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BHE : Barriére Hémato-Encéphalique

CNIL : Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés
CPP : Comité de Protection des Personnes

DVE : Dérivation Ventriculaire Externe

DVP : Dérivation Ventriculo-Péritonéale

HIC : Hématome Intra-Cranien

HSA : Hémorragie Sous Arachnoidienne

ICM : Infection Cérébro-Méningée

IMC : Indice de Masse Corporelle

IEC : Infection Extra-Cérébrale

IL : Interleukine

IMC : Indice de Masse Corporelle

IRA : Insuffisance Rénale Aigué

LCS : Liquide Céphalo-Spinal

PAVM : Pneumopathie Acquise sous Ventilation Mécanique
PKPD : Pharmacocinétique et Pharmacodynamique
PIC : Pression Intracranienne

PPC : Pression de Perfusion Cérébrale

Qalb : Quotient d’Albumine

TNF : Facteur de Nécrose Tumorale

SNC : Systeme Nerveux Central
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I-INTRODUCTION

Le systéme nerveux central (SNC) est protégé par une barriére physiologique en apparence
imperméable appelée la barriere hémato-encéphalique (BHE) [1-2]. Cette interface assure le
maintien de ’lhoméostasie au sein du parenchyme cérébral en formant une barriére physique
et métabolique entre les tissus périphériques et le SNC [3]. La BHE est composée de trois
structures anatomiquement distinctes : 1) la barriere hémato-parenchymateuse constituée
par une couche de cellules endothéliales non fenétrées reliées entre elles par des jonctions
serrées et reposant sur une membrane basale entourée par plusieurs cellules (astrocytes,
péricytes, neurones et cellules microgliales) formant I'unité neuro-vasculaire. 2) La barriére
hémato-liquidienne située entre les vaisseaux leptoméningés et les plexus choroidiens
responsables de la sécrétion de liquide cérébro-spinal (LCS) et 3) les méninges tapissées de
cellules arachnoidiennes formant I'interface parenchyme-LCS [3-4-5-6-7]. Les deux premiéres
structures sont réellement impliquées dans la restriction de la perméabilité aux protéines et
jouent le réle physiologique de BHE. En effet, des études sur la diffusion de traceurs exogéenes
et endogeénes montraient que les barrieres hémato-parenchymateuse et hémato-liquidienne
empéchaient completement la diffusion des traceurs. Au niveau de I'endothélium des
capillaires cérébraux, les jonctions serrées et la rareté des vésicules plasmalemmes sont les
éléments rendus responsables du caractére imperméable de cette barriere. Au niveau des
plexus choroidiens, les capillaires fenestrés des cellules endothéliales laissent diffuser les
traceurs dans I’espace conjonctif mais ils sont arrétés par les jonctions serrées de type zonula
occludens entre les cellules épithéliales des plexus. Par ailleurs, il n’existe pas d’argument en
faveur d’un transfert transépithélial. Linterface parenchyme-LCS n’est pas a proprement parlé
une barriere puisqu’il laisse diffuser librement les traceurs entre le LCS et l'interstitium du
parenchyme cérébral de la couche astrocytaire marginale de la surface corticale et de

I’épendyme [7].

Le transport d’'une molécule a travers la BHE est finement régulé par plusieurs mécanismes
selon sa nature hydrophile/lipophile ou son degré de dissociation. Les macromolécules
comme l'albumine (68 000 Da) ne traversent pas la BHE a I’état physiologique, tout comme

de nombreux médicaments. Les antibiotiques hydrophiles comme les béta-lactamines, par
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exemple, diffusent difficilement a travers la BHE ce qui contribue a diminuer leurs
concentrations dans les tissus cibles augmentant ainsi la probabilité d’échec du traitement et
la survenue de résistances bactériennes [8]. A l'inverse, les molécules lipophiles diffusent
passivement. Certaines molécules comme les cytokines peuvent traverser la BHE uniquement

par trancytose (avec ou sans transporteur) [9].

L'agression du SNC génere de la neuroinflammation, un processus complexe permettant la
réparation des tissus |ésés et la défense contre les infections. Elle est médiée par des cellules
(neurones, macrophages, cellules microgliales, lymphocytes T et astrocytes) et des molécules
(interleukines (IL), Tumor Necrosis Factor (TNF), Transforming Growth Factor (TGF),
interférons (IFN), prostaglandines, especes réactives de I'oxygene (ROS) et métalloprotéases)
[10]. Plusieurs types de cytokines sont décrits, les cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-
1B, I'lL-6, I'lL-17, I'IL-8 et le TNF-a qui sont généralement associées a l'initiation et a la
propagation de la réponse inflammatoire dans le SNC, et les cytokines anti-inflammatoires
comme I'lL-10 ou le TGF-B qui jouent un role de régulation de I'inflammation et de protection
du tissu neuronal contre les dommages tissulaires excessifs.

Cette neuro-inflammation s’accompagne d’une augmentation du taux de cytokines produites
par des cellules résidentes du SNC telles que les astrocytes et les cellules microgliales ou par
transsudation a travers la BHE une fois sécrétées par des cellules immunitaires périphériques

infiltrées comme les lymphocytes T et les macrophages [11].

La neuroinflammation peut avoir plusieurs origines : intra-cérébrales (secondairement a une
agression directe du SNC) ou extra-cérébrales (encéphalopathie septique). Les biomarqueurs
de I'inflammation, comme les cytokines, peuvent étre mesurés dans le plasma ou dans le LCS
et différents profils cytokiniques sont décrits selon le type d’agression initiale [12]. Les
pathologies ischémiques liées a un arrét de la circulation artérielle comme I'accident
vasculaire cérébral (AVC) ischémique aboutissent a 'augmentation du taux plasmatique d’IL-
1B, TNF-a et d’IL-6 dés la premiére heure et jusqu’a 10 jours maximum apreés [13]. Concernant
les traumatismes craniens ou la neurochirurgie, on observe a partir de la 6™ heure post
traumatisme/incision et jusqu’a 6 jours plus tard une augmentation des taux plasmatiques de
cytokines IL-6 et IL-8 [14]. L'inflammation générée par un AVC hémorragique en phase initiale

augmente les taux des cytokines IL-1B, TNF-a, interféron-y, IL-6 et IL-8. Dans le cas de
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I’hémorragie sous-arachnoidienne (HSA), les taux observés au cours des 7 premiers jours d’IL-
6 et d’'IL-8 sont trés élevés (supérieurs a 2.5 fois la normale) [15]. Les infections du SNC
généerent elles aussi de I'inflammation. Une étude récente montre des concentrations d’IL-6,
d’IL-10 et de TNF-a plus importantes dans le LCS des patients atteints d’'une méningite au
moment du diagnostic comparativement a des patients sans infection méningée [16]. Le profil
cytokinique varie selon le type du pathogéene en cause, une méningite bactérienne augmente
les taux dans le LCS de cytokines TNF-a, IL-6 et IL-8 de maniére plus importante qu’une
méningite virale [17].

