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Avant-propos

L'OMS a défini la prématurité comme une naissance avant 37 semaines

d’aménorrhée (SA) (1).

L’extréme prématurité est définie par une naissance avant 28 SA. En 2011, la
France comptait 1454 naissances vivantes avant 28 SA soit 1,7%0 des naissances
vivantes (2). Ces enfants sont sujets a de nombreuses complications liées a une
immaturité globale, donnant lieu a une mortalité non négligeable et une morbidité
importante (3). Cependant, la cohorte EPIPAGE étudiant le devenir des moins de 35

SA en France note une survie sans morbidité en constante augmentation (2).

L’anémie est définie par un taux d’hémoglobine inférieur a -2DS de la moyenne
pour I'age, soit 13 g/dL chez le nouveau-né a terme (4). C’est 'une des complications
majeures de la prématurité, a fortiori si 'enfant est de faible poids de naissance et né
avant 28SA. Elle est liée a une association de facteurs concourant a une baisse de
’'hémoglobine. La carence martiale est 'une des étiologies, et tend a étre prévenue
par une supplémentation en fer. Si cette supplémentation est insuffisante, elle peut
conduire a la nécessité d’une transfusion de culots de globules rouges (CGR). Or, les
transfusions peuvent présenter certains risques, notamment immuno-allergique ou

infectieux. Si elle est trop importante, elle peut étre mal tolérée voir nocive.

Cette supplémentation martiale est souvent probabiliste, suivant des protocoles
qui varient d’'un service a I'autre comme a pu le montrer la rédaction des derniéres
recommandations (5). Il existe donc un véritable intérét a optimiser la supplémentation
martiale, de fagon a diminuer le recours aux transfusions tout en limitant un risque de

surdosage. Le bilan martial est susceptible de servir a son optimisation au moment ou
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celle-ci est habituellement instaurée, c’est-a-dire lors du début de la supplémentation

par érythropoiétine recombinante.
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[. Introduction

La prématurité peut étre associée a différentes complications néonatales et
pathologies du développement, parmi lesquelles les pathologies liées a 'immaturité
pulmonaire (maladie des membranes hyalines (MMH) a la naissance et dysplasie
bronchopulmonaire (DBP) plus tardivement), a I'immaturité digestive (entérocolite
ulcéro-nécrosantes (ECUN)) ou ophtalmologique (rétinopathie du prématuré (ROP))
(6). Il peut exister des troubles hémodynamiques , notamment en cas de persistance
du canal artériel (7). Les complications infectieuses résultent de l'immaturité du
systeme immunitaire et de la présence prolongée de prothéses nécessaires aux soins
respiratoires et nutritionnels. Le pronostic peut étre grévé par les complications
neurologiques telles que les hémorragies intraventriculaires (HIV) ou les leucomalcies

périventriculaires (LMPV).

Dans des cas extrémes, ces pathologies peuvent aboutir a un décés, spontané
ou secondaire a une limitation des thérapeutiques actives. Dans d’autres cas peuvent
apparaitre des séquelles a long terme, notamment psychomotrices et
neurodéveloppementales. La prévalence de ces complications est dépendante du
terme de naissance et est influencée par certaines données périnatales, comme par

exemple la présence d’un retard de croissance intra-utérin (3,8).

Une des complications fréquentes de la prématurité est 'anémie. Elle est 'objet
de traitements préventifs. En cas d’insuffisance de ces traitements, elle est traitée par

transfusion de culots de globules rouges (CGR).
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|.1. Définition de I’'anémie du prématuré

L’anémie correspond a un taux d’hémoglobine inférieur a -2DS du taux moyen
de la population concernée. Cette valeur varie avec 'dge mais aussi le sexe. A la
naissance, le taux d’hémoglobine est plus élevé qu’a I'dge adulte. Une anémie est
définie a la naissance comme un taux d’hémoglobine inférieur a 13 g/dL au cordon
chez I'enfant a terme (4). Il existe par la suite une déglobulisation physiologique dans
les premiéres semaines de vie et un Nadir du taux d’hémoglobine vers six a huit

semaines de vie aux alentours de 8 g/dL.

Chez le nouveau-né prématuré, le taux d’hémoglobine a la naissance est
généralement compris entre 14 et 17 g/dL puis diminue (9). L’anémie en période
néonatale est la conséquence de plusieurs facteurs : 'un des principaux est la carence

martiale, plus importante chez le prématuré.

[.2. Métabolisme du fer

Les stocks de fer sont essentiellement constitués lors du troisiéme trimestre de
grossesse, dont n'a pas pu bénéficier le nouveau-né prématuré. Les réserves
anténatales diminuent rapidement au prix d’'une consommation importante du fer due
a une croissance accélérée et a I'érythropoiése (10).

Le fer est soumis a une régulation fine. Chez le nouveau-né prémature, le fer

d’origine exogéne est soit d’origine entérale, soit apporté par les transfusions.

L’absorption du fer apporté par supplémentation entérale ou dans le lait est
régulée par les entérocytes. Elle se fait par le pble apical des cellules intestinales. Le
fer peut étre lié ou non a ’héme. Il en est séparé au sein du cytosol de I'entérocyte. Il
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passe dans la circulation sanguine par le pble basolatéral via un canal nommé
ferroportine. Le fer exogéne ne représente qu’environ 5% du pool total de fer, le reste

étant recyclé via les macrophages.

Quand les atomes de fer se retrouvent dans la circulation sanguine, ils sont
fixés par des protéines, puis internalisés par les cellules de I'organisme pour étre
utilisés ou stockés via la ferritine. La part de fer circulant de maniere non liée,
autrement appelé fer libre, est faible (11). Différents acteurs interviennent dans son

métabolisme pour permettre sa régulation.

I.2.1. Fer sérique

Le fer sérique correspond a la résultante entre le fer exogene alimentaire et le
fer endogéne libéré par les tissus, notamment par 'hémolyse, duquel on déduit le fer
absorbé par les cellules, notamment les érythroblastes médullaires. La valeur de la
sidérémie est trés variable durant la journée car fortement liée aux apports entéraux

(22). Il permet de calculer le coefficient de saturation en fer de la transferrine (cf. 1.2.3)

|.2.2. Stockage du fer : Ferritine

Une partie du fer apporté par I'alimentation ou provenant du recyclage du fer
héminique (contenu dans I’'hémoglobine) est stockée au sein des hépatocytes sous
forme de ferritine. Dans la circulation sanguine, elle sert de transporteur afin que le fer
ne soit pas libre. Cette forme permet de diminuer le potentiel oxydant du fer. La ferritine
est donc proportionnelle aux stocks de fer présents dans I'organisme. Un taux bas
reflete une carence martiale vraie (13). Les variations de la ferritine ne se font pas le
reflet du compartiment fonctionnel en premier lieu en cas de changements brusques
dans '’homéostasie du fer. Lorsque les stocks de fer chutent, la ferritine diminue, puis

connait un plateau a 12 ng/mL avant de chuter elle aussi drastiguement.
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[.2.3. Transport plasmatique du fer : Transferrine

La transferrine est une protéine qui fixe le fer libre du plasma pour le conduire
du tube digestif vers les cellules l'utilisant (11). La transferrine saturée en fer se
présente aux cellules qui internalisent le fer via un récepteur membranaire a la
transferrine. Plus le fer tissulaire est bas, plus la transferrine est synthétisée. Plus il y
a de fer circulant, plus la transferrine est saturée. Le coefficient de saturation de la
transferrine permet de détecter principalement les surcharges en fer. Il est calculé a

partir de la mesure du fer plasmatique et de la transferrine.

Il existe des récepteurs solubles de la transferrine accessibles a des dosages.
L’expression des récepteurs a la transferrine est uniquement liée a la concentration de
fer tissulaire, reflétant le fer disponible pour l'activité des cellules, autrement appelé

pool fonctionnel (14).

1.2.4. Fer libre

En physiologie, le fer libre ou non lié ne représente qu’une infime quantité du
stock de fer. Bien que retrouvé a I'état physiologique, il peut étre toxique en servant
de catalyseur a des réactions d’oxydo-réduction. S’il entre en réaction avec une
molécule de peroxyde d’hydrogéne, il crée des espéces réactives a I'oxygene, trés
instables (15). Ces espéces sont a l'origine de la production de radicaux libres qui
interférent avec la synthése d’ADN, et peuvent déstructurer lipides et protéines. Ces
modifications de structures conduisent a une perte de fonction de la cellule et de

'organe.

