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Les infections bactériennes s'accompagnent le plus souvent d'une
¢lévation sérique de la concentration d'une protéine classique de I'inflammation :
la C-réactive protéine (CRP). L'activité antitrypsique urinaire (AATU), aisément
déterminable (dosage simple, rapide et peu colteux) et bien que n'étant pas
jusqu'a présent un marqueur utilisé en routine, s'¢leve dans les mémes
circonstances ; d'autre part, elle pourrait apparaitre pour certains auteurs {25, 38,
45, 46] comme un marqueur plus discriminant que la CRP dans les processus

infectieux d'origine bactérienne (sensibilité et spécificité¢ metlieures que celles de
la CRP) [45, 46].

De plus, comme la CRP, 'AATU diminue significativement sous
traitement permettant un suivi de l'efficacité thérapeutique {38, 45, 46].

Quelques €tudes se sont intéressées a la détermination de 'AATU chez
les patients infectés par le VIH (Virus de I'Tmmunodéficience Humaine) [10, 45}
et ont montré que I'AATU séleve préférentiellement lors des infections
bactériennes aigiies.

C'est dans ce contexte que nous avons adapte la technique de dosage de
I'AATU dans le laboratoire de Biochimie de 'Hopital Saint-André.

L'objectif de notre travail est de s'intéresser a la valeur prédictive de
l'augmentation de 'AATU lors des épisodes fébriles survenant chez les malades
infectés par le VIH. Cette relation nous semble importante a rechercher : en effet,
un des problemes les plus délicats dans la prise en charge des patients VIH
positifs est celut des fievres inexpliquées a une phase d'immunodépression
avancée.




Les infections bactériennes représentent sans nul doute une part non
néghgeable de ces fiévres mnexphquées. Ainsi une ¢tude récente [10] a montré
que 47 % des patients VIH positifs avec des lymphocytes CD4+ inférieurs a
200/mm3 et ayant une fiévre d'origine inexpliquée présentaient en fait une
infection a mycobactérie.

Il s'agit donc d'une étude prospective visant :

- le dépistage des infections bactériennes dans l'exploration des fiévres des
patients infectés par le VIH (1l s'agira des infections & pyogénes mais aussi et plus
particuliérement des infections & mycobactéries atypiques dont le principal
probléme est un délai de réponse long pour affirmer le diagnostic
bactériologique) ;

- la comparaison de la valeur prédictive de I'élévation de 'AATU avec celle des
variations des protéines sériques de 'inflammation : CRP (C réactive Protéine),
haptoglobine, orosomucoide, ol antitrypsine, afin de déterminer lintérét
spécifique de ce marqueur.







I- RAPPEL SUR LE SYNDROME D'IMMUNODEFICIENCE
ACQUISE (SIDA)

A - DEFINITION

I.e SIDA ou Syndrome d'Immuno Déficience Acquise, est une maladie
virale due au VIH, responsable d'un déficit immunitaire essentiellement provoqué
par une dimmution des lymphocytes CD4+ (auxiliaires).

Les principaux symptdmes présentés par les malades sont en rapport
avec des infections opportunistes (virales, parasitaires, mycologiques ou
bactériennes intracellulaires) et/ou des cancers, comme le sarcome de Kaposi ou
les lymphomes malins non hodgkiniens.

Il existe actuellement un total de 3 millions de cas estimés dans le
monde (environ 15 millions de porteurs du virus VIH) dont environ 40.000 en
France (sur a peu pres 150.000 porteurs du virus VIH) [14].

La répartition des cas cumulés de SIDA en France 4 la fin de l'année
1994 selon les différents groupes de transmission s'établit comme suit [14] :

1 - Homo-bisexuels (47 4 %) ;
2 - Toxicomanes a drogues injectées par voie vemeuse (23,4 %) ;
3-(Det(2)y (1,4%);

4 - Hémophiles et troubles de la coagulation (1,3 %) ;
5 - Hétérosexuels partenaires de sujets infectés ou a risque (12,9 %) ;
-~ 6 - Transfusés (4,5 %) ;
7 - Transmission materno-foetale (1,3 %) ;
8 - Autres, inconnus (dont multipartenariat et/ou fréquentation de pros-

tituees (7.7 %o).