La neuroinflammation générée par une agression cérébrale est susceptible d’altérer la BHE et
donc de modifier sa perméabilité. De surcroit, selon le type de lésion initiale du SNC, le
mécanisme par lequel la barriére s’ouvre varie soit par augmentation de la diffusion
paracellulaire soit par modulation des transporteurs sur la barriere et/ou par augmentation
de la migration cellulaire trans-endothéliale. L’ouverture de la BHE peut étre diffuse dans le
cas d’'une méningite ou d’'une maladie neurodégénérative ou focalisée dans le cas d’un
traumatisme cranien ou d’un AVC [18-19-20-21-22]. Le quotient d’albumine (le rapport entre
les concentrations d’albumine dans le sérum et le LCS, noté Qalb) est un indicateur de
I'intégrité de la BHE. En effet, 'albumine est essentiellement synthétisée par le foie et non
utilisée par les cellules du SNC, par conséquent des niveaux élevés d'albumine dans le LCS par
rapport au sérum peuvent indiquer un dysfonctionnement de la BHE, I'augmentation de sa
perméabilité entrainant une diffusion passive des molécules d’albumine du plasma vers le LCS
[24]. L'étude de Seyfert en 2004, rapportait que le Qalb (LCS prélevés par ponctions
lombaires) de patients atteints de pathologies neurologiques par rapport a des sujets
contrdles sains était augmenté. En cas de méningite purulente des Qalb étaient augmentés
autour de 75 (103), dans le cas de la méningite lymphocytaire autour de 12 (1073) et dans le
cas de I’"hydrocéphalie autour de 9 (10°3) par rapport a des sujets contrdles sains autour de 4,2

(103) [25].

Ainsi la neuro-inflammation, quelle que soit son origine, a des conséquences sur la
perméabilité de la BHE chez les patients cérébrolésés de réanimation, ce qui pourrait
influencer la survenue de Iésions secondaires et la distribution des médicaments dans le SNC,

deux parametres nécessaires a prendre en compte pour la prise en charge de ces patients.
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L’objectif de ce travail était d’étudier la réponse neuroinflammatoire et la perméabilité de la
BHE chez des patients cérébrolésés, en comparant les concentrations de cytokines et
d’albumine dans le plasma et le LCS des patients atteints d’une infection cérébro-méningée
(ICM) a ceux présentant une infection extra-cérébrale (IEC). L’objectif principal était d’analyser
les cytokines, les objectifs secondaires étaient d’étudier le quotient d’albumine, le
Reibogramme et I'impact du type de lésion cérébrale initiale chez les deux populations de

patients.
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I-MATERIEL ET METHODE

2.1 DESIGN DE L'ETUDE

2.1.1 TYPE D’ETUDE

Ce travail de these rapporte les résultats des données relatives a la neuro-inflammation de
I’étude PK-pop-LCR (CPP17-016a/2017-002993-37) (NCT03481569), étude prospective
multicentrique réalisée dans 21 centres hospitaliers francais, du 06/07/2018 au 24/03/2023.
L’objectif principal de I'étude PK-pop-LCR était de décrire la pharmacocinétique dans le LCS
de 9 antibiotiques a large spectre apres leur administration intra-veineuse (Ceftazidime,
Céfépime, Méropéneme, Vancomycine, Daptomycine, Linézolide, Pipéracilline-Tazobactam,
Colistine, Ceftaroline). Plusieurs covariables susceptibles d’influencer la diffusion des
antibiotiques dans le LCS étaient également étudiées. Elles correspondaient a des données
cliniques du patient comme le sexe ou I'Indice de Masse Corporelle (IMC) et a des données

paracliniques comme le dosage de marqueurs inflammatoires.

2.1.2 CRITERES DE JUGEMENT

Le critére de jugement principal était la différence de concentrations de cytokines dans le LCS
et dans le sérum, ainsi que la comparaison des différents ratios LCS/sérum.

Les criteres de jugement secondaires sont la différence de Qalb entre le groupe ICM et le
groupe IEC, une analyse en sous groupe des taux de cytokines selon le type d’agression
cérébrale initiale AVC hémorragique ou HSA et le Reibogramme des deux populations de

patients.
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2.1.3 CRITERES D’INCLUSION ET DE NON-INCLUSION

Critéres d’inclusion :

- Patients majeurs

- Patients cérébrolésés admis en réanimation

- Porteurs d’'une dérivation ventriculaire externe (DVE)

- Infection du SNC ou d’un autre site nécessitant un traitement par un ou plusieurs des
antibiotiques de I'étude,

- Consentement signé du patient ou de la famille apres délivrance d’une information
claire, loyale et appropriée de |'étude

- Patient libre sans tutelle, curatelle ou sauvegarde de justice

- Patient bénéficiant du systeme de sécurité sociale ou en bénéficiant par

I'intermédiaire d’un tiers

Critéres de non-inclusion :

- Femmes enceintes ou allaitantes

- Insuffisance rénale aigué (IRA) définie par une clairance de la créatinine < 50 ml/min
et/ou nécessitant de I'épuration extra-rénale

- Contre-indication a I'antibiotique étudié

- Consentement non signé

- Patient ne bénéficiant pas du systéme de sécurité sociale ou n’en bénéficiant pas par
I'intermédiaire d’un tiers

- Patient sous protection renforcée a savoir les mineurs, les personnes privées de leur
liberté par décision de justice ou administrative, les personnes vivant en institution de

santé ou social, les adultes sous protection légale
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2.2

RECUEIL DES DONNEES PATIENTS

Chaque centre participant colligeait les données recueillies conformément au protocole et de

maniere anonymisée, dans le Case Report Form (CRF) de I'étude PK-pop-LCR.

Les

données suivantes étaient recueillies :

Age

Sexe

Indice de masse corporelle (IMC)

Motif d’hospitalisation en réanimation (type d’agression cérébrale initiale)

Indication de I'antibiothérapie (type d’infection)

Score de GLASGOW a la prise en charge

Délai en jours entre l'admission du patient en réanimation et [linitiation de
I'antibiothérapie (ie I'inclusion dans I'étude)

Scores de gravité avec I'Index de Gravité Simplifié (IGS 1) et le Sequential Organ Failure
Assesment (SOFA) a I'admission et a l'inclusion des patients permettant d’estimer la
mortalité prédite en réanimation

Les données neurologiques avec la pression de perfusion cérébrale (PPC) et la pression
intra-cranienne (PIC)

Les données hémodynamiques catégorisées en 5 groupes selon le chiffre de tension
artérielle ou la mise sous support vasopresseur

Les données respiratoires catégorisées en 4 groupes en fonction du rapport PaO2/Fi02

(P/F)
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Données hémodynamiques

= Absence d’hypotension

= Pression artérielle moyenne (PAM) < 70 mmHg
=  Mise sous DOBUTAMINE

=  Mise sous NORADRENALINE < 0,1 pg/kg/min

=  Mise sous NORADRENALINE > 0,1 pg/kg/min

Données respiratoires

= Absence de défaillance respiratoire (P/F > 300)
= Défaillance respiratoire légére (P/F entre 200 et 300)
= Défaillance respiratoire modérée (P/F entre 100 et 200)

= Défaillance respiratoire sévere (P/F < 100)

Tableau 1 : Données hémodynamiques et respiratoires.

2.3 ECHANTILLONS DE SANG ET DE LIQUIDE-CEREBROSPINAL

2.3.1 MODALITE DE PRELEVEMENT

Les échantillons étaient prélevés selon le protocole de I’étude PK-pop-LCR entre le 3¢ et |e
5¢me jour aprés I'instauration de Iantibiothérapie.