Le stress oxydatif entre dans la physiopathologie de certaines maladies
associées a la prématurité, comme la dysplasie broncho-pulmonaire (DBP),

I'entérocolite ulcéro-nécrosante (ECUN) ou la rétinopathie du prématuré (ROP) (16).
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L’hyperoxie en est un facteur stimulant les réactions d’oxydo-réduction, ce qui
implique une régulation de I'administration de I'oxygéne tout comme celle du fer. En
ce sens, la posologie journaliere recommandée par la Haute Autorité de Santé (HAS)
et la Société Francaise de Néonatologie (SFN) est de 2-3 mg/kg/j. Une suspension est

indiquée en cas de transfusion (5).

1.3. Erythropoiése et synthése d’hémoglobine

L’érythropoiese est le processus par lequel les globules rouges sont formés.
Elle débute des la vie anténatale. Elle est stimulée par une hormone nommée

érythropoiétine (EPO).

L’EPO est une glycoprotéine composée de 165 acides aminés, produite dans
les hépatocytes durant la vie feetale, puis par les cellules interstitielles péri-tubulaires
rénales aprés la naissance. Le transfert du siege de sa sécrétion se fait
progressivement, a partir du 4™ mois de la vie intra-utérine. L’action de 'EPO est
médiée par des récepteurs ubiquitaires mais présents surtout au niveau des
précurseurs érythroides. Ces récepteurs envoient une cascade de signaux inhibant
I'apoptose des précurseurs, permettant leur prolifération et leur différentiation jusqu’a

I'érythrocyte mature (17).

La synthése hépatique d’EPO est fortement stimulée par 'hypoxémie, ce qui
est le cas durant la vie intra-utérine avec une saturation en oxygéene proche de 70%.
Cette saturation basse est compensée chez le foetus par un pouvoir d’extraction
d’oxygéne par ’'hémoglobine foetale supérieure a la forme adulte. Ainsi, s’il regne une
hypoxémie relative en anténatal, et sauf en cas d’anomalies vasculaires, il n’existe pas
en situation physiologique d’hypoxie tissulaire (18).
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L’heme est I'association entre un atome de fer ferreux et un noyau de
protoporphyrine au sein de la mitochondrie de I'érythroblaste. Puis, au sein du cytosol,
elle se lie a une chaine de globine. Le tout s’associe a trois autres complexes de la

méme sorte pour former ’hémoglobine.

Les chaines de globine varient en fonction de I'adge. En période intra-utérine,
c’est ’'hémoglobine F a courte durée de vie qui est majoritaire du fait de son plus fort
pouvoir d’extraction d’oxygéne. Durant les derniers mois de grossesse, 'hémoglobine
adulte “type A” est progressivement sécrétée pour représenter quasiment 100% de
I'hémoglobine fonctionnelle & 6 mois de vie en situation physiologique [11]. Le

prématuré présente donc une majorité d’hémoglobine F a la naissance.

L’EPO influence le métabolisme du fer en favorisant la synthése de I'hnéme,
élément central de I'hémoglobine. Elle est sensible a la présence d’hormones,
notamment thyroidiennes. Elle nécessite la présence de cofacteurs telles que la
vitamine B12, I'acide folique, le cuivre et le zinc afin d’assurer les fondements de la

synthése de globules rouges sains.

L’'inflammation, par l'intermédiaire de la synthése d’interféron gamma, inhibe

'expression de 'EPO et induit une anémie dite « inflammatoire » (20).

l.4. Exploration des réserves en fer : le « bilan martial »

Le bilan martial habituellement est composé du dosage du fer sérique, de la
ferritine, de la transferrine et du calcul du coefficient de saturation de la transferrine

(12).
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1.4.1. Fer sérique

Le fer sérique ou circulant, exprimé en pmol/L ou mg/L, désigne le taux de fer
qui n’est pas fixé aux globules rouges mais qui est en circulation dans le plasma. Ce
taux n’est pas I'objet d’'une analyse isolée mais permet le calcul du coefficient de

saturation de la transferrine.

1.4.2. Le coefficient de saturation de la transferrine (CST)

Le CST est calculé a partir du rapport du fer sérique (umol/L)/capacité totale de
fixation en fer de la transferrine (umol/L ou mg/L) (21). Le CST s’exprime en
pourcentage. C’est une mesure intéressante car elle permet d’orienter vers une

surcharge (CST>45%) ou une carence en fer (CST<16%) (12).

1.4.3. Ferritine

La ferritine a des taux généralement compris entre 12 et 200 pg/L chez les
moins de 5 ans. La ferritine sérique diminuée est pathognomonique d’une carence en
fer et donc souvent annonciatrice d’anémie. Une carence en fer est cependant
possible avec un taux de ferritine normal, ceci dans les cas d’inflammation définis par
une valeur de CRP > 30 mg/L. Si la ferritine est inférieure a 30 pg/L, alors elle signe
une vraie carence martiale (22). Si elle est élevée, elle est difficilement interprétable.
Ainsi, la aussi, il semble difficile de I'utiliser isolément pour définir les réserves en fer

d’'un organisme.

[.4.4. Autres marqueurs
Méme s'ils ne sont pas recommandés en routine, les dosages de I'hepcidine et

du récepteur soluble de la transferrine semblent étre de bonnes pistes de réflexion.
L’HAS présente les récepteurs solubles de la transferrine comme un moyen de
s’affranchir des états inflammatoires. lls sont issus d’une rupture protéolytique de la
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partie transmembranaire des récepteurs de la transferrine. Ainsi, ils sont
proportionnels au nombre de récepteurs exprimés a la surface des cellules, eux-
mémes fonction de l'avidité en fer. Rappelons que plus les cellules ont besoin de fer

plus ces récepteurs seront exprimés (23).

Un autre élément connu comme régulateur du métabolisme du fer est
I'hepcidine. Cette protéine synthétisée par les hépatocytes aide a l'internalisation du
fer dans les cellules. Elle est rétro-contr6lée par le fer et la ferritine ainsi que les
cytokines inflammatoires. Ainsi, la concentration d’hepcidine varie en fonction de celle

du fer (24).

1.4.5. Les pratiques

L’HAS recommande de doser la ferritine et le coefficient de saturation de la
transferrine pour évaluer le statut en fer (21). S’il existe des normes dans la population
générale, elles ne sont pas établies chez les prématurés. Les études portant sur les
marqueurs du statut martial dans cette population ont surtout été utilisés dans le but
de rechercher un excés de fer relatif a des manifestations du stress oxydatif, et dosent

des marqueurs peu utilisés ou utilisables en routine (25-27).

La ferritine est souvent utilisée chez le nouveau-né. Les valeurs retrouvées
dans la littérature different selon les études. Pour la ferritine, une norme basse a été
proposée a 10 pg/L (28). Une autre étude au cordon retrouve une valeur médiane a
115 pg/L (80-170) chez le prématuré, contre 134 pg/L (84-200) a terme (29). Les
normes hautes de ferritine varient selon la population : on propose 200 ug/L chez les
adultes contre 400 pg/L dans une population de 131 prématurés nés avant 32 SA et

dont le statut a été évalué a 35 SA d’age corrigé (30).
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Pour le CST, il n’existe pas a notre connaissance de données spécifiques au
nouveau-né prématuré dans la littérature. Elles semblent suivre les normes adultes

comprises entre 16 et 45%.

Les normes utilisées au sein du laboratoire de biochimie de notre service sont
pour la ferritine comprises entre 47 et 554 pg/L, et pour le coefficient de saturation de
la transferrine entre 55 et 65%. Les abaques utilisés par le laboratoire de Biochimie

figurent en Annexe 1 et s’appliquent aux patients de moins d’1 mois.

I.5. Conséquences cliniques et thérapeutiques pour le nouveau-né prématuré

Plusieurs causes sont identifiées dans 'anémie du prématuré et des mesures

préventives ont montré leur efficacité pour diminuer le risque transfusionnel.

I.5.1. Limitation de la spoliation sanguine

La spoliation sanguine est une des causes principales d’anémie chez le
nouveau-né prématuré. Cette population est soumise a une surveillance clinique et
biologique soutenue. La surveillance biologique est constituée de prélevements
sanguins itératifs et parfois pluriquotidiens. Une étude a montré que les patients
pouvaient perdre jusqu’'a 16% de leur masse sanguine lors de la premiere semaine de
vie (31). Les nouveau-nés de moins 1500 g peuvent perdre par spoliation sanguine
jusqu’a 45% de leur masse sanguine durant les quatre premiéres semaines de leur vie

(32).