B - REVISION DE LA DEFINITION DU SIDA EN
FRANCE [13]

Aux Etats-Unis, depuis le premier janvier 1993, une nouvelle définition
du SIDA est appliquée. Par rapport 2 la révision de 1987 [12], 3 critéres cliniques
et un critére biologique, diagnostiqués chez un sujet porteur de I'infection VIH,
ont été ajoutes aux autres critéres. Ce sont :

- la tuberculose pulmonaire ;

- les pneumopathies bactériennes récurrentes ;

- le cancer invasif du col ;

- un nombre de lymphocytes CD4+ inférieur a 200/mm3.

En France, comme en Europe la révision est différente de celle
effectuée aux Etats-Unis, les 3 critéres cliniques ont €té retenus et le critére
biologigue ("nombre de lymphocytes CD4+ inférieur a 200/mm3") rejeté [13].

LLe Tableau I résume la classification de lI'infection VIH pour les adultes
et les adolescents.

1 - Nombre de lvmphocyvtes CD4+ circulants :

Le nombre absolu de lymphocytes CD4+ est le marqueur prévisionnel
d'évolutivité vers le SIDA le plus communément usite.

Le résultat le plus bas, mais pas nécessairement le demier doit étre
utilisé pour classer un sujet.

La correspondance entre la valeur absolue et le pourcentage est la
suivante :

CD4+ > 500/mm3  soit CD4+ 2 29%
CD4+ [200 - 499 mm3] soit CD4+ =14-28 %
CD4+ { 200/mm3  soit CD4+ (14 %
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CATEGORIES CLINIQUES
(A) (B) (©)
Nombre de Asymptomatique, | Symptomatique,
lymphocytes primo-infection sans criteres SIDA
CD4+ ou P.GL. {A) ou (C)
(1) > 500/mm3 Al Bl
(2) [200 - 499/mm3] A2 B2

(3) <200/mm3

Vv

TABLEAU 1 : Révision 1993 du systéme de classification de l'infection VIH

pour les adultes et les adolescents,

Définition du SIDA (O.M.S./C.D.C. 1987) + 3 pathologies
Deéfinition du SIDA (C.D.C. 1993)
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2 - Catégories cliniques :

Catégorie A

Il faut présenter un ou plusieurs des criteéres listés ci-dessous chez un
adulte ou un adolescent mfecté par le VIH, s'll n'existe aucun des critéres des
catégories Bet C:

a - infection VIH asymptomatique ;
b - lymphadénopathie persistante généralisée (P.G.1.);
¢ - primo-infection symptomatique.

Catégorie B

On observe des manifestations cliniques chez un adulte ou un
adolescent infecté¢ par le VIH, ne faisant pas partie de la catégorie C et qui
répondent au moins & 'une des conditions suivantes :

a - elles sont liées au VIH ou indicatives d'un déficit immunitaire
b - elles ont une évolution chlinique ou une prise en charge thérapeutique compli-
quée par l'infection VIH.

A titre d'exemple, les pathologies suivantes font partie de la catégorie B,
la liste n'est pas limitative :

- angiomatose bacillaire ;

- candidose oropharyngeée

- neuropathie périphérique ;

- zona récurrent ou envahissant plus d'un dermatome.

Cette classification est hiérarchique, c'est-a-dire qu'un sujet classé dans
la catégorie B ne peut passer dans la catégorie A Jorsque les signes cliniques ont
disparu.

Catégorie C

Cette catégorie correspond a la définition du SIDA chez l'adulte.
Lorsqu'un sujet a présenté une des pathologies de cette liste, il est classé
définitivement dans la catégorie C ; citons & titre d'exemple, quelques-unes de ces
pathologies : .

- infection & Mycobacterium avium ou kansasii, disséminée ou extra-
pulmonaire;
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- infection a Mycobacterium fuberculosis, quel que soit le site (pulmonaire ou
extra-pulmonaire) ;

- pneumonie a Pneumocystis carinii ;

- toxoplasmose cérébrale |

- infection a cytomégalovirus (CMV) (autre que foie, rate ou ganglions) ;

- cryptococcose extra-pulmonaire |

- sarcome de Kaposi ;

- lymphome de Burkaitt...

