acide formique5%

L] Eau distillée stérile H20.

L] Eau physiologique (Na Cl 4 0.9%).
L] Ether.

IV. Les milieux de cultures

G¢élose au sang frais
G¢élose au chocolat
Bouillon thioglycolate

o TGY




Annexe II. Milieux de cultures utilisés, Tampons et réactifs

II.1.i. Milieux de cultures utilisés

II.1.i. Gélose au chocolat

Composition: en grammes par litre d'eau distillée

Peptone trypsique de caséine................. 7,5
Peptone pepsique de viande............... 7,5
Amidon de mais........coceeeererienenienenne. 1

Hydrogénophosphate de potassium......4
Dihydrogénophosphate de potassium...1

NaCl..ooi 5
Hémoglobine.......................oooni 10
AZAT. . i 15

pH final = 7,2
Préparation

1. Liquéfier une base chocolat (8 mL) au bain-marie bouillant (base chocolat = gélose Columbia)
2. Attendre son refroidissement a 45°C (milieu en surfusion).

3.Y ajouter stérilement les 8 mL de solution stérile d’hémoglobine a 2%.

4. Homogénéiser en faisant rouler le tube entre les mains.

5. Couler en grande boite de Pétri.

I1.1. ii. Bouillon thioglycolate

Hydrolysat pancréatique de caséine................ 175 g
Hydrolysat papainique de farine de soja ............. 25 g
GIUCOSE ... 10 g
NaCl .o 5 g
Thioglycolate de sodium.................c.cevveennn... 1 g

Phosphate dipotassique .............cocevviiiniinnn.. 2 g



Eau distillée [0 ) P 1 litre

Répartir en tubes de 10 ml et autoclaver 15 min a 121°C.

I1.1.iii. Gélose Columbia + 5% de sang de mouton (COS)

Formule théorique en g/l d’eau purifiée.
Ce milieu peut étre ajusté et/ou supplémenté en fonction des critéres de performances imposés:

Peptone de caséine et de viande (bovin et porcin).................... 10
Hydrolysat de protéines animales (bovin ouporcin)................... 10
Peptone de coeur (bovin ou POTCIN).......cceecveeveecveeereerreneeenrenne. 3
Amidon de MAaTS.......cceeruiiriiriiiieieeee e 1
Chlorure de SOdIuML.........cccueiiiriiiiiiiiieieeeeee e 5

YN 2 OSSR 13,5
Sang (MOULON).....cueeriieiiiiiieiieie et 50 ml
pH 7,3

IL.1.iv. Milieu TGY (trypticase-Glucose-Yeast)

e peptones et extrait de levure
e glucose
o thioglycolate de sodium (réducteur)

I1.2. Tampons
11.2.i. Tris-HC1 0,05 ; pH=8,6 :

Solution A (Tris 0.2 M) : dissoudre 21.03 g de Tris (hydroxymethyl) dans 1000 mLd’eau
distillée.
Solution B (HC1 0.1 M) : ajouter 10 ml de HCI (1M) a de ’eau distillée, ajusterjusqu’a 100 mL.

Pour une solution tampon a un pH=8.6 :
50 mL de solution A sont ajoutés a 26 mL de solution B puis on complete avec I’eau distillée
jusqu’a I’obtention d’un volume de 200 mL.



I1.3. Réactifs

I1.3.i. Réactif du dosage de la MPO
Pour la préparation de 20 mL de réactif :

OrthodianisidineDihydrochloride (OD) (0.167 mg/ml) ..........cccoveiiieiiniiiininn.n 0.0032 g.
H,0, (0.5 mM) ...................................................................................... 20 }J.L.
Brimode de potassium (KBT) .....o.oiuiiniiiii e e 0.0071 g.
Tris-HCL (0.05 MM , PH 6.6) «..onviniiiiiii e e e 10 puL.

I1.3.ii. Réactif du dosage de ’EPO
Pour la préparation de 20 mL de réactif :

Ortho-Phenylenediamine-Dihydrochloride (OPD) ............coooiiiiiiiiiiii e, 20 mg.
H202 (05 mM) .................................................................................... 10 ].LL.
Tris-HCL (0.05 mM , pH 8.6) «.eonniiii e 10 pL.

111.3.iv. Réactif du dosage du NO
Acide sulfanilique(SA, Griess B) (0.2%) : 2g de SA dans 100 mL d’acide orthophosphorique
(85%).
N-ethylenediaminehydrochloride (NED, Griess A) (0.1%): lg de NED dans 100mL d’eau
distillée.
-Déprotéinisation :

-75uL de I’échantillon + 75uL d’ Actonitrile =>vortexation pendent 1 minute.
-Centrifugation 10 mins a 9500 rpm.

-Dosage :

-50uL de I’échantillon + 25uL. du SA => incubation 10 mins a T ambiante
-Ajouter 25uL du NED => incubation 10minutes

-Lecture a 540nm.