Chez le nouveau-né, la masse sanguine représente 80 mL/kg. Un tube standard

de prélevement sanguin contient 6 a 7mL de sang, soit pres de 15% de la masse
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sanguine d’un prématuré de 500g (27). Ainsi, une des premieres mesures a été de

proposer une amélioration des techniques d’analyses dites par « micro-méthodes ».

Il est recommandé de prélever un minimum les patients. Des techniques
d’analyse au lit du patient ont été développées et permettent d’obtenir des résultats
rapidement avec une quantité de sang diminué (exemple : prélevements capillaires)
(34). Le volume de transfusions des quatre premiéres semaines de vie est fortement

corrélé au volume de sang prélevé (31).

1.5.2. Clampage retardé du cordon

Le clampage retardé du cordon est un moyen direct de lutter contre les
transfusions car elle permet une transfusion du sang placentaire et diminue un certain
nombre de morbidités néonatales. Il est défini par un délai de clampage du cordon

supérieur a 30 secondes chez le prématuré et a 60 secondes chez I'enfant a terme.

La traite du cordon peut avoir un intérét en contexte d’urgence (35).

1.5.3. Supplémentation martiale

Le nouveau-né a terme trouve le fer nutriment dans le lait maternel ou les
préparations lactées permettant de soutenir sa croissance. Il existe cependant une
carence martiale dans la population générale des nourrissons, ce qui pousse les
industriels a enrichir leur préparations (36). La prévention de cette carence chez
I'enfant prématuré est essentielle. Elle commence dés la grossesse, en prévenant les
différentes complications impactant le bilan martial maternel et feetal (RCIU, HTA,

carence martiale maternelle...) (36).

La supplémentation martiale n’est pas immeédiate a la naissance. Les prématurés,
notamment s’ils présentent un retard de croissance intra-utérin (RCIU), peuvent avoir

présenté in utero une situation d’hypoxie, et naissent en état de relative polyglobulie.
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L’hémolyse libére alors de la bilirubine mais aussi le fer contenu par ’'héme (37). Cette
dégradation augmente transitoirement les taux de fer circulant et de la ferritine.
Apporter du fer extrinséque a cette période pourrait exposer cette population a un

risque de surcharge ferrique et a la présence de fer non lié.

Cet évenement n’est pas neutre car il contribue comme nous I'avons exposé
précédemment a la synthese de radicaux libres qui dégradent ADN, lipides et
protéines, impliqgués via le stress oxydatif dans la physiopathologie de certaines

complications de la prématurité (DBP, ROP, ECUN ...).

Les dernieres recommandations de 'HAS conseillent d’attendre deux semaines
de vie avant de débuter la supplémentation car I'organisme prématuré immature
pourrait ne pas métaboliser un exces de fer (10). De méme, cette supplémentation
peut étre suspendue deux semaines apres une transfusion afin d’éviter la surcharge
en fer et les phénomenes oxydatifs qui pourraient en découler (25). Les transfusions
de culots globulaires sont d’autant plus source de fer exogéne qu’ils sont conservés
longtemps avant 'administration (38,39). La transfusion de culots globulaires les plus
frais est donc recommandé chez les prématurés les plus vulnérables (40). Ceci remet
en question l'utilisation du protocole donneur unique pourtant recommandé par 'HAS

(41).

La supplémentation martiale est differée du fait de la mauvaise digestibilité du
fer par l'intestin prématuré. Apporté trop tét par la voie entérale il peut étre la source
d’inconfort digestif ou de vomissements mais de fagon non significative (42,43). C’est
pourquoi il est recommandé d’attendre que I'enfant digére une quantité suffisante de

lait, généralement 100 mL/kg/j, avant I'introduction du fer per os (44). L’administration
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de fer intraveineux n’a pas suffisamment prouvé son innocuité pour qu’elle soit

recommandée dans cette population (10).

1.5.4. Supplémentation par érythropoiétine recombinante humaine

Tout d’abord, la supplémentation en érythropoiétine se fait par une molécule de
synthése nommée recombinant human Erythropoietin (rHUEPO). Elle apparait en
Europe dans les années 1980 et est progressivement utilisée en néonatologie (49,50).
Son administration est actuellement recommandée a la dose de 750 Ul/kg/semaine en
3 prises pendant 6 semaines ou jusqu’a 36 SA d’age corrigé, par voie sous-cutanée
(48). Cette hormone de synthese va donc pallier au manque de sécrétion endogene et

se comporte comme la molécule princeps.

Cependant, des stocks de fer suffisants sont nécessaires a une érythropoiése

efficiente.

I.5.5. Traitement curatif : transfusions de culots globulaires

L’anémie a pour unique traitement curatif la transfusion de culots globulaires.
Cette pratique a été I'objet d’'une politique libérale pendant des années : les indications
transfusionnelles étaient laissées a la libre appréciation des différentes unités de soins
intensifs de néonatologie (49). Dans les années 1980, les problématiques liées a la
sécurité sanitaire des patients transfusés ont été soulevées, et notamment les risques
infectieux liés a I'exposition a des donneurs multiples ainsi que les risques immuno-

allergiques (50).

Les colts humain et économique de la thérapie transfusionnelle ont fait émerger
la volonté d’unifier les pratiques afin de réduire le nombre de transfusions ainsi que
I'exposition a différents donneurs. En 2015, selon le rapport d’hémovigilance de

’ANSM, plus de 3 millions de culots globulaires ont été cédés, ce qui représentait plus
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de 280 millions d’euros (51). Dés lors, les textes sont réévalués régulierement afin de

s’adapter au mieux aux besoins de la population concernée (5,52).

Le nombre de transfusions est important dans la population des moins de 28
SA : le taux de patients transfusés est variable selon les pratiques des services (41).
Au sein de notre unité, plus de 60% des patients de moins de 28 SA sont transfuses.
Depuis prés d’une vingtaine d’années, la transfusion des prématurés en France est
soumise a des recommandations nationales. Les seuils transfusionnels ont été
précisés et détaillés par 'HAS fin 2014 (40). lls tendent & diminuer par rapport aux
recommandations de 'AFSSAPS de 2002 (75) tout en restant dans une situation
d’'innocuité. En effet, des études ont montré que le devenir a long terme n’était pas
impacté par une politique transfusionnelle restrictive. Les recommandations édictées
afin de limiter le recours aux transfusions doivent étre accompagnées de mesures

« préventives ».

|.6. Contexte de I’étude

Le nouveau-né prématuré est particulierement a risque d’anémie. Une des
origines de cette anémie est ferriprive. Des mesures de préventions sont mises en
place dans les services de soins intensifs néonataux mais le taux de transfusions y

reste important, particulierement chez I'extréme prématuré.

La supplémentation en rHUEPO est recommandée dans cette population. Son
action est limitée lorsqu’il existe des réserves en fer insuffisantes. On y associe donc
une supplémentation martiale. Si celle-ci est insuffisante, I'action de I'"'HUEPO est

inefficace, majorant le risque transfusionnel.
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L’introduction du fer est souvent tardive (hémolyse initiale, intestin immature,
tolérance digestive) et probabiliste : quelques études existent sur les doses exactes a
prescrire en fonction de l'adge et du terme chez le prématuré (43,48). Les
recommandations se sont accordées, pour les nouveau-nés de moins de 32 SA, sur
une introduction a partir de 2 semaines de vie, dés que l'alimentation entérale le

permet, a la posologie de 2 & 3 mg/kg/j et ce jusqu’a 6 mois voire un an d’age corrigé.

La transfusion de culots globulaires, lorsqu’elle est nécessaire, représente un
apport massif et brutal de fer, difficle a gérer pour un métabolisme immature.
L’'immaturité des systémes antioxydants du prématuré le rende sensible aux
surcharges en fer, risquant d’entrainer des conséquences a long terme en favorisant

les lésions dues au stress oxydatif (16).

Il nous est donc paru intéressant d’étudier le bilan martial réalisé avant et au
cours de la supplémentation par rHUEPO afin de rechercher des marqueurs prédictifs
de transfusions au cours de I'hospitalisation chez I'extréme prématuré, et de mieux

guider la supplémentation martiale.
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[l. Matériel et Méthodes

[I.1. Population

La population d’étude a été incluse de juin 2014 a novembre 2015 dans la
cohorte nommeée « NEOX » au sein du service de médecine et réanimation néonatales
de Port-Royal, hopital Cochin a Paris. L’objectif de cette cohorte était d’évaluer le lien
entre les apports en fer (entéraux ou par transfusion) et le profil biologique oxydatif
des patients au moyen de bilans martiaux et du dosage des protéines carbonylées a
différents moments chez les nouveau-nés prématurés nés avant 28 SA.