L’échantillon de sang était prélevé sur tube hépariné. Le prélevement de 5 ml par patient était
immédiatement centrifugé (ie dans I’heure maximum) pendant 10 minutes a 3000g a 4°C ou
a défaut a température ambiante. Le surnageant correspondant au plasma était réparti dans
4 aliquots de 1 mL.

Concernant I’échantillon de LCS, il était ponctionné via le site de préléevement de la DVE dans
des conditions d’asepsie strictes et divisé en 4 aliquots également de 1 mL.

Tous les échantillons étaient prélevés a I'aide d’'une micropipette pour s’assurer de leur qualité
(précision, volume, absence de contamination).

La répartition des échantillons consistait a utiliser 2 aliquots de plasma pour les dosages
d’albumine et 2 aliquots de LCS pour les dosages de cytokines IL-6, IL-8, IL-10, IL-17 et TNF-a.
Les aliquots restants étaient destinés aux dosages pharmacocinétiques.

Les patients n’étaient pas exclus de I'analyse en cas d’échantillons manquants.
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2.3.2 MODALITE DE CONSERVATION (TEMPERATURE ET DUREE)

Les aliquots de plasma et de LCS étaient ensuite congelés par le centre préleveur, acheminés
et conservés dans le centre investigateur de Poitiers (laboratoire INSERM U1070). Afin de
garantir la stabilité des échantillons dans le temps, la température de congélation et de
transport était maintenue a -80°C en fonction du délai attendu de réception des échantillons.

Les échantillons étaient conservés par la suite a une température de -80°C.

2.4  ANALYSE DES ECHANTILLONS

2.4.1 METHODE DE DETECTION DES CYTOKINES

Les concentrations d’IL-6, IL-8, IL-10, IL-17 et TNFa étaient dosées a |'aide d’'un appareil
LUMINEX 200 au laboratoire LITEC « Laboratoire Inflammation, Tissus épithéliaux et
Cytokines » de Poitiers. L'ensemble des dosages de cytokines a été réalisé sur 3 sessions et a
température constante. Les résultats sont exprimés en pg/mL.

La technologie Luminex™ est une technologie récente qui, fondée sur le principe de la
cytométrie en flux, allie I'utilisation de microspheres magnétiques fluorescentes et une double
lecture aprés excitation par deux lasers (un laser rouge permettant l'identification de la
molécule cible et un laser vert permettant sa quantification). Ces différentes billes sont
couplées a leur surface avec des anticorps de captures permettant la détection d’antigenes
spécifiques (avec une sensibilité équivalente a un test ELISA) [23], figure 1. Les plaques
utilisées pour cette étude provenaient des kits MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine
Magnetic Beat Panel (Millipore Corporation, Billerica, USA). Elles sont composées de 96 puits
noirs de type ELISA. La majorité des échantillons était dosée en simplette, 16 échantillons
étaient analysés en doublon afin de valider les résultats de nos dosages, sur 6 de ces doublons

une dilution supplémentaire était réalisée.
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Figure 1 : détection d’antigénes a I'aide de la technologie Luminex.

2.4.2 METHODE DE DETECTION DE L’ALBUMINE ET DES IMMUNOGLOBULINES

Le dosage des concentrations d’albumine et des immunoglobulines était réalisé par immuno-
néphélémétrie laser via I'analyseur de biochimie automatique Attelica® développé par

Siemens. Les résultats sont exprimés en g/L.

2.4.3 RATIO DE CYTOKINES ET QUOTIENT D’ALBUMINE

Les différents ratios de cytokines étaient obtenus par calcul du rapport des concentrations
dans le LCS sur celles dans le plasma pour la cytokine d’intérét.
Le quotient d’albumine (Qalb) permet d’estimer la perméabilité de la BHE, il est obtenu selon

la formule donnée dans la figure 2.

[AlIb]LCS
Qalb =
[Alb]PLASMA

Figure 2 : Formule du quotient d’albumine.
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La valeur normale du Qalb varie selon I'age et le sexe des patients.

De 15 a 65 ans, ce chiffre varie selon la formule indexée Qalb seuil = (3ge en années /15) +4,
ce seuil augmentant avec I’age. Pour les patients de plus de 65 ans le seuil de positivité est de
8. D’apres les travaux de Reiber, des valeurs entre 7 et 10 (10°3) signent une dysfonction légére
de la BHE, entre 10 et 20 (103) une dysfonction modérée et au-dessus de 20 (103) une

dysfonction séveére [26, 27].

2.5 METHODE STATISTIQUE

La population de patients était divisée en deux groupes, les patients cérébrolésés avec une
infection cérébro-méningée formant le groupe ICM et les patients cérébrolésés ayant une
infection extra-cérébrale formant le groupe IEC.

Les caractéristiques des patients étaient décrites selon leur nature par médiane et écart
interquartile (IQR) ou effectifs et pourcentages, et étaient comparées selon la nature des
variables d’intérét, a I'aide de tests paramétriques et non paramétriques.

Les variables quantitatives étaient comparées a 'aide du test paramétrique de Student et a
défaut (si les effectifs sont inférieurs a 30 ou si la distribution des variables ne suit pas une loi
normale), par le test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney (test U). Pour les variables
gualitatives, le test paramétrique du chi2 était effectué et a défaut le test non paramétrique
de Fisher.

Le seuil de significativité retenu est p<0.05 et tous les tests sont bilatéraux.

Toutes les analyses et le heatmap des cytokines ont été effectués a I'aide du logiciel de
statistique R version 4.3.2.

Le Reibogramme était effectué pour chaque patient de I'étude a partir d’'une matrice excel

fournie par le laboratoire Inflammation, Tissus Epithéliaux et Cytokines (LITEC) de Poitiers.

21



2.6 CADRE REGLEMENTAIRE

Cette étude est conforme sur le plan international a la déclaration d’Helsinki et sur le plan
national a la loi n° 2012-300 du 5 mars 2012 (dite loi Jardé) relative aux recherches impliquant
la personne humaine. Elle est classée en recherche interventionnelle sur des médicaments de
catégorie 1 et par conséquent elle a bénéficié d’une autorisation de I’Agence National de
Sécurité du Médicament (ANSM) et d’un avis favorable des comités de protection des
personnes (CPP) du Sud-Ouest et d'Outre-mer (CPP17-016a/2017-002993-37)
(NCT03481569). Le traitement des données numériques est encadré par une méthodologie
de référence de la Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés (CNIL) de type MR-
001. Chaque patient, ou sa famille si celui-ci n’était pas en capacité d’exprimer sa volonté,
était informé de fagon claire, loyale et appropriée des objectifs de I’étude ainsi que des risques
encourus et des mesures de sécurité de maniere a obtenir un consentement écrit libre et

éclairé. Enfin le promoteur de I'étude (CHU de Poitiers) a souscrit a une assurance.
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[1I-RESULTATS

3.1 DESCRIPTION DE LA POPULATION

L’étude PK-pop-LCR incluait au total 175 patients sur 60 mois du 06/07/2018 au 24/03/2023
dans I'ensemble des 21 centres participants. Notre étude analysait les résultats de 133
patients, 65 dans le groupe ICM et 68 dans le groupe IEC. Les patients n’étaient pas inclus en
cas de retrait de consentement en cours d’étude, de matériel biologique non analysable ou

d’échantillons perdus. Le diagramme de flux de I'’étude est représenté dans la figure 3.