I1.4. Courbes étalon

i. Dosage du NO
DO = f([NaNO2])
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Annexe 111

(Original, 2016)

Figure 25. T61

(Original, 2016)

Figure 26. Fixation au formol 10%



(Original, 2016)

Figure 27. Décalcification a 1’acide formique 5%

(Original, 2016)

Figure 30. Incubateur Labco a 35°C



(Original, 2016)

Figure 31. Balance analytique de précision METTLER TOLEDO

(Original, 2016)

Figure 32. Centrifugeuse



(Original, 2016)

Figure 33. Centrifugeuse pour les tubes Eppendorff MINI SAIN

(Original, 2016)

Figure 34. Spectrophotométre JENWAY 6305



(Original, 2016)

Figure 35. PH me¢tre

(Original, 2016)

Figure 36. Lecteur de Plaques DLALA



(Original, 2016)

Figure 37. AUTOMATE (Médonic CA 260)

Figure 51. Table thermostable (Original, 2016)



Annexe IV

Arthrite (algorithme de prise en charge)

Cellularité - = 50000 cellules/mm *
Examen Bactériologique
Examen Direct (Gram)

' ARTHRITE SEPTIQUE : PONCTION }::>

E
g
3
3
g

Conserver des tubes (zurtout =i liquide clair)

- | Artuite microcritaltines |
Examen a_irl;_vec’t' (Gram) 1
POSITIF msﬂ'ﬂ: POSIIIF NEGATIF
Cogue G- . gonocoque ? &1 culture Eonococcique gonocoqus 7 cultures &)
BONOCOIE ‘\———/ L
&) /- ¢
| '
oo dement multiple®
An.l:l.hinlhénpic 10j Tmmobilisation - Culfures lon: e
. (Brucelloze)
Immobilisation "] Antbiothérapie 6 semsines - Artirite micnocristalines
*  Arthrites réactionelles
*  Mycobactéries, Whipple, Lyme

* PLUSIEUES LAVAGES de l'articulation
avec débridement de tous les tissus infectés,
JUISOQIrA OBTENTION DE TISSUS PROPRES ET SANS

Bernard L. DESC de Maladies Infectieuses Paris , 10 octobre 2013

Figure 6.Algorithme de prise en charge d’une Arthrite (Bernard. L ez al., 2003).



Tableau 29. Identification des protéines immunogenes dans les biofilms et-ou les phases de

croissance planctonique de Propionibacterium acnes.

Expression
Molecular  (biofilm,

Protein Protein  Best protein mass planktonic,

no. Full name of protein® name” accession no.”  Function® pl* (kDa) or bath)

1 Methylmalonyl-CoA mutase Muta E4DBYR Lactate fermentation to propionate 4608 @111 Both
and acetate

2 Chaperone protein Dnak, Dnak WATZSS Heat shock protein, ATP binding 4476 5903 Both

3 &0-kDa chaperonin 1 GraLl POCY97 Heat shack protein, protein 4613 SRB40 Both
misfolding, ATP binding

4 Pyruvate kinase PykaA GEEZ02 Glycolysis 501 51.091 Both

5 Phosphoglycerate kinase Pkl Q6AIN3 Carbohydrate degradation, glycolysis 4752 42.218 Both

6 DivIVA domain protein DivIVA E4DawW2 Cell division 5016 40,124 Both

7 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  GAPDH  GTUSY4 Glucose metabolic process 5485 3595 Both

8 Malate dehydrogenase Mdh QBAGZS TCA cycle 4831 34685 Both

9 Carbamate kinase ArcC D4HCA4 Arginine metabolism 4641 31977 Both

10 Translation elongation factor Tef WATZYS Protein biosynthesis 4599 29,648 Both

11 ABC transporter, ATP-binding protein Abel D4HAH2 ATB binding 618 26.002 Both

12 2,3-Bisphosphoglycerate-dependent BomA QEAAUS Glycolysis 5981 27.99] Both

phosphoglycerate mutase

13 Methylmalonyl-CoA epimerase Mee DMHDR2 Amino acid metabolism, isomerase 5593 1634 Both

14 Translation elongation factor G, partial FusA FINNW3 Protein biosynthesis 4789 Te605 Biofilm

15 Succinate dehydrogenase or fumarate sdha E4EIRA Oxidoreductase in carbohydrate 5808 THGAT Biofilm

reductase metabolism, TCA cycle

16 Oxaloacetate decarboxylase OxdC GTUTOR Glycolysis, oxaloacetate metabolism ~ 5.23 54,690 Biofilm

17 Putative tryptophan 2,3-dioxygenase Prdl E4D&11 Aromatic amino acid family 5011 =82 Biofilm
metabolic process

18 Fumarate hydratase class IT FumC GTU97S5 TCA cycle, fumarate metabolic 5512 50689 Biofilm
process

19 Elongation factor Tuf QEARLT Protein biosynthesis 5214 4404 Biofilm

20 RecA protein RecA {J5IVEE DMNA Tepair 5258 37153 Biofilm

21 Fructose-biphosphate aldolase class 1T FlaA E4D532 TCA cycle, fumarate metabolic 5037 38,771 Biofilm
process

22 Succinyl-CoA ligase SucD E4DEHS Ligase (e.g., ATP binding) 5708 30.566 Biofilm

23 Enolase Eno QEAABE Glycolysis (cell attachment) 4418 45.53 Planktonic

24 Pyridoxal 5 -phosphate lyase Pdxs GEVOH3 Pyridoxal phosphate biosynthetic 4788 31530 Planktonic

process (vitamin B,)

® ldentification and functicn of the proteins were obtained from the UniProt database of P. acres complete proteame (1D 1.81) (wwwouniprot.org). CoA, coenzyme 4; TCA cycle,
tricarboylic acid cyzle.