C - MARQUEURS BIOLOGIQUES PREVISIONNELS
D'EVOLUTION AU COURS DE L'INFECTION PAR
LE VIH

Les marqueurs biologiques déterminant le plus précocément possibie le
degré d'évolutivite de I'infection par le virus de I''mmunodéficience humaine sont
indispensables pour la prise en charge des malades, et pour l'adaptation des
traitements antirétroviraux. Parmi ceux-ci, le nombre absolu de lymphocytes
CD4+ reste le meilleur marqueur prévisionne! d'évolutivité vers le SIDA et le plus
communément utilisé par les cliniciens. Il est & préciser que d'autres marqueurs
tels Tantigénémie virale p24, le titre des anticorps anti-p24, la [2
microglobulinémie sont également utilisés seuls ou en association en pratique
médicale courante, avec toutefois une moins bonne valeur prédictive.

D - INFECTIONS OPPORTUNISTES : PROBLEME
DIAGNOSTIOUE DES MYCOBACTERIES ATYPIQUES

Depuis la découverte du VIH, les cliniciens ont appris a connaitre et &

rechercher les infections opportunistes en relation avec ['immunodépression
induite par le VIH. Les infections & mycobactéries atypiques sont de celles-ci.
Leur diagnostic clinique est malaisé et doit étre évoqué de principe, devant une
fievre, une altération de I'état général, une diarthée, une leucopénie, tous signes
s'observant fréquemment au cours du SIDA avancé [17].

Les mycobactéries atypiques, ubiquitaires, sont responsables
d'infections opportunistes chez 'héte aux défenses immunitaires affaiblies. Le
syndrome d'immunodéficience acquise réunit les conditions propices au
développement de ce type d'infection.

En France comme aux Etats-Unis, la principale espéce incriminée est e
complexe Mycobacterium avium intracellulare (MAC). De plus, Vinfection a
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MAC constitue un critere de SIDA : "toute infection a mycobactérie
(tuberculeuse ou non) disséminée ou atteignant un organe autre que le poumon, la
peau ou les ganglions médiastinaux ou cervicaux" permet le diagnostic du SIDA
[12].

Les infections a MAC surviennent tardivement dans le cours évolutif de
l'infection & VIH et du SIDA [56]. Pour la majorité des auteurs, I'infection sur-
vient lorsque la déplétion en lymphocytes CD4+ est inférieure & 60/mm3 [33,41].

Le complexe MAC occupe une place particuliere par ses aspects
physiopathologiques. En effet, a l'inverse d'autres infections opportunistes telles
que la toxoplasmose, l'infection a cytomégalovirus, la tuberculose, l'infection a
MAC ne procederait pas d'une réactivation mais d'une primo-infestation {33].

D'autre part, il faut souligner le fait que les infections 8 MAC a l'inverse
d'autres infections opportunistes (toxoplasmose cérébrale ou rétinienne,
pneumocystose pulmonatre, rétinite 8 CMV ) dont les signes cliniques ont une
certaine spécificité, se distinguent par l'absence quasi totale des signes cliniques
specifiques.

Le diagnostic bactériologique de I'infection 2 MAC repose sur
l'isolement bactérien et ldentification. _

L'hémoculture semble étre la méthode de choix pour le diagnostic des
infections disséminées 4 mycobactéries atypiques [27]. Cependant, la majorité
des milieux utilisés pour la réalisation des hémocultures en routine ne permet en
principe pas la croissance des mycobactéries, et le délai de réponse est long, de
l'ordre de 30 jours [32], ce qui retarde le clinicien pour la mise en place d'une
thérapeutique spécifique.

A Theure actuelle, deux techniques se révelent intéressantes pour le
diagnostic de MAC mais elles restent longues et coliteuses : la technique de lyse-
centrifugation (systeme Dupont-Isolator) dont le délai moyen de réponse est de
deux semaines et le systeme Bactec dont le délai de réponse est de 5 a 10 jours
[17] mais qui nécessite un materiel coliteux et la manipulation de produits
radioactifs dans des laboratoires non ¢quipés.