Linézolide
Vancomycine
Méropéneme

Céfépime

Pipéracilline-Tazobactam

4 échantillons manquants g
Ceftazidime

1 retrait de consentement
6 échantillons non analysables
21 patients Ceftazidime non dosés

Figure 3 : Diagramme de flux des patients (n=133).

L’age médian des patients était de 58 ans (48 ; 65). La proportion d’hommes et de femmes
était similaire dans les groupes ICM et IEC, avec 45% versus 46% de femmes, respectivement.
Le délai médian entre I'admission et l'initiation de I'antibiothérapie était de 7 (3 ; 12) jours.
Les prélevements de LCS et de sérum étaient réalisés entre J2 et J5 du début de

I'antibiothérapie.

Les deux groupes étaient différents a I'admission sur leur IMC avec des scores a 32,1 (25,1 ;

37,8) dans le groupe ICM et 26,3 (22,9 ; 30,4) dans le groupe IEC p=0,002.
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Les indications d’admission en réanimation étaient une majorité d’hémorragies sous-
arachnoidiennes (HSA) qui représentaient 45% des patients et d’hématomes intra-cérébraux

(HIC) avec 34% des patients.

Le type d’infection était en majorité des méningites dans le groupe ICM représentant 63%
des patients du groupe et des pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (PAVM) dans

le groupe IEC avec 81% des patients du groupe.

Les deux groupes étaient comparables a I'admission sur leur gravité initiale avec un score
SOFA médian a 5 (3 ; 7) et un score IGS Il médian a 40 (30 ; 52) en faveur de patients
principalement monodéfaillants neurologiques. Le score de GLASGOW a la prise en charge en
réanimation des patients était significativement plus élevé dans le groupe ICM

comparativement au groupe IEC, 9 (6 ; 14) versus 7 (5 ; 11), respectivement.

A l'inclusion dans I’étude, les patients du groupe IEC étaient globalement plus défaillants sur
le plan respiratoire, avec des rapports P/F moins importants dans le groupe IEC par
comparaison au groupe ICM. Dans le groupe ICM, 58% des patients avaient un P/F supérieur
a 300. Dans le groupe IEC, 58% des patients avaient un P/F altéré en dessous de 300.
Concernant les données hémodynamiques, la population étudiée ne comportait qu’une
minorité de chocs septiques correspondant a 14,3% des patients. Les patients IEC avaient
besoin de d’avantage de NORADRENALINE que les patients cérébroinfectés.

L’'ensemble des caractéristiques des patients est présenté dans le tableau 2.
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Population

s L. IEC ICM
Caractéristiques générale N = 68 N= 65 p-value?
N =133
Age! 58 [48-65] 58 [49-65] 57 [46-64] 0,475
Sexe? - Femme 60 (45,1) 31 (45,6) 29 (44,6) 0,910
Imct 28,0 [23,8-37,0] 26,3 [22,9-30,4] 32,1[25,1-37,8] 0,002
Motif d'hospitalisation?
AVC hémorragique — HSA 59 (44,7) 44 (65,7) 15(23,1)
Tumeur cérébrale 2(1,5) 0(0,0) 2(3,1)
Traumatisme cranien 6 (4,5) 2(3,0) 4(6,2)
AVC hémorragique - HIC 45 (34,1) 20 (29,9) 25 (38,5)
AVCischémique 1(0,8) 0(0,0) 1(1,5)
Hydrocéphalie aigue 5(3,8) 1(1,5) 4(6,2)
Infection cérébro-méningée 11(8,3) 0(0,0) 11 (16,9)
Infection DVC interne 1(0,8) 0(0,0) 1(1,5)
Post-opératoire ventriculo-cisternostomie 2(1,5) 0(0,0) 2(3,1)
Données manquantes 1 1 0
Score GLASGOW a la prise en charge? 8,0 [5,0-13,0] 7,0 [4,8-11,0] 9,0 [6,0-14,0] 0,031
Score IGS Il a I'admission? 40,0 [30,0-52,0] 40,0 [31,0-53,3] 39,0 [28,0-52,0] 0,241
Score SOFA a I'admission? 5[3-7] 5 [4-9] 5[2-6] 0,145
Score SOFA a l'inclusion® 5[3-7] 6 [4-8] 4[1-6] <0,001
Délai entre l'initiation d’antibiotiques et I'admission' 7 [3-12] 6 [3-10] 8 [5-14] 0,075
Données manquantes 3 3 0
Données respiratoires? 0,013
Pas de défaillance respiratoire (P/F > 300) 50 (42,4) 18 (28,6) 32 (58,2)
Défaillance respiratoire légére (P/F entre 200 et 300) 26 (22,0) 17 (27,0) 9 (16,4)
Défaillance respiratoire modérée (P/F entre 100 et 200) 35(29,7) 23 (36,5) 12 (21,8)
Défaillance respiratoire sévere (P/F inférieur a 100) 7 (5,9) 5(7,9) 2(3,6)
Données manquantes 15 5 10
Données hémodynamiques? 0,006
Absence d'hypotension 107 (80,5) 54 (79,4) 53 (81,5)
PAM < 70 mmHg 4(3,0) 2(2,9) 2(3,1)
Mise sous DOBUTAMINE 3(2,3) 1(1,5) 2(3,1)
Mise sous NORADRENALINE < 0,1 pg/kg/min 8(6,0) 1(1,5) 7(10,8)
Mise sous NORADRENALINE > 0,1 pg/kg/min 11(8,3) 10 (14,7) 1(1,5)
PIC! 5,0 [1,0-10,5] 6,0[2,0-11,8] 4,0[0,0-8,0] 0,055
Données manquantes 22 10 12
PPC! 91,0 [82,0-100,0] 87,0[78,3-101,8] 93,0 [84,0-100,0] 0,448
Données manquantes 22 10 12
Indication des antibiotiques?
Abces cérébral 2(2,4) 0(0,0) 2(6,7)
Autre 2(2,4) 2(3,8) 0(0,0)
Choc septique 1(1,2) 1(1,9) 0(0,0)
Infection de DVE 6(7,2) 0(0,0) 6(20,0)
Infection urinaire 3(3,6) 3(5,7) 0(0,0)
Méningite 19 (22,9) 0(0,0) 19 (63,3)
PAVM 43 (51,8) 43 (81,1) 0(0,0)
Pneumopathie d'inhalation 1(1,2) 1(1,9) 0(0,0)
Sepsis 3(3,6) 3(5,7) 0(0,0)
Ventriculite 3(3,6) 0(0,0) 3(10,0)
Données manquantes 50 15 35

1 Médiane [1°" quartile — 3™ quartile] ; 2n (%) ; 3 Test de Wilcoxon, Test du Chi-2 de Pearson, Test de Fisher exact

Tableau 2 : Caractéristiques de la population (n=133).
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3.2 CRITERE DE JUGEMENT PRINCIPAL
3.2.1 COMPARAISON DES TAUX DE CYTOKINES

3.2.11 IL-6

Les taux d’IL-6 étaient significativement augmentés dans le LCS des patients avec une ICM
comparativement aux patients IEC, avec des concentrations médianes de 2447.3 pg/ml (773.4;
7947.6) et 620.6 pg/mL (150.7; 3129.9), respectivement. Aucune différence de concentration

constatée entre les deux groupes dans le plasma (Figure 4).
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Figure 4 : Boites a moustache des concentrations d’IL-6 dans le LCS (A) et dans le sérum (B)
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3.212 IL-8

Pour IL-8, sa concentration médiane était augmentée de maniére significative dans le LCS des

patients ICM a 831.9 pg/ml (357.9 ; 1417.6) versus 574.7 pg/ml (281.9 ; 1024.6) chez les

patients IEC.