Etaient inclus les prématurés nés a moins de 28 SA et admis au sein du service
avant la douzieme heure de vie. Pour cette analyse, n‘'ont été conservés que les
patients ayant bénéficié d’au moins un bilan martial au moment de la mise en place du
traitement par rHUEPO (entre 7 jours avant et 7 jours apres).

Les critéres d’exclusion étaient la présence d'une pathologie de 'hémoglobine,
une transfusion in utero, une malformation congénitale sévere et/ou un syndrome

transfuseur-transfusé dans le cadre des grossesses gémellaires.

II.2. Design de I’étude

Les bilans martiaux étaient réalisés au moment de la mise en place de la
supplémentation par rHUEPO, a la quatrieme semaine et a la fin du traitement, comme
cela est prévu dans le protocole du service.

Le bilan martial était composé d’'un dosage du fer sérique, de la ferritine, de la
transferrine, du coefficient de saturation de la transferrine et de la capacité de fixation
de la transferrine en fer. Pour cela, des prélévements sanguins d’un volume minimum

de 500 pL étaient réalisés.
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[1.3. Le recueil de données

La constitution de la cohorte était prospective. Nous avons relevé les
caractéristiques anté et per-natales de la population grace aux dossiers médicaux
obstétricaux : corticothérapie anténatale (considérée comme effective si la patiente
avait recu deux doses), caractére unique ou multiple de la grossesse, mode
d’accouchement, cause de la prématurité (spontanée ou induite), age gestationnel (en
semaines d’aménorrhées, défini par une échographie précoce ou a défaut la date des
derniéres regles), présence d’HTA gravidique ou de chorioamniotite.

Les caractéristiques post-natales de la population étaient relevées grace aux
dossiers pédiatriques médicaux et paramédicaux : poids, taille et périmetre cranien de
naissance, trophicité évaluée selon les courbes AUDIPOG (53), petit poids pour I'age
gestationnel définit par un poids inférieur au 10° percentile selon les courbes
AUDIPOG, adaptation extra-utérine via le score d’Apgar a 5 et 10 minutes, et le CRIB
score (Clinical Risk Index for Babies) (54) (cf. annexe 2).

Les données cliniques suivantes ont été relevées :

traitement par surfactant exogene,

- présence d’'une DBP a 36 SA selon Jobe et Bancalari (55),

- traitement médical et chirurgical d’'un canal artériel persistant,

- soutien hémodynamique par inotrope,

- infection néonatale bactérienne précoce (INBP) probable ou prouvée définie par
un traitement antibiotique d’au moins cing jours pour une anomalie clinique ou
biologique associée une documentation microbiologique sur les prélevements

de naissance,
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- sepsis secondaire probable ou prouvé défini par un traitement antibiotique d’au
moins cing jours pour une anomalie clinique ou biologique associée une
documentation microbiologique,

- ECUN de grade 2 ou 3 selon la classification de Bell (56),

- HIV de grade supérieure ou égale a un grade 3 (57),

- leucomalacie périventriculaire (58),

- rétinopathie du prématuré de grade supérieur ou égal a 3 (59).

Concernant les apports martiaux et les données transfusionnelles, nous avons
relevé le jour d’introduction du fer et de la rHUEPO, I'dge au moment des transfusions,
le nombre et la date des transfusions regues, le nombre d’infections antérieures au
premier bilan martial (regroupant les INBP, les ECUN et autres sepsis secondaires)

car pouvant influer le bilan martial.

[1.4. Protocoles de I'unité

Les transfusions sanguines étaient prescrites sous [I'égide des
recommandations nationales en vigueur au moment de la transfusion, soit celles de
'AFSSAPS en 2002 (75) jusque début 2015 puis celles de 'HAS a partir de février

2015 (40). Les pratiques ont cependant peu changé entre les deux périodes.

La supplémentation en fer était indiquée pour tout nouveau-né de notre
population. Elle était commencée dés que le taux d’hémoglobine était inférieur a 16
g/dL sil'enfant avait plus de 8 jours de vie et dés que la quantité d’alimentation entérale
excédait 80 mL/kg/j. Elle se faisait sous forme de gélules de sulfate ferreux de 0,5mg
ou 2,5mg en plusieurs fois par jour fabriguées au sein de la pharmacie centrale de

I'hépital Cochin. Elle était délivrée a doses progressivement croissantes pour surveiller
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la bonne tolérance, afin d’atteindre la dose d’équilibre de 5-6 mg/kg/j en période de
supplémentation par rHUEPO puis 2-3 mg/kg/j aprés cette supplémentation.
Généralement, elle était relayée par une suspension buvable en fin d’hospitalisation et

I'’enfant sortait au domicile avec.

La supplémentation martiale était systématiquement accompagnée d’une
supplémentation en foldine de 2,5 mg par semaine. Contrairement au fer, elle n’était

pas suspendue en cas de transfusion.

II.5. Critéres de jugement

Le critere de jugement principal recherchait une corrélation entre les éléments
composant le bilan matrtial (ferritinémie et coefficient de saturation de la transferrine)
effectué avant et pendant la supplémentation par rHUEPO et le nombre de transfusions

recues durant I'hospitalisation (hombre total, nombre avant et aprés ce bilan).

Les criteres de jugement secondaires recherchaient les variables pouvant
influencer ce bilan martial (données anténatales, per-natales, hémoglobine a JO,
transfusions antérieures au bilan, &ge de la premiére transfusion, &ge d’introduction
du fer et de I''HUEPO, sepsis avant le bilan). Nous avons également recherché un lien

entre les valeurs du bilan martial ou le nombre total de transfusions et les morbidités

associées a la prématurité et au stress oxydatif.

I1.6. Analyses statistiques

Tout d’abord, un test de Kolmogorov-Smirnov a été appliqué sur notre

distribution afin d’en tester la normalité. Puis, le p de Spearman a été appliqué sur nos
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variables afin d’en tester la corrélation. La corrélation était effective de fagon positive
si p > ou = a 0.2 et la significativité était définie par p < 0.05. Dans le cas contraire les
valeurs sont non-significatives (NS). Une corrélation négative était de mise si p était
précédé d’'un signe « - ». Tous les tests ont été menés avec le logiciel SPSS 24 pour

Mac.

[1.7. Ethique

Les parents des enfants inclus recevaient une information orale et écrite de la
part d’'un médecin et leur non-opposition était recueillie. La base de données des
patients a été enregistrée auprés de I'autorité francaise de protection des données
en recherche clinique (CNIL). De plus, la cohorte avait obtenu I'aval du CPP lle de

France Il numéro 2013-A01673-42.
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[1l. Résultats

[ll.1. Caractéristiques de la population

l11.1.1. Population d’étude

Sur les 194 patients nés avant 28 SA et hospitalisés dans le service sur cette
période, seuls 59 patients ont pu bénéficier d’'un bilan martial entre 7 jours avant et 7
jours apres la mise sous rHUEPO et étre inclus dans cette étude (cf. diagramme de

flux).

Population éligible 194 patients nés avant 28 SA

77 patients non inclus

Population cible

117 patients inclus dans I'étude

36 patients sans bilan
martial

81 patients avec au moins un
bilan martial

22 patients avec bilan
martial a plus de 7 jours
de la mise sous EPO

Population d’étude 59 patients au bilan martial a
+/-7 jours de la mise sous EPO

Figure 1 : Diagramme de Flux
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A titre indicatif, 15 patients ont été inclus avant la parution des nouvelles
recommandations sur les transfusions de CGR, et 44 aprés. Les populations étaient
comparables mais la différence d’effectifs ne permettait pas une analyse comparative

cliniquement pertinente.

[11.1.2. Caractéristiques péri et post-natales

Les données périnatales sont présentées dans le tableau I. L’age gestationnel
meédian était de 26 SA. Les enfants issus de grossesses multiples représentaient 32%
de la population (n=32). Prés de deux-tiers de I'effectif a regu une cure compléte de
corticoides en anténatal. La majorité des patients (n=49) se trouvaient en situation de
trés faible poids de naissance (c’est-a-dire < 1000 g) et 8,5% des patients (n=5) étaient
considérés comme petit pour I'age gestationnel selon les courbes AUDIPOG.
L’administration d’au moins une dose de surfactant exogene a concerné pres de 9

patients sur 10.