Le systéme Isolator est un systéme de prélevement et de traitement des
échantillons sanguins en vue de la culture de microorganismes. Le tube Isolator
contient plusieurs agents qui concourent 4 la lyse des €léments figurés du sang et
empéchent la coagulation. Aprés recueil du sang, le tube est agité puis centrifugé.
Le culot est ensuite ensemencé sur milicux de Lowenstein et Coletsos. L'intérét
de cette méthode est une concentration et donc un isolement plus rapide par une
diminution de I'action bactéricide du sang. De plus, la numeération des bactéries
est possible.

Le systéme Bactec est une méthode radiométrique (Becton-Dickinson)
rapide de primoculture en milieu liquide (milieu dérivé de Middlebrook). Elle a




14

pour principe la détection et la mesure de la quantité de CO9 marqué par le 14C
libéré au cours du métabolisme a partir d'un substrat, I'acide palmitique, margué
au 14C. Cette méthode nécessite un apparetl de dosage du ML(302 (Bactec TB
460), la quantité de 14C02 mesuré est alors convertie en un indice de croissance
proportionnel a la concentration bactérienne. Le principal avantage de la méthode
Bactec est la diminution du délai d'obtention des primocultures.

En résumé, les mycobactéries atypiques occupent une place particuliére
dans le cadre du SIDA, par divers aspects. Outre leur fréquence croissante, elles
se singularisent par l'importance et la fréquence de leur dissémination, par leur
caractére tardif, par l'absence de manifestations cliniques spécifiques, par leur
approche diagnostique procédant du diagnostic d'élimination et de la recherche
active (heémocultures, myéloculture, ponction biopsie hépatique), confirmé par
culture et identification.

Dans ce contexte, 1l apparait indispensable de trouver un autre moyen
d'investigation biologique non seulement rapide mais spécifique. A cdté de ces
marqueurs biologiques classiques, de nombreux autres marqueurs ont été évalués
parmi lesquels la détermination de l'activité antitrypsique urinaire ou AATU. De
récentes publications ont montré que la mesure de 'AATU pourrait étre un bon
marqueur d'infection bactérienne [25, 46] et qu'elle s'avére €tre un test performant
pour le diagnostic d'infection bactérienne aigiie chez les sujets infectés par le VIH
[45].

H-ACTIVITE ANTITRYPSIQUE DE L'URINE (AATU)

A - DEFINITION

L'activité antitrypsique urinaire est due essentiellement & l'excrétion
d'une antiprotéase Urinary Trypsin Inhibitor (ou UTI) acido-et thermostable qui
présente une parenté immunologique avec l'inter-a-trypsine inhibiteur (ITI) et
dont elle pourrait dériver par proteéolyse [23].

B - RAPPEL BIOCHIMIQUE SUR L'INTER-a-TRYPSINE
INHIBITEUR (TD

L.es protéases sont des enzymes qui permettent l'activation ou le

catabolisme de nombreuses protéines intra- et extra-cellulaires de t'organisme,
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dans des circonstances physiologiques ou pathologiques. Leurs capacités
d'agression sont réduites par les inhibiteurs de protéases qui exercent dans de
nombreux processus métaboliques (coagulation, fibrinolyse, activation du
complément, inflammation) un réle de régulation et de contrdle indispensable a
l'organisme.

Représentant environ 10% des protéines plasmatiques totales, les
antiprotéases sont les molécules quantitativement les plus abondantes dans
l'organisme humain apres l'albumine et les immunoglobulines.

Parmi les inhibiteurs de sérine-protéases, I'TTI ne semble jouer qu'un
rble mineur. En effet, il n'exerce qu'une activité limitée vis-a-vis des enzymes
leucocytaires (telles que élastase, cathepsine (3) principalement imphiquées dans
la réaction inflammatoire [6]. Par contre, il est treés sensible a l'action de diverses
protéases et libére plusieurs fragments dont certains conservent une activité
antiprotéasique.

1 - Isolement

LTTT a été isolé du plasma humain en 1961 par Steinbuch et Loeb [55]
et initialement dénomme protéine T : sur acétate de cellulose [28, 54] comme en
gel d'agarose & pH alcalin [54], I' ITI a une mobilité électrophorétique située entre
celle des al et a2-globulines d'ot sa désignation d' "inter-alpha”.