Dans le sérum une augmentation significative des concentrations médianes était retrouvée

dans le groupe IEC a 13.1 pg/ml (9.4 ; 19.8) versus 8.9 pg/ml (5.5 ; 15.6) dans le groupe ICM

(figure 5).
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Figure 5 : Boites a moustache des concentrations d’IL-8 dans le LCS (A) et dans le sérum (B).
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3.2.13 .10

Dans le groupe ICM la concentration médiane était significativement plus élevée dans le LCS
comparativement au groupe IEC. Dans le LCS, la concentration médiane était de 109.8 pg/ml
(42.6; 272.8) pour les ICM et de 47.4 pg/ml (8.1 ; 95.2) pour les IEC. Aucune différence n’était

constatée dans le sérum entre les deux groupes (figure 6).
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Figure 6 : Boites a moustache des concentrations d’IL-10 dans le LCS (A) et dans le sérum (B).
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3.2.1.4 IL-17

Dans le LCS, le groupe ICM avait une concentration médiane a 3.5 pg/ml (1.2 ; 21.2)
significativement plus élevée que celle du groupe IEC 3 1.2 pg/ml (1 ; 1.3).

Dans le sérum, aucune différence significativement n’était retrouvée (figure 7).
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Figure 7 : Boites a moustache des concentrations d’IL-17 dans le LCS (A) et dans le sérum (B).
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3.2.1.5 TNF-alpha

Les taux de TNF-a étaient significativement augmentés dans le LCS des patients avec une ICM
comparativement aux patients IEC. Avec des concentrations médianes respectivement a 24.8
pg/ml (10.1; 53.6) versus 13.2 pg/ml (6.3 ; 27.5). Aucune différence de concentration n’était

constatée entre les deux groupes dans le plasma (Figure 8).
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Figure 8 : Boites a moustache des concentrations de TNF-a dans le LCS (A) et le sérum (B).
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3.2.2 TABLEAU RECAPITULATIF

LCS
Médiane (g1;93)

SERUM
Médiane (q1;g3)

* p<0.05 ICM IEC ICM IEC
IL-6 2447.3* 620.6* 19.7 (9.8;38.4) | 23.4(12.6;63.3)
(773.4;7947.6) (150.7;3129.9)
IL-8 831.9* 574.7* 8.9* (5.5;15.6) | 13.1* (9.4;19.8)
(357.9;1417.6) (281.9;1024.6)
IL-10 109.8* 47.4* (8.1;95.2) 5.3 (2.5;29.3) 5.8 (2;34.6)
(42.6;272.8)
IL-17 3.5% (1.2;21.2) 1.2* (1;1.3) 2.7(1.3;8.4) 3.9(1.7;8.2)
TNFa 24.8* (10.1;53.6) | 13.2*(6.3:27.5) | 23.6(14.8;48.8) | 21.3(13.6;36)

Tableau 3 : Comparaison des taux médians de cytokines en pg/mL dans le LCS et dans le sérum

entre le groupe ICM (colonne jaune) et le groupe IEC (colonne bleue).

31



3.2.3 COMPARAISON DES RATIOS LCS/SERUM DE CYTOKINES

Les sujets ayant une infection cérébro-méningée avaient un ratio LCS/plasma médian plus

élevé que les sujets avec une infection extra-cérébrale. Les ratios médians étaient environ 2

fois supérieurs chez les patients ICM pour les cytokines IL-6, 8, 10 et 17.

Le ratio d'IL-6 des patients était significativement plus élevé dans le groupe ICM

comparativement au groupe IEC, 96.3 (16.4 ; 321.3) versus 40.8 (6.7 ; 113.4), respectivement.

Le ratio d’'IL-8 des patients était significativement plus élevé dans le groupe ICM

comparativement au groupe IEC, 66.4 (32.3 ; 198.2) versus 41.9 (13.3 ; 92.1), respectivement.

Aucune différence significative n’était observée concernant la comparaison des ratios des

cytokines IL-10, IL-17A et TNF-a.

Infection cérébro-méningée Infection extra-cérébrale

Ratio LCS/Plasma N = 65 N = 68 p-value?
IL-61 96.2 [16.4;321.3] 40.8 [6.7;113.4] 0.018
IL-81 66.4 [32.3;198.2] 41.9[13.3;92.1] 0.021
IL-10! 11.3[2.3;33.4] 6.5 [1.4;34.2] 0.064
IL-171 0.8[0.2;3.4] 0.4[0.1;1.9] 0.134
TNF-Alphat 0.8 [0.3;1.8] 0.7 [0.4;1.9] 0.666

1 Médiane (IQR) ; 2 Test de Wilcoxon

Tableau 4 : Comparaison des ratios LCS/plasma médians de cytokines entre les deux groupes.
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3.2.4 HEATMAP DES CONCENTRATIONS CYTOKINIQUES DANS LE LCS

Une différence visuelle des concentrations entre les deux groupes était observée. Le groupe

ICM était globalement plus rouge alors que le groupe IEC était globalement plus jaune.
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Figure 9 : Heatmap des concentrations médianes cytokiniques dans le LCS en pg/ml. Plus la

concentration est intense plus la couleur correspondante est foncée.
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3.3 CRITERES DE JUGEMENT SECONDAIRES

3.3.1 COMPARAISON DES Qalb

Le ratio d’albumine Qalb était significativement plus élevé dans le groupe ICM
comparativement au groupe IEC avec une médiane respectivement a 13.3 (103) (6.5 ; 20.4)
versus 8.5 (103) (4.2 ; 12.5) (figure 10). Pour notre population étudiée d’adge médian a 58 ans,

le Qalb seuil indiquant une dysfonction de la BHE était a 7,87 (10°3).
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Figure 10 : comparaison du Qalb entre les deux groupes

3.3.2 ANALYSE EN SOUS GROUPE HSA / AVC HEMORRAGIQUE

Une augmentation significative était retrouvée dans le LCS des patients HIC versus HSA pour
les cytokines IL-8 et IL-10, avec des concentrations médianes pour IL-8 chez les patients HIC a
797.9 pg/ml (540.6 ; 1504.7) versus chez les patients HSA a 476.6 pg/ml (288.6 ; 1040.6), et
avec des concentrations médianes pour IL-10 chez les patients HIC a 105.1 pg/ml (43.2 ; 144.3)
versus chez les patients HSA a 54.1 pg/ml (16.7 ; 84.5). Aucune différence n’était retrouvée
pour les autres cytokines dans le LCS. Aucune différence n’était également retrouvée pour

I’ensemble des cytokines dans le sérum.
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3.3.3 REIBOGRAMME

Les Qalb médians des deux groupes étaient situés dans la zone 3 correspondant a une
dysfonction de la BHE.