Dans notre population, 75% des patients avaient subi un ou plusieurs épisodes
de sepsis et 8,5% avait eu une ECUN avant le premier bilan martial. Deux déces sont
survenus dans notre population, aprés réalisation d’'un bilan martial : un des suites de
leucomalacie périventriculaire avec limitation active des soins et un des suites d’'une
ECUN perforée et compliquée d’'un choc septique. Au plan respiratoire, 40% de
I'effectif a présenté une DBP modérée a sévére a 36 SA. Prés de 4 patients sur 5 ont
présenté un sepsis secondaire. Les ECUN ont concerné plus de 13% de la population

(tableau II).
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Médiane (1Q)

Terme de naissance (SA) 26 (25-26,5)
Poids de naissance (Q) 790 (687,5-927,5)
Trophicité (percentile) 25 (25-25)
Apgar 5 minutes 7 (6-9)
CRIB score 6 (4-8)
Durée de ventilation 51 (42-65,3)

% (n=X)
Grossesse multiple 32,0 (20)
Corticothérapie anténatale 67,8 (40)
Toxémie gravidique 10,2 (6)
Chorioamniotite 15,3 (9)
Césarienne 33,9 (20)
Sexe masculin 42,4 (25)
Prématurité induite 16,9 (10)
PAG 8,5 (5)
Surfactant 86,4 (51)

Tableau | : Caractéristiques de la population

% (n=X)
DBP modérée a sévere a 36 SA 40,7 (24)
Traitement par inotrope 23,7 (14)
Traitement par ibuproféne d’un canal 76,3 (45)
artériel persistant
Infection néonatale bactérienne précoce | 33,9 (20)
Sepsis secondaire 79,7 (47)
ECUN 13,6 (8)
HIV 5,1 (3)
ROP de Grade 3 ou plus 1(,7)

Tableau Il : Morbidités post-natales de la population
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[11.1.3. Données transfusionnelles et du statut martial

Les valeurs concernant les données transfusionnelles et les supplémentations
en fer et rtHUEPO sont présentées dans le Tableau Ill. Seulement 10,2% des patients
n‘ont pas été transfusés, 22% ont été transfusés une seule fois, et 67,8% ont été
transfusés deux fois ou plus, dont prés de la moitié avant la réalisation du bilan martial.
L’age médian au moment de la premiére transfusion était de 6 jours, contre un age

médian au moment de la réalisation du premier bilan martial de 14 jours.

La médiane de la ferritine et du CST était inférieure chez les patients non
transfusés avant le bilan mais I'asymétrie de taille des échantillons n’a une nouvelle

fois pas permis une analyse rigoureuse.

Plus de 59% de l'effectif des patients a bénéficié d’un bilan martial a environ 6
semaines de vie (J45 de traitement par rHUEPO) et 57,6% des patients vers huit

semaines de vie (fin du traitement par rHUEPO).
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Figure 2 : Nombre de transfusions par enfant
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Médiane (1Q)

Age d’introduction du fer (jours) 16 (10,5-32)
Age d’introduction de la rHUEPO (jours) | 15 (12-19)
Age du premier bilan martial
- Réel (jours) 14 (12-20,5)
- Corrigé (SA) 28 (27-28,5)

Age du bilan & J45
- Réel (jours)

41,5 (35,5-45,5)

- Corrigé (SA) 32 (31-34)
Age du bilan de fin de rHUEPO

- Réel (jours) 56 (54 - 58,8)

- Corrigé (SA) 34 (32-36)
Age de la premiére transfusion (jours) 6 (2-11,8)

- JO
- J7

Taux d’Hémoglobine (g/dL)

14,1 (12,9-15,8)
11,4 (10,4-12,6)

Nombre de sepsis antérieurs au bilan

1 (0-1)

Taux de ferritine (ug/L)
- pré-rHUEPO
- J45 de rHUEPO
- fin de rHUEPO

250 (184-373)

53 (49,5-96)

87,5 (54,8-189,3)

CST(%)
- pré-rHUEPO
- J45 de rHUEPO
- fin de rHUEPO

23,3 (15-34,3)

21,8 (16,7-28)

24,4 (17,6-32,8)

Tableau Ill : Données transfusionnelles et résultats des bilans martiaux

Patients non transfusés
avant le bilan
N =14

Patients transfusés avant
le bilan
N =45

Taux médian de ferritine

229 (164 - 346,8)

254 (188 — 377)

Taux médian de CST

19,8 (15,3 — 27,4)

24,3 (15,5-34,3)

Tableau IV : Bilan martial en fonction du nombre de transfusions préalables
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B Zge dela 1éretransfusion [ Age du ler bilan

Figure 3 : Supplémentation en fer, rHUEPO et age a la premiere transfusion
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Figure 4 : Evolution de la ferritinémie au cours du traitement par rHUEPO

Ferritine 1 : réalisée au début du traitement, ferritine 2 : réalisée a J45 de traitement,

ferritine 3 : réalisée a la fin du traitement
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Figure 5: Evolution du CST au cours du traitement par rHUEPO
CST 1 : réalisée au début du traitement, CST 2 : réalisée a J45 de traitement,
CST 3 : réalisée a la fin du traitement

[1l.2. Corrélations entre bilan martial et données cliniques

[11.2.1. Bilan martial et nombre de transfusions.
Le taux de ferritine dosé lors de la mise sous rHUEPO augmentait avec le
nombre total de transfusions au cours de I'hospitalisation, mais de fagon non

significative.

Le coefficient de saturation de la transferrine était plus élevé si le nombre de
transfusions regues par I'enfant au cours de I'hospitalisation était important (p = 0.422 ;
p = 0.001) (Tableau V) avec une corrélation uniguement au nombre de transfusions
avant le bilan. Le CST n’était donc pas prédictif du nombre de transfusions aprés ce

bilan (Tableau VI).
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Nb transfusion fonction du | Nb transfusion fonction du
taux de Ferritine CST
Coefficient de corrélation 0.154 0.422
p value NS 0.001

Tableau V : Nombre de transfusions par enfant et bilan martial & JO de rHUEPO
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Figure 6 : Corrélation du nombre de transfusions avec le bilan martial a JO de

rHUEPO
Ferritine CST
Transfusions | Transfusions | Transfusions | Transfusions
antérieures ultérieures antérieures ultérieures
Coefficient de 0.155 0.132 0.268 0.245
corrélation
p value NS NS 0.040 NS

Tableau IVl : Nombre de transfusions par enfant avant et aprés bilan martial a

JO de rHUEPO
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La ferritine et le CST étaient corrélés au nombre de transfusions de facon

significative a J45. Ce rapport n’était retrouvé que pour la ferritine a J60 (Tableau VII).

Fonction du nombre total de Ferritine CST
transfusions

J45 J60 J45 Je0
Coefficient de corrélation 0.529 0.537 0.356 NS
p value 0.001 <0.001 0.039 NS

Tableau VIl : Nombre de transfusions par enfant avant et aprés bilan martial a

J45 et J60 de rHUEPO

[11.2.2. Critéres de jugements secondaires

La ferritinémie était corrélée au nombre d’infections secondaires antérieures au
bilan martial. Cependant le fer par voie entérale était débuté plus tardivement chez les
enfants ayant regu une transfusion au préalable, source d’apports en fer non

guantifiable dans cette étude.

Le CST était plus élevé chez les nouveau-nés ayant un poids de naissance plus
faible, et chez ceux présentant un petit poids pour I'age gestationnel mais de maniére
non significative. La présence d’'une DBP modérée a sévére a 36 SA était associée a

un CST avant supplémentation plus haut.

Le bilan martial n’était pas modifié par les caractéristiques néonatales
suivantes : grossesse multiple, corticothérapie anténatale, chorioamniotite, terme de
naissance, prématurité induite, CRIB score, sexe. Le bilan martial n’était pas associé
a une modification des morbidités post-natales suivantes : instillation de surfactant,
durée de ventilation, traitement d’'un canal artériel, inotropes, INBP, ECUN, HIV.
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Il n’y avait pas d’association significative entre les données du bilan martial et
le début des supplémentations en fer et rHUEPO. En revanche, la ferritinémie était plus

élevée lorsque le taux d’hémoglobine dosé a J7 de vie était plus.