En 1965, Heide caractérise la glycoprotéine T comme un inhibiteur de
la trypsine bovine et utilise le premier le terme dTT1 [28]. Depuis cette date, le
spectre d'inhibition de la molécule a ¢té élargl a de nombreuses autres protéases
dont l'acrosine et I'¢lastase leucocytaire humaine.

2 - Concentraticn et masse moléculaire

LTTT est un inhibiteur dont la concentration dans le plasma humain
normal est faible, de l'ordre de 400 a 500 mg/t [54].

C'est une molécule dont la masse moléculaire est genéralement estimée
entre 180 et 225 Kba [21, 35, 40, 52}. Une valeur de 220 Kba a ét¢ déterminée
par Pratt et Pizzo [47].

3 - Structure
Analys¢ par électrophorése en gel de polyacrylamide, en milieu

dénaturant et réducteur, I'1TT migre sous forme d'une seule bande, ce qui laisse
supposer qu'il n'est constitué que d'une seule chaine polypeptidique.
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En réalité, IN'TI comporte au moins 3 chaines polypeptidiques : 2
chaines lourdes Hy (85 KDa) et Hy (78 Kba) et une chaine légére qui correspond
a I'inhibiteur urinaire de la trypsine (UTI) [25]. Récemment, une 3éme chaine
lourde, H3, dont la séquence en acides aminés présente une homologic de 54 %
avec Hi et de 44 % avec Hp, a été retrouvée par Enghild et coll. [21] associée a
la chaine égére au sein d'une protéine plasmatique dénommée "pré-alpha-trypsine
inhibiteur” de masse moléculaire 125 Kba, distincte de I'IT] natif (Figure 1).

4 - Stabilité

Les études structurales de 1TT] ont été perturbées par l'instabilité
caracteristique de la molécule qui nuit considérablement a sa purification. En
effet, chauffé a 56°C durant quelques minutes, I'1TI forme des agrégats. De
méme, 1l se dégrade en milieu acide [34].

5 - Composition

L'¢tude de la composition de I'1TI a montré que celui-ci contient 8,4 %
de sucres dont 3,1 % d'hexoses, 3,2 % d'hexosamines et 2 % d'acide sialique {54].

De plus, un atome de zinc est présent par molécule dinhibiteur a une
concentration de 0,6 a 0,95 atome gramme par molécule [28, 54].

6 - Métabolisme de I'IT1

a - Bigsynthése

L'TTT est une glycoprotéine dont la production hépatigue est elle-méme
stimulée par linterleukine 1. La cinétique dapparition de ses différents
constituants a été particuliérement €tudiée par Bourguignon et coll. {11] sur des
cellules d'hepatome Hep G2 en culture.

La chaine légére hybride correspondant a 'ensemble ol microglobuline-
UTI apparait trés précocément. Elle s'associe ensuite aux chaines lourdes pour
former une protéine composite intermédiatre, de masse moléculaire 250 kDa.

Secondairement, l'al microglobuline est libérée de cette protéine
composite, par clivage ; elle est sécrétée isolément pour passer dans le sang
circulant. '

L'TTI se forme alors, constitué d'UTI et des chaines lourdes puis c'est
I'étape de la glycosylation des différents types de chaines. C'est ainsi que le
chondroitine-sulfate de UTI joue un réle essentiel pour assurer la cohésion de la
molécule [6].
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FIGURE 1 : Structure de I'I'T] et de ses dérivés.

L'UTI est synthétisé sous forme d'un précurseur commun avec
microglobuline (a1 m). Il s'associe a deux chaines lourdes (H) pour former ITTL,
schématisé selon Enghild et coll. [21]. Le "pré-a-trypsine inhibiteur” serait formé
dUTI et d'une chaine lourde (H3) qui serait absente de I'ITI. Les chaines
constitutives de I'TT1 et du "pré-a-trypsine inhibiteur” sont liées par I'intermédiaire

du glycosaminoglycanne de UTI (OJ).
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La synthese d'1T] par les hépatocytes augmente modérément en présence
du facteur de nécrose tumorale (TNF) ou d'interleukine 1, a la différence de celle
des protéines de la phase aiglie de I'inflammation