La majorité des patients ICM avait des valeurs de quotient d’'immunoglobulines de type G (IgG)
au-dessus des courbes de référence du diagramme de Reiber (zones 3-4-5) indiquant une
production locale possible de ces protéines dans le SNC. La synthése intrathécale des IgG était

moins franche pour les patients IEC.
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N°_Interprétation des différentes zones selon REIBER :

0 Résultats suggérant une barriére hémo-méningée sélective non physiologique donc inconsistants.
Il est recommandeé de contrdler le dosage.
1 Absence d'anomalie décelable (ces résultats n'excluent pas avec certitude l'existance d'un procesus
pathologique intrathecal)
2 [ égére altération de la barriere hémo-méningée de type proportionnel sans synthése intrathécale concomitante.
3 Importante altération de la barriere de type non poportionnel, avec synthése intra thécale possible.
4 Altération de la barriere associée a une synthése intrathécale d'lgG.
5 Synthese intrathécale d'lgG sans altération de la barriere.
6 Altération massive de la barriére qui ne peut élre définie avec cerlitude.(Ce domaine se situe
en dehors des limites du diagramme).

Figure 10 : Reibogramme avec nuage de points des patients ICM (en jaune) versus IEC (en

bleu). (Grand rond bleu : Qalb médian des IEC. Grand carré jaune : Qalb médian des ICM)
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IV-DISCUSSION

Plusieurs études sur la neuroinflammation se sont intéressées aux différents profils
cytokiniques, cependant aucune étude dans la littérature ne porte sur la différence de réponse
neuroinflammatoire dans le sérum et le LCS chez des patients cérébrolésés infectés au niveau

du SNC ou infectés en extra-cérébral.

Notre étude montrait une augmentation significative des concentrations des cytokines IL-6, 8,
10, 17 et de TNF-alpha dans le LCS des patients ICM par rapport au LCS des patients IEC.
L'absence de différence significative sur les taux de TNF-a et d’IL-8 dans les travaux
préliminaires du Dr Rubin pouvait s’expliquer par un manque de puissance compte tenu du
nombre inférieur de patients inclus (67 versus 133 patients) [28].

Une étude prospective récente, portant sur le profil cytokinique dans le LCS et dans le sérum
de 30 patients atteints d’'une méningite aigué bactérienne, retrouvait des taux médians d’IL-
6, 8, 10 et de TNF-alpha significativement plus augmentés donc le LCS comparativement aux
taux plasmatiques [29]. Ces résultats sont concordants avec les notres a I'exception des
valeurs des concentrations mesurées pour chaque cytokine. Dans le LCS, I'étude bulgare
retrouvait des taux médians de cytokines IL-6 a 365.60 (231.45; 384.05), d’'IL-8 a 2155
(435.75; 2200), d’IL-10 2 429.10 (27.45 ; 440) et de TNF-a a 30.75 (0 ; 545.65). De nombreuses
différences méthodologiques entre les deux études peuvent expliquer ces différences de
concentrations, comme le timing des prélevements (lors du diagnostic de méningite versus a
J3-15 de l'instauration de I’antibiothérapie), les modalités de prélévements (ponction lombaire
versus DVE) et les modalités de mesures des cytokines (ELISA versus MULTIPLEX). Une autre
étude prospective de 2020 sur 43 patients [17] portant sur les réponses inflammatoires
observées dans le LCS au cours des infections du SNC retrouvait des taux de cytokines IL-18,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IL-23, IL-33, IFN-y, TNF-a augmentés chez des patients atteints de
méningite purulente bactérienne ou tuberculeuse comparativement a des patients non
infectés. En particulier, les taux respectifs de cytokines étaient dans le groupe des patients
cérébro-infectés pour le TNF-a a 23.49 (10.37 ; 40.11), pour I'lL-6 a 1605 (80.58 ; 6683), pour
I'IL-10 a 67.39 (20.38 ; 151) et pour I'lL-17 a 33.02 (20.79 ; 58.28). Les concentrations d’IL-6

dans cette étude étaient particulierement élevées dans le groupe des patients ICM de maniere
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similaire a notre étude avec des taux médians d’'IL-6 dans le LCS a 2447.3 pg/ml (773.4 ;
7947.6).

Concernant I'lL-8, notre étude retrouvait une augmentation significative de son taux dans le
LCS des patients du groupe ICM a 831.9 (357 ; 1417.6) par rapport aux patients du groupe IEC.
De surcroit, I'lL-8 était la seule cytokine de I’étude pour laquelle une différence significative
était mise en évidence dans le sérum avec une augmentation des taux plasmatiques chez les
patients du groupe IEC par rapport aux patients du groupe ICM. L’IL-8 induit la migration des
polynucléaires neutrophiles vers le site de I'inflammation, cette cytokine est particulierement
synthétisée dans I'inflammation pulmonaire or dans le groupe IEC les PAVM représentaient la
majorité des infections avec 81,1% des patients [30]. Par exemple, dans le syndrome de
détresse respiratoire aigué (SDRA) on observe des niveaux élevés d’IL-8 dans le liquide de

lavage broncho-alvéolaire et dans le plasma [31, 32].

Plusieurs études dans la littérature s’attachent a montrer les performances des dosages
cytokiniques comme biomarqueurs pour effectuer le diagnostic de méningite bactérienne.

Ainsi, un seuil d’IL-8 dans le LCS au-dessus de 554 pg/mL était déterminé afin de discriminer
une méningite aseptique et une méningite bactérienne chez des patients adultes en post-
opératoire de neurochirurgie avec une sensibilité et une spécificité de 75% [33]. Tandis que
pour une valeur seuil a 1 065.96 pg/mL dans le LCS, I'lL-6 avait une sensibilité de 76,2 % et une
spécificité de 100 % pour le diagnostic de méningite bactérienne dans une étude comparant
des sujets ayant une méningite bactérienne, a des sujets ayant une méningite virale et a des
sujets controles sains [34]. Les résultats d'une méta-analyse sur du LCS extrait par ponction
lombaire avaient révélé que le TNF-a avait une sensibilité de 83 % et une spécificité de 92 %
pour différencier la méningite bactérienne de la méningite aseptique [35]. Cette donnée
pourrait étre intéressante compte tenu de la difficulté de réalisation du diagnostic positif de
méningite bactérienne chez le sujet de réanimation. En effet, les patients cérébrolésés de
réanimation peuvent présenter des tableaux clinico-biologiques similaires pour des causes de
méningites différentes avec nécessité d’instauration ou non d’une antibiothérapie, par
exemple des tableaux de méningite bactérienne décapitée ou a l'inverse des méningites
réactionnelles a une infection systémique ou a une agression telle qu’une neurochirurgie ou

un AVC.
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En ce qui concerne I'lL-17, une augmentation de sa concentration était observée dans le LCS
des patients ICM de maniere significative par comparaison avec les patients IEC, dans notre
étude. Cette cytokine est particulierement étudiée depuis de nombreuses années dans les
affections cutanées, comme le psoriasis ou le retard de cicatrisation des plaies [36] et dans les
pathologies chroniques du SNC comme la sclérose en plaque [37]. Cependant I'IL-17
semblerait jouer un role important dans la neuroinflammation aigué et particulierement dans
le cas des AVC hémorragiques. En effet, 'étude de Yu et Anyong sur des sujets murins a
montré une augmentation des taux cérébraux (extraits d’hippocampes) et plasmatiques d’IL-
17 chez les souris ayant un AVC hémorragique comparativement a des souris saines. A 3 jours
d’un AVC hémorragique les souris avaient des taux cérébraux significativement augmentés
d’IL-17 autour de 160 pg/mL comparativement au groupe de souris contrbles. De surcroit,
lorsqu’ils utilisaient un anticorps spécifique anti IL-17 cela diminuait I’activation des cellules
microgliales autour de ’hématome et réduisait de maniére significative les concentrations
cérébrales des cytokines IL-6 a 200 pg/mL versus 400 pg/mL, TNF-a a 300 pg/mL versus 500
pg/mL et IL-1B a 400 pg/mL versus 700 pg/mL [38]. Ainsi, la neutralisation de I'lL-17 par un
anticorps spécifique pourrait offrir une stratégie thérapeutique prometteuse dans le

traitement de I’AVC hémorragique en diminuant de I'cedeme cérébral.