Corrélation avec | p value | Corrélation avec | p value
la ferritine le CST
Données per-natales
Apgar a 5 minutes NS NS -0.378 0.004
Poids de naissance NS NS -0.274 0.036
Donnée postnatales
DBP a 36 SA NS | NS 0.263 0.046
Fer et transfusion
Nb de sepsis antérieurs 0.324 0.012 NS NS
au bilan
Hémoglobine a J7 -0.269 0.045 NS NS

Tableau VIII : Bilan martial et évolution post-natales

Les enfants étant les plus transfusés étaient ceux présentant un terme de
naissance plus faible, un CRIB score plus élevé et un poids de naissance plus faible
et étaient plus souvent petit pour 'age gestationnel. Un nombre de transfusions élevé
était associé a une introduction du fer et de la rHUEPO plus tardive, avec un bilan
martial réalisé naturellement plus tardivement. Les enfants présentant un nombre
d’infections secondaires avant le bilan martial plus important étaient plus transfusés (p
= 0.693; p = 0.000). Le nombre de transfusions n’était pas corrélé a I'Apgar a 5

minutes, au type de prématurité (induite versus spontanée) ou au sexe.

Les enfants présentant une morbidité plus lourde étaient plus transfusés (DPB
modérée a sévére a 36 SA, soutien par inotropes, ou ECUN). L’hémoglobine a la
naissance ou a J7 de vie, ou 'age au moment de la premiére transfusion n’étaient pas

corrélé au nombre de transfusions (Tableau IX).
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Corrélation avec le
nb de transfusion

p value

Terme de naissance -0.474 <0.001
CRIB score 0.515 <0.001
Poids de naissance -0.583 <0.001
PAG -0.339 0.009
Surfactant 0.389 0.002
DBP a 36 SA 0.685 <0.001
Durée de ventilation 0.609 <0.001
Sepsis secondaires 0.693 <0.001
Inotrope 0.275 0.035
ECUN 0.341 0.008
Age au moment de l'introduction du fer 0.465 <0.001
Age au moment de l'introduction de la rHUEPO | 0.310 0.007

Tableau IX : Nombre de transfusions et évolution postnatale
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IV. DISCUSSION

Notre étude a montré que la ferritinémie, dosée au moment de linstauration
d'un traitement par érythropoiétine, n’était pas corrélée de fagon significative au
nombre de transfusions recues avant ou aprés son dosage, chez le prématuré de
moins de 28SA. Une ferritinémie basse n’était pas prédictive d’'un nombre de
transfusions élevé. Dosée isolément et précocement chez I'extréme prématuré, la
ferritinémie ne semble donc pas permettre d’adapter la supplémentation martiale lors
de son initiation dans le but de diminuer le risque transfusionnel.

Les valeurs médianes retrouvées dans notre étude étaient comprises dans les
valeurs normales fixées par notre laboratoire (47-554 pg/L pour les filles, et 47-438
Mg/l pour les garcons). Une étude retrouvait un minimum de 35 pg/L au cordon chez
les enfants prématurés, 40 ug/L chez le nouveau-né a terme (29). Une autre définissait
un seuil inférieur a 76 pug/L comme associé a un risque plus élevé d’anomalies
neurodéveloppementales (60). Concernant les normes hautes, les données
objectivées dans la littérature variaient entre 350 et 400 pg/L, c’est-a-dire inférieures
aux normes de notre laboratoire (29,30,61) Dans cette derniere étude la
supplémentation martiale était interrompue lorsque la ferritinémie dépassait ce seulil.

Dans la nbtre, nous constatons qu’a I'introduction de la rHUEPO les valeurs de
ferritine retrouvées sont supérieures au seuil proposé de 350ug/l pour plus d’un quart
des patients. Quasiment aucun n’avait des valeurs inférieures a 75 pg/L. Les
tendances, a linstauration de la rHUEPO, sont donc plutét élevées dans notre
population par rapport aux données de la littérature. Trés peu d’enfants semblent en
carence martiale ce qui ne pousse pas a augmenter la supplémentation en fer

initialement.
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Par la suite la ferritinémie diminuait. En fin de traitement par rHUEPO, la moitié
des patients présentaient une ferritinémie inférieure a 75ug/L. Cela peut étre expliqué
par un taux décroissant de sepsis durant I'hospitalisation, mais également par
l'installation progressive d’'une carence martiale vraie.

En dehors de toute transfusion, ces données pourraient conduire a majorer
progressivement la supplémentation martiale au cours du traitement, afin de favoriser
I'érythropoiése et de diminuer le risque neurodéveloppemental.

Une ferritinémie élevée était associée dans notre étude a un nombre plus
important de sepsis antérieurs au bilan. L'inflammation est assez fréquente chez le
prématuré dans les premiéres semaines de vie, avec dans notre population plus de %
des patients atteints d’'un sepsis ou d’'une ECUN avant la réalisation du premier bilan
martial. La ferritinémie est augmentée par l'inflammation. Méme si c’est un marqueur
intéressant pour I'évaluation du bilan martial chez I'adulte, elle semble moins
informative chez les extrémes prématurés (21). En effet, elle peut étre faussement
normale. Une carence martiale peut étre associée a un épisode d’inflammation : elle
ne sera alors pas dévoilée par ce marqueur réalisé au début de la supplémentation.
Certains auteurs proposent d’augmenter les seuils inférieurs chez les extrémes
prématurés par rapport a ceux décrits pour la population générale (22). La ferritinémie
reste difficile a interpréter précocement dans cette population, d’ou lintérét de le
coupler a d’autres marqueurs du bilan martial.

Les données anténatales décrites dans la littérature, comme la corticothérapie
anténatale ou l'insuffisance placentaire, connues pour impacter le développement
foetal, n’avaient ici aucune corrélation avec les taux de ferritine postnatale (62).

Notre étude objectivait une ferritinémie a J45 et J60 de la mise sous rHUEPO

corrélée positivement au nombre total de transfusions. En effet les transfusions sont
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source d’apport martial important. Il a été démontré que le fer était souvent élevé dans
le sérum dans des contextes de transfusion multiples (61). Ce fer est apporté
rapidement par ’'hémolyse des globules rouges transfusés qui survient majoritairement
dans les premiers jours post-transfusionnels. Cette charge ferrique peut étre difficile a
meétaboliser chez le prématuré ou I'enfant de trés faible poids de naissance (63). La
quantité totale de fer recue par les transfusions n’a pas pu étre comptabilisée dans
cette étude. Cependant ce résultat montre un effet significatif de 'apport du fer contenu
dans les transfusions, qui doit étre pris en compte dans l'adaptation de la
supplémentation entérale.

Enfin, une ferritinémie élevée a J60 était associée a la présence plus fréquente
d’'une DBP modérée a sévéere a 36 SA, comme démontré par I'équipe d’Ochiai et al.
(64). Cependant cette corrélation peut étre due a un facteur confondant : le nombre de
transfusions, qui est plus élevé en cas de DBP a 36SA, ce qui a déja bien été décrit
dans la littérature. Cet article notait aussi une corrélation significative entre
I'hyperferritinémie (> 500ug/L) et le nombre de transfusions, la persistance du canal
artériel ainsi que le nombre de sepsis.

La ferritine est donc bien corrélée a I'inflammation et a I'apport de fer chez le
nouveau-né, notamment prématuré et/ou de trés petit poids de naissance. Cependant,
il est nécessaire de lui associer d’autres marqueurs afin d’apprécier le statut martial,

concernant a la fois le stock de fer et le fer fonctionnel.

Le deuxieme facteur dosé dans cette étude, en accord avec les
recommandations HAS sur le bilan martial et utilisable en routine, est le CST (21). Ce
marqueur est intéressant car il est peu influencé par les états transitoires

d’inflammation.
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Dans notre étude, le CST augmentait avec un nombre croissant de transfusions,
qgue ce soit au moment ou a 4 semaines de l'instauration du traitement par rHUEPO.
Cette donnée n’était plus significative en fin de traitement. Le CST est en effet
proportionnel au taux de fer circulant, apporté par les transfusions multiples. Le CST
est donc le reflet du nombre de transfusions recues avant la réalisation du bilan. Tout
comme la ferritinémie, il ne permet pas de prédire le risque de transfusions qui vont
succéder a ce bilan, et donc d’adapter la supplémentation martiale a son initiation.

Le taux de CST restait relativement stable dans notre étude, contrairement a la
ferritine qui diminuait. Pour rappel, le CST est proportionnel au taux de fer fonctionnel
circulant. Cette stabilité du taux appuyait donc le fait que la quantité de fer fonctionnel
est soumise a une stricte régulation (13). Les valeurs retrouvées sont comparables a
celles décrites en 2011 chez 25 prématurés de 34 a 37 SA a la naissance (24,8+16%)
(65). Elles sont cependant plus basses que celles dosées en 1980 sur sang de cordon
dans une population de prématurés nés entre 30 et 36 SA (46,5% (6,5-86,5) (66). Peu
d’études existent sur ce marqueur et c’est, a notre connaissance, la plus grosse étude
décrivant les valeurs du CST chez I'extréme prématuré.