» The protein names were used for labeling the protein spots

< Average values derived from isoelectric point calculator
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Figure 84. TLR et maladies infectieuses
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Figure 85. Schéma général de la réponse immune antibactérienne

Chemokines
Recruit leukocytes to the joint

PGE,,MMPs
Cathepsins B,.LK VEGF,
Matrix degradation PDGF, |L-8

angiogenesis

IL1 and hypoxia
augment VEGF
secretion

IL-1, IL-B,
IL-15
Proinflammatory

NO

B1, B2
integrins

CCR2, CCRS

CXCR3, CXCR4
PPARy

Figure 86. Schéma d’une synoviocyte indiquant les cibles thérapeutiques potentielles






Glossaire

Glossaire

* Inflammation : mécanisme de réponse a une Iésion tissulaire visant a la circonscrire et a la

réparer.

* Lésion exogéne : agression physique, chimique, microbienne.

* Lésion endogéne : auto-immunité, tumeur, infarctus.

* Signes locaux de l'inflammation : rougeur, chaleur, douleur et oedéme.

* Signes généraux : asthénie, anorexie, amaigrissement, hyper/hypothermie.

* Syndrome inflammatoire aigu (SIRS) : lorsque sont présents deux signes parmi

hyper/hypothermie, tachycardie, polypnée, hyper/hypoleucocytose.

* Sepsis : SIRS de cause infectieuse.

*SIRS : syndrome de réponse inflammatoire systémique est défini comme un état d'activation

des cascades inflammatoires, qu'il soit ou non d'origine infectieuse.

* Choc septique : sepsis, hypotension artérielle et hypoperfusion périphérique. Risque de

défaillance polyviscérale.

*Arthrite : Toute affection inflammatoire, aigué€ ou chronique, qui atteint les articulations.

*Monoarthrite : Atteinte inflammatoire qui touche seulement une articulation.

*Spondylarthrite ankylosante : Affection chronique caractérisée par la survenue d'une arthrite

touchant principalement les articulations sacro-iliaques et celles du rachis.Synonyme :

pelvispondylite rhumatismale.



Glossaire

*Arthrose : Affection articulaire, d'origine mécanique et non inflammatoire, caractérisée par des

Iésions dégénératives des articulations, associées a une atteinte du tissu osseux sous-jacent.

*Endocardite : Inflammation de /'endocarde. Tunique interne du ceeur, tapissant l'intérieur du

myocarde et limitant les cavités cardiaques.

*Méningite : Inflammation des méninges et du liquide cérébrospinal qu'elles contiennent entre
leurs feuillets.

*Abces : Collection de pus constituée sous forme d'une tuméfaction fluctuante aux dépens des
tissus sains.

*Conjonctivite : Inflammation de la conjonctive, d'origine infectieuse, virale, parasitaire ou

allergique.

*Péritonite : Inflammation du péritoine.

*Spondylodiscite : Inflammation simultanée d'un disque intervertébral et des vertébres adjacentes,

le plus souvent d'origine infectieuse.

*Septicémie : Terme anciennement utilisé définissant un état infectieux généralisé, dii a la
dissémination d'un germe pathogéne (c'est-a-dire pouvant provoquer une maladie) dans tout
l'organisme, par l'intermédiaire du sang.

*Ostéite : Infection d'un os d'origine microbienne, due le plus souvent au staphylocoque doré.

*Ostéomyélite : Maladie infectieuse, chronique ou aigué, du tissu osseux.

*Adénopathie : Affection des ganglions lymphatiques, d'origine inflammatoire, infectieuse ou

tumorale.

*Amyotrophie : Diminution du volume d'un muscle strié¢ par réduction du nombre des fibres

contractiles qui le constituent.



Glossaire

*Psoitis : Flexion treés douloureuse et irréductible (il est impossible de remettre la cuisse en

position normale) de la cuisse sur le bassin.

*Synovite : Inflammation de la synoviale (membrane tapissant l'intérieur de la capsule des

articulations.

*CIVD : coagulation intravasculaire disséminée (ou encore syndrome de défibrination ou
coagulopathie de consommation) est une activation pathologique de la coagulation (formation de

caillots sanguins).

* Un biofilm : est une communauté multicellulaire plus ou moins complexe, souvent
symbiotique, de micro-organismes (bactéries, champignons, algues ou protozoaires), adhérant
entre eux et a une surface, et marquée par la sécrétion d'une matrice adhésive et protectrice. Il se

forme généralement dans l'eau ou en milieu aqueux.

* Le mode de vie en biofilm est I'un des deux modes de comportement des organismes
unicellulaires — 1'alternative étant la flottaison libre de type dit « planctonique », dans un médium

liquide, fluide ou méme solide.
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