Compte tenu des augmentations significatives de concentrations cytokiniques constatées
dans le LCS par rapport a celles du plasma (plus du double), il est pertinent de se demander si
celles-ci sont synthétisées localement ou si elles sont issues d'un transsudat du plasma a
travers la BHE rendue plus perméable dans le contexte de neuroinflammation.

Dans notre étude, I'augmentation significative des ratios LCS/plasma d’IL-6 et d’IL-8 dans le
groupe ICM versus |IEC pourrait étre en faveur d’une synthése locale des cytokines au sein du
SNC. Une étude récente, in vivo, portant sur des cerveaux de souris montrait que 12h apres
une injection de lipopolysacharide, un composant majeur de la membrane externe des
bactéries a Gram négatif, il était observé au niveau du site d’injection, une synthése locale des
cytokines IL-6, IL-1B et du TNF-a. Ces cytokines étaient majoritairement produites par les
cellules microgliales et a moindre mesure par les astrocytes [39]. Dans le cas des IgG, I'analyse

des échantillons sur un diagramme de Reiber tend a confirmer cette hypothése de synthése
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intrathécale majoritaire pour les sujets cérébroinfectés comparativement a un phénoméne

transsudatif pour les sujets ayant une infection extra-cérébrale.

Le ratio d’albumine est un marqueur dans la littérature de la perméabilité de la BHE [24]. Dans
notre étude, le Qalb était statistiquement plus élevé dans le groupe ICM avec une valeur
médiane a 13,3 (103) versus 8.5 (103) dans le groupe IEC. La valeur seuil normale du Qalb pour
notre échantillon de patients d’age médian a 58 ans était de 7,87 (10°3). Par conséquent, nos
résultats sont en faveur d’une dysfonction modérée de la BHE dans le groupe ICM et d’une
dysfonction légére dans le groupe IEC. En effet, un Qalb entre 7 et 10 (103) signe une
dysfonction légére de la BHE, entre 10 et 20 (103) une dysfonction modérée et au-dessus de
20 (1073) une dysfonction sévére [26, 27]. Les deux groupes de patients cérébrolésés ont une
altération de leur BHE mais l'infection surajoutée du SNC semble augmenter celle-ci de
maniére significativement plus importante qu’une infection extra-cérébrale.

Les valeurs de Qalb médian mesurées dans notre étude dans le groupe ICM étaient plus basses
gue celles observées dans la littérature dans le cas d’'une méningite aigué bactérienne. En
effet, une étude rétrospective sur 79 patients dont 48 avaient un diagnostic certain de
méningite purulente (confirmé par des cultures bactériennes positives) retrouvait des valeurs
de Qalb médians autour de 25.23 (103) (1.94 ; 152.76) [40]. Cette différence peut s’expliquer
par les différents lieux de prélevements (ponction lombaire dans la littérature pour le
diagnostic positif de méningite versus prélevement sur DVE dans notre étude) et par le timing
plus tardif de prélevement dans notre étude aprés le diagnostic de méningite (a J3-J5 de la
mise sous antibiotique).

L’analyse du Qalb pourrait en routine participer a effectuer le diagnostic d’infection du SNC.
De fait, le diagnostic de méningite, notamment chez le patient cérébrolésé est un diagnostic
compliqué qui repose sur I'analyse dans le LCS de parameétres comme le taux de lactates, de
cellules et de glucose. Or tous ces parametres de routine peuvent étre modifiés par une
contamination sanguine (ponction traumatique, présence contemporaine d’un saignement
intra-cranien) et leurs taux varient en fonction du temps. Les travaux de Djukic [41]
suggéraient que I'analyse du Qalb et notamment lorsque celui-ci était couplé au quotient des
IgG totales et positionné sur un diagramme de Reiber pouvait permettre le diagnostic de
méningite méme en I'absence d’une élévation des autres parametres de routine. Dans notre

étude, le délai médian entre I'admission et I'introduction d’une antibiothérapie était de 7 jours
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pour I'ensemble de la population étudiée par conséquent les prélevements étaient réalisés a
minimum 10 jours de la neuroinflammation consécutive a I'atteinte cérébrale du patient
responsable de son hospitalisation en réanimation. Apres ce délai, la part de I'agression
cérébrale initiale était probablement faible donc I'augmentation du Qalb chez les ICM était
possiblement évocateur de méningite.

De surcroit, le suivi du Qalb pourrait étre un biomarqueur de I'efficacité d’un traitement anti-
infectieux. En effet, une étude rétrospective portant sur 21 patients atteints de méningo-
encéphalite cryptococcique sous traitement montrait une diminution au cours du temps du
Qalb chez les patients dont I'état clinique s’améliorait et a I'inverse, une augmentation du

guotient chez les patients évoluant vers le déces [42].

Chez les patients IEC, notre étude retrouvait un Qalb médian augmenté a 8.5 (103) et des taux
de cytokines dans le LCS plus élevés que les taux plasmatiques pour IL-6 a 620.6 pg/mL (150.7 ;
3129.9) versus 23.4 pg/mL (12.6 ; 63.3), pour IL-8 a 574.7 pg/mL (281.9 ; 1024.6) et pour IL-10
a47.4 pg/mL(8.1;95.2) versus 5.8 pg/mL (2 ; 34.6). L'augmentation du Qalb chez les patients
IEC peut faire évoquer une part d’encéphalopathie septique d’autant plus que ce groupe de
patients comportait une proportion significativement augmentée de chocs septiques [43].
Une étude récente réalisée sur 8 patients encéphalopathes atteints d’'une pneumopathie a
SARSCOV2 observait une augmentation de leur Qalb autour de 20 (10°3) [44]. Une autre étude
comparant une population de patients encéphalopathes infectés par le SARSCOV2 a des
patients sains retrouvait des concentrations de cytokines IL-6, IL-8 et IL-10 augmentées dans
le sérum et dans le LCS des patients infectés [45]. Hormis pour IL-8, notre étude ne montrait
pas d’augmentation des taux plasmatiques de cytokines, ce qui differe avec les résultats de la
littérature. Ces différences peuvent s’expliquer en raison du timing des dosages dans notre

travail, retardé par rapport au diagnostic de I'infection.