Le score d’Apgar a 5 minutes, cotation historique de I'adaptation a la vie extra-
utérine, est un marqueur pronostique d’acidose métabolique. L’Apgar inférieura 7 a 5
minutes préjuge d’'un moins bon pronostic néonatal (67). Dans notre étude, un score
d’Apgar bas allait de pair avec un CST élevé. Méme s’il est difficile de retrouver des
études portant sur le bilan martial en fonction de 'adaptation a la vie extra-utérine, on
sait qu’un score d’Apgar bas peut étre associé a une acidose lactique signant une
souffrance d’organes. On peut supposer qu’une cytolyse hépatique, découlant de
'anoxie périnatale, entrainerait un relargage de fer sous forme de ferritine ou de fer

libre, entrainant une augmentation parallele du CST (13). Cependant le lien entre
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Apgar a 5 minutes et ferritinémie n’était pas significatif donc le lien entre CST et Apgar
a 5 minutes peut aussi étre uniguement le fruit du hasard.

Le CST était dans notre étude plus éleveé si le poids de naissance était faible.
On sait que les nouveau-nés de plus faible poids sont plus a risque de transfusion, ce
qui est retrouvé dans notre étude. Les quelques études s’intéressant au dosage de fer
chez des prématurés au trés faible poids de naissance ne notaient pas d’association
significative avec un taux de fer élevé mais parfois avec une plus grande propension
a développer un stress oxydatif (68,69). Le poids de naissance est fortement corrélé
au terme de naissance. L’hépatocyte immature du nouveau-né prématuré présente
des capacités d’internalisation du fer qui peuvent étre dépassées. Le lien entre CST et
poids de naissance peut donc s’expliquer par deux facteurs confondants, le nombre
de transfusions et le terme de naissance.

La corrélation était significative entre le CST dosé au moment de l'instauration
du traitement par rHUEPO et I'apparition d’'une DBP a 36 SA : plus le taux de CST était
élevé plus il y avait de risque de développer une DBP modérée a sévere a 36 SA.

La DBP est la pathologie pulmonaire qui est définie pour les extrémes
prématurés par la présence d’'un soutien respiratoire a 28 jours de vie. Une oxygéno-
dépendance a 36 SA indique la présence d’'une DBP modérée a sévére, prise en
compte dans cette étude. Ces derniéres années ont permis de mieux comprendre sa
physiopathologie. L'une des hypothéses récemment explorées est le réle du stress
oxydatif, auquel les extrémes prématurés sont particulierement sensibles (16). Ce
stress oxydatif défini par le déséquilibre entre les manifestations oxydatives et les
défenses anti-oxydantes est souvent meéedié chez le nouveau-né prématuré par
I'hyperoxie. Le fer circulant libre aide a la catalyse de certaines réactions chimiques

qui aboutiront a la formation d’espéces réactives de I'oxygéne. Ces derniéres vont
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alors agir sur différents composants cellulaires, induisant des lésions. Certains
marqueurs, produits des réactions d’oxydo-réduction, peuvent étre dosés et servir de
biomarqueurs de ce stress oxydatif (16). On peut donc se demander si la présence
d’'un CST élevé, associé a un nombre de transfusions élevées, signerait la présence
d’épisodes de libération massive de fer non métabolisé par I'extréme prématuré. Une
supposition est que la présence de fer non lié, non fixé par la transferrine qui serait
déja saturé, entrainerait des Iésions pulmonaires et la formation d’'une DBP a 36 SA.
Cependant, comme pour la ferritine, le nombre de transfusions élevé est un élément

commun qui ne permet pas de conclure au lien de cause a effet.

L’age médian a la premiére transfusion est de 6 jours. Une transfusion est suivie
d’un arrét de la supplémentation ou d’une absence d’introduction du fer pendant 15
jours apreés la transfusion. L’introduction du fer était plus tardive en cas de transfusions.
En effet la plupart des transfusions étaient précoces et réalisées la majorité des cas
avant la réalisation du bilan. La rHUEPO était souvent débutée aprés une transfusion,
considérée comme charge en fer, et avant I'introduction du fer par voie entérale. En
revanche, la rHUEPO n’était pas débutée tant qu’un apport en fer (transfusion ou
entéral) n’était pas effectif. Le bilan martial a été réalisé au moment de l'introduction
de la rHUEPO, c’est-a-dire dans une population trés hétérogene de patients : certains
avaient été transfusés précocement et peu de temps avant le bilan, d’autres avaient
une intolérance digestive, n’avaient jamais été transfusés et avaient donc une
introduction tardive du fer per os et de la rHUEPO. Ces données cliniques expliquent
I'hétérogénéité d’'une part du jour ou le bilan a été réalisé, mais également des valeurs
retrouvées pour la ferritinémie et le CST. Une étude sur un plus large effectif

permettrait une étude en sous-groupes afin de guider la supplémentation martiale chez
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tous les prématurés, transfusés ou non. Les dosages auraient pu étre effectués par
rapport a la date d’introduction du fer per os, sur laquelle on peut agir, et non par

rapport a la date d’introduction de la rHUEPO.

Le nombre de transfusions total est dépendant du terme de I'enfant et du CRIB
score, facteurs de risque de polytransfusion (41). Il est également corrélé & un poids
de naissance plus faible, ainsi qu’a I'administration de surfactant. Les enfants les plus
malades sont, comme cela a pu étre décrit dans la littérature, les plus transfusés, avec

une corrélation aux inotropes, aux ECUN, au nhombre de sepsis, et a la DBP a 36 SA.

Cette étude est 'une des premiéres a allier le dosage du CST a celui de la
ferritinémie chez les extrémes prématurés. Le CST a été trés peu étudié dans cette
population. Les normes chez I'extréme prématuré concernant ces deux marqueurs
sont difficiles a établir. En raison de la grande variabilité des résultats et de 'age auquel
le bilan a été effectué dans notre étude, I'effectif est trop restreint pour définir ces
normes. Il permet cependant de décrire ces valeurs et de les comparer aux données
existantes. Les prélevements ne nécessitaient pas de techniques particuliéres et sont
donc facilement utilisables en routine. Cependant, les analyses requises nécessitaient
une quantité de sang minimale de 500 pL, participant donc a la spoliation sanguine.
En raison du volume nécessaire a ces dosages, des prélevements itératifs ne semblent

pas raisonnables dans cette population.

La cohorte NEOX a été constituée de fagon prospective, permettant un recueil
exhaustif des données. Les patients devaient étre inclus avant la douzieme heure de

vie afin de permettre le dosage des protéines carbonylées, ce qui explique un certain
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nombre de patients non inclus bien qu’hospitalisés dans le service. Le bilan martial
était lui prélevé entre 7 jours avant et 7 jours apres les dates proposées par le design
de I'étude afin de grouper les bilans et de diminuer les stimulations nociceptives
nocives pour le développement de I'enfant (70). La prescription de ce bilan était parfois
oubliée. Tout ceci explique le faible nombre de bilans martiaux recueillis par rapport a

I'effectif de départ.

Le CST et la ferritine ont pour intérét d’étre reproductible facilement par
n'importe quel laboratoire. On peut cependant se demander si d’autres marqueurs
permettraient de prédire le risque transfusionnel, ce que ne permettent pas de faire le

CST et la ferritine dans notre étude.

La mesure du fer non lié a été étudiée dans certaines études comme associé
au stress oxydatif. Elle ne permet pas de mesurer la carence martiale. Ici, il n’a pas
été dosé du fait des difficultés techniques de dosage, qui exigent de plus une quantité

de sang a prélever plus importante (71).

Le récepteur soluble de la transferrine a été découvert dans le sérum par
I'équipe de Kogo et al. dans les années 1980 (72). Les récepteurs de la transferrine
existent de facon ubiquitaire a la surface de nombreuses cellules. La partie soluble de
ces récepteurs ne dépend pas de la cytolyse ou de I'inflammation, et permet une
mesure plus fine des stocks martiaux, notamment pour dépister une carence martiale
(14,73). Les recommandations HAS préconisent en seconde intention d’utiliser ce

marqueur afin d’étre plus sensible au dépistage d’'une carence martiale (21).

L’hepcidine est une protéine connue pour ses propriétés antibactériennes et
découverte initialement dans les urines. Pour rappel, sa synthese est stimulée par
I'érythropoiése, par 'augmentation du taux de fer et de ferritine dans le sang. Elle est

inhibée en cas d’anémie et de syndrome inflammatoire (74). Ainsi, son expression est
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en rapport avec la présence de fer circulant (24). Il en est de méme pour sa présence
dans les urines : la clairance est fonction du taux de plasmatique (26). L’hepcidine
urinaire est intéressante car elle permet d’éviter la spoliation sanguine ainsi qu’une

ponction douloureuse.

Ces marqueurs, dont l'utilisation en routine est limitée du fait de leur technique
de dosage et de leur colt, semblent cependant intéressants a étudier dans le cadre
de protocoles de recherche, afin de suivre leur évolution, conjointement a la

ferritinémie et au CST utilisés en routine.
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V. CONCLUSION

La ferritinémie dosée précocement apparait comme un facteur peu spécifique
du statut martial de I'extréme prématuré, et non prédictif du risque transfusionnel. Elle
ne semble pas significativement associée aux pathologies du prématuré liées au
stress oxydatif. Son analyse est difficile car elle est fortement influencée par I'état
inflammatoire, fréquent dans les premiéres semaines de vie de I'extréme prématuré et
qui diminue ensuite. Son dosage est donc a prendre en compte en fin de traitement

par rHUEPO afin d’optimiser la supplémentation en fer.

Le coefficient de saturation de la transferrine, non influencé par I'inflammation,
est un nouvel élément d’analyse intéressant dans cette population. Méme s’il ne
semble pas étre prédictif du risque de transfusions ultérieures au bilan, il est le reflet
d’'une surcharge en fer apportée par des transfusions itératives. Le lien retrouvé entre
DBP a 36 SA et CST élevé pourrait soutenir 'hypothése d’une causalité entre

surcharge en fer et maladies liées au stress oxydatif.

D’autres marqueurs a I'étude pourront sans doute aider a affiner un peu plus

ces analyses et I'interprétation sur les réserves en fer.
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Annexe 1. Normes du bilan martial du laboratoire de biochimie de Cochin-Port

Royal
Limite Limite
Libelle analyse Age Sexe hazse haute
Fer_Sarum/Plasma_ pmolT ND ND 9 30
=2 ans ND 9 20
=13 ans ND 11 24
=15 ans Female 9 30
=15 ans Male 12 30
<] mois ND 10 36
Femitine Sérum/Plasma pgL ND MND 0 300
=5 ans ND 47 101
=55 ans Female 15 150
=55 ans Female 20 250
=19 ans Female 47 110
=1 an Male 47 358
=12 mols Fermale 47 83
=6 mois Fermale 47 379
<] mois Female 47 54
=12 mois Male 47 120
<] mois Male 47 438
<6 mois Male 47 449
Transfermne SerumPlasma_Celonmeéme_g/T ND ND 17 4
=4 ans ND 1.7 3.5
=60 ans ND 1.8 3l
=60 ans ND 22 4
<] mois ND 1.7 23
Transfermne Coefficient de satwration_SermumPlasma % ND ND 10 35
=6 mols ND 25 35
<6 mois ND 15 25
<] mods ND 55 65
Transfermme Capacite de fixaton du
fer SérumPlasma_ umoll N ND 50 a5
HD : pon détermuné
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Annexe 2. Le CRIB score (54)

Factor

§

Birthweight (g)
=1350
B51-1350
T01-850
=700

=1 o O

Gestation {wi)
=24
<24

=

Congenital malformations*®
Mone

Mot acutely ife-threatening
Acutely life-threatening

= O

Lad

Maximum base axcess In first 12 h (mmol, /L)
==T0

T0t0-989

-100t14 89

=-150

WO

Minimum appropriate Fi0, n first 12 h
<040

041-0 60

0 61-0 90

091-1 00

B mao

Maximum appropriate FI0, in first 12 h
<0 40

0 41-0 80

0 B1-0 a0

081-1 00

o oLy =

*Excluding inevitably lethal malformations.

tFor example, =3 0 mmol/L scores 0, — 16 O mmol/L scores 3.

Table Z: CRIB score

Annexe 3. Critéres diagnostiques pour la DBP (55)

Age gestationnel <32 SA

> 32 SA

Période d’évaluation
finale

Terme corrigé de 36 SA

56 jours d’age post-natal

I’évaluation finale

Supplémentation O2 nécessaire pendant 28 jours associée aux besoins suivants a

DBP légére Air ambiant

DBP modérée

Supplémentation en O2 nécessaire avec FiO2 < 30%

DBP sévere Supplémentation en O2 nécessaire avec FiO2 = 30%
et/ou ventilation en pression positive
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Serment d’Hippocrate

En présence des maitres de cette école, de mes condisciples, je promets et je jure

d’étre fidéle aux lois de I'honneur et de la probité dans I'exercice de la médecine.

Je dispenserai mes soins sans distinction de race, de religion, d’idéologie ou de

situation sociale.

Admis a l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y passe, ma langue
taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a corrompre les

moeurs ni a favoriser les crimes.

Je serai reconnaissant envers mes maitres, et solidaire moralement de mes confréeres.
Conscient de mes responsabilités envers les patients, je continuerai a perfectionner

mon savoir.

Si je remplis ce serment sans I'enfreindre, qu’il me soit donné de jouir de I'estime des
hommes et de mes condisciples, si je le viole et que je me parjure, puissé-je avoir un

sort contraire.
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Le bilan martial, réalisé a l'instauration du traitement par érythropoiétine, permet-il de
guider la supplémentation en fer chez I’extréme prématuré ?

[Notre objectif était de rechercher un lien entre le bilan martial effectué lors de I'instauration du
traitement par érythropoiétine et le nombre de transfusions recues au cours de
I'hospitalisation, afin d’optimiser la supplémentation en fer chez I'extréme prématuré. Une
étude prospective monocentrique a été menée chez 59 prématurés de moins de 28 semaines
d’aménorrhée (SA) d’age gestationnel comportant un dosage de la ferritine et du coefficient
de saturation de la transferrine (CST). Nous avons étudié la relation entre ces dosages et le
nombre de transfusions, les données cliniques pré- et postnatales, et les morbidités décrites
comme associées au stress oxydatif. || n’existait pas de corrélation entre la ferritine et le
nombre de transfusions. La ferritine était plus élevée en cas de sepsis précédant le bilan
(p=0.32; p=0.012). Le CST était corrélé au nombre total de transfusions (p=0.42 ; p=0.001),
uniquement pour les transfusions antérieures au bilan (p=0.27 ; p=0.04). Un CST bas n’était
pas prédictif d’'un nombre élevé de transfusions aprés bilan. Le bilan martial était indépendant
des données cliniques pré- et postnatales. La dysplasie broncho-pulmonaire a 36 SA était
corrélée au CST mais également au nombre de transfusions.

On confirme que la ferritine, prise isolément, n’est pas un marqueur fiable du bilan martial chez
I'extréme prématuré, car influencée par l'inflammation lors d’épisodes aigus. Le CST est le
reflet d’'un excés de fer apporté par les culots globulaires transfusés, ce qui soutient I'arrét
post-transfusionnel de la supplémentation martiale recommandée par I'HAS.]

Mots-clés : fer, ferritine, transferrine, érythropoiétine, transfusion, prématurité extréme

Does the iron balance, at the start of erythropoietin treatment, guide iron
supplementation in the extreme premature ?

[Our objective was to study the link between the iron status at the start of erythropoietin
supplementation and the number of transfusions provided during the hospitalization, in order
to optimize iron supplementation for extreme premature newborns. A monocentric prospective
study enrolled 59 preterm infants of gestational age (GA) < 28 weeks, whose serum ferritin
(SF) and saturation coefficient of transferrin (SCT) were measured. We studied the relationship
between these analyzes and the number of transfusions, pre and postnatal clinical data, and
oxidative stress-associated morbidities. There was no correlation between SF and the number
of transfusions. The rate of SF was higher in case of sepsis prior to the blood tests (p=0.32 ;
p=0.012). The SCT was correlated with the total number of transfusions (p=0.42 ; p=0.001),
but only for the transfusions prior to the test (p=0.27 ; p=0.04). A low SCT was not predictive
of a high rate of RBC transfusions. The iron status was not related to pre or postnatal data.
The bronchopulmonary dysplasia at 36 weeks of GA was associated with increased SCT and
RBC transfusions. Thus, we can confirm that SF alone is not a reliable marker for the iron
status of extremely preterm infants, due to the inflammation observed during acute episodes.
SCT in our study reflects the iron excess brought by RBC transfusions. Suspending iron
supplementation during the 15 days following a transfusion, as recommended by the French
Health High Authority, is relevant in this population.]

Keywords : iron, ferritin, transferrin, transfusions, erythropoietin, extremely preterm birth...