Enfin, le lien entre la neuroinflammation, la sécrétion de cytokines et I'ouverture de la BHE
n’était jusqu'a récemment pas démontré scientifiguement. Plusieurs études récentes,
notamment celle de Voirin en 2020 [46], utilisaient des modéles de BHE in vitro afin de
montrer le lien entre des cytokines pro-inflammatoires TNF-alpha, IL-6 et IL-17 et I'intégrité
de la BHE. Dans cette étude, une augmentation de la perméabilité de la BHE, des les premiéres

24h du début de la neuroinflammation, était corrélée a une diminution significative de
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I’expression des protéines composants les jonctions serrées (ZO-1, claudin5) sur les modeles
de BHE. De surcroit, cette étude montrait que I'ouverture de la BHE était plus importante

lorsque les cytokines pro-inflammatoires TNF-alpha, IL-6 et IL-17 étaient combinées.

Notre étude présente plusieurs limites. La premiere limite était en lien direct avec le protocole
élaboré pour répondre a des questions de PKPD et non pour analyser la neuroinflammation
en réponse a une infection. D’une part, les dosages étaient réalisés a I'état d’équilibre des
antibiotiques ce qui entraine dans notre travail un biais lié¢ aux temps des prélevements, a
distance (J3-J5) du diagnostic d’infection. D’autre part, tous les patients étaient cérébrolésés
et infectés sous antibiothérapie, ce qui ne permettait pas de réaliser un groupe controle de
patients non infectés et non cérébrolésés. De surcroit, les patients de I’étude avaient plusieurs
causes de neuroinflammation, rendant difficile de faire la part des choses entre toutes les
origines extra ou intra-cérébrales, infectieuses ou non infectieuses, et leur impact sur les
cytokines et le Qalb. D’autant plus que I'analyse en sous-groupe des patients ayant un AVC
hémorragique (HSA et HIC) ressortait positive sur deux cytokines d’intérét.

La deuxiéme limite concernait la temporalité et le fait que notre étude montrait le résultat de
dosages a uninstant T. Or, les taux de cytokines varient au cours du temps dans le LCS et dans
le plasma des patients. Par exemple dans le contexte de I’'HSA, I'IL-6 ainsi que I'lL-1 B et le TNF-
o sont augmentées dans le LCS des patients, mais leurs taux varient au fil du temps. L’étude
de Sarrafzadeh [47] montrait que I'lL-6 augmentait de JO a J10 de I’'HSA dans le LCS et le
microdialysat cérébral des patients présentant une complication neurologique a type de
vasospasme ou d’infection. Dans cette méme étude, I'analyse de la courbe ROC des dosages
de I'lL-6 montrait des aires sous la courbe respectivement pour le microdialysat de 0.855
(p=0.003), pour le LCS de 0.88 (p=0.001) et de 0.48 pour le plasma (p =0.9). Il serait
intéressant de réaliser un protocole permettant des prélévements itératifs afin de comparer
I’évolution du taux de cytokines et du Qalb au cours du temps.

La troisieme limite concernait les modalités de dosages et les liquides biologiques dosés. En
effet, il n’existe pas une seule BHE car celle-ci est constituée de plusieurs interfaces comme la
barriere hémato-parenchymateuse et la barriere hémato-liquidienne. Il aurait pu étre
pertinent de confirmer nos résultats avec des dosages de cytokines dans le microdialysat de

nos patients en plus du LCS et du plasma.
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De surcrotit, il aurait pu étre intéressant de s’intéresser a d’autres cytokines, décrites dans la
littérature sur la neuroinflammation, comme I'lL-1B qui joue un réle dans la réponse
inflammatoire précoce. Il aurait pu étre également pertinent d’analyser les cellules impliquées
en modifiant le protocole car celles-ci étaient lysées par la congélation des échantillons.

Enfin, un faible nombre d’échantillons de LCS étaient hémolysés ce qui a pu contaminer les

prélevements et fausser les résultats de I'automate.

V-CONCLUSION

Chez les patients cérébrolésés, la réponse neuroinflammatoire cytokinique était
significativement plus importante dans le LCS des patients atteints d’'une ICM par rapport a
ceux avec une IEC, et I'analyse des ratios cytokiniques et du Reibogramme pourrait suggérer
une synthése locale plus importante de cytokines chez les sujets ICM.

La neuroinflammation s’"accompagne d’une augmentation plus importante de la perméabilité
de la BHE dans le groupe ICM versus IEC en se basant sur le Qalb. Le lien entre les cytokines et
I’ouverture de la BHE est démontré par plusieurs études in vitro, cependant ce résultat reste
a démontrer in vivo.

Les biomarqueurs de la dysfonction de la BHE pourraient avoir un intérét thérapeutique dans
le diagnostic positif et dans I'optimisation des posologies d’antibiotiques chez les patients
cérébrolésés contractant une infection cérébro-méningée. L'étude PK-pop LCR projette

d’utiliser les cytokines comme co-variables dans ses modeles pharmacologiques de PKPD.
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Résumé

Introduction : L'agression du SNC par un traumatisme ou une infection génere de la
neuroinflammation engendrant des anomalies de la BHE. Les biomarqueurs de I'inflammation
comme les cytokines peuvent moduler I'ouverture de la BHE. L'objectif était de comparer la
réponse neuroinflammatoire et la perméabilité de la BHE chez des patients cérébrolésés.
Matériel et méthode : La population étudiée était issue de la cohorte PK-pop-LCR (N°2017-
002993-37). Les prélevements plasmatiques et de LCS de 133 patients cérébrolésés, porteurs
d’une DVE et sous antibiothérapie pour une infection étaient analysés. Les concentrations de
cytokines IL-6, IL-8, IL-10, IL-17 et TNF-a étaient quantifiées par cytométrie en flux tandis que
les concentrations d’albumine étaient mesurées par immuno-néphélémétrie laser. Deux
groupes de patients étaient comparés : les patients cérébro-infectés (ICM) et les patients
ayant une infection extra-cérébrale (IEC).

Résultats : Les deux groupes étaient comparables a I'admission sur leur gravité initiale. Le
motif d’admission principal en réanimation était pour les deux groupes I’AVC hémorragique
(HSA et HIC). Il y avait une majorité de méningites dans le groupe ICM, une majorité de PAVM
dans le groupe IEC et des rapports P/F moyens plus élevés dans le groupe ICM.

Dans le LCS, les concentrations des cytokines IL-6, IL-8, IL-10, IL-17 et TNFa étaient
significativement augmentées dans le groupe ICM. Dans le plasma, aucune différence n’était
mise en évidence entre les différentes concentrations de cytokines hormis pour IL-8
significativement augmentée dans le groupe IEC. Le Qalb était significativement augmenté
dans le groupe ICM par rapport au groupe IEC. L'analyse du Reibogramme retrouvait une
syntheése locale majoritaire des biomarqueurs inflammatoires chez les ICM.

Conclusion : Chez les patients cérébrolésés, la réponse neuroinflammatoire est plus
importante dans le LCS des patients atteints d’'une ICM par rapport a ceux avec une |EC. Cela
s’accompagne d’une augmentation de la perméabilité de la BHE dans le groupe ICM versus
IEC en se basant sur le Qalb. Il s’agit de la premiére étude mettant en évidence cette différence
chez I’'homme, celle-ci pourrait faire évoquer une synthese locale de cytokines dans le SNC. Le

lien entre les cytokines et 'ouverture de la BHE reste a explorer in vivo.

Mots clés : cérébrolésés, infection cérébro-méningée, neuroinflammation, cytokines, Qalb.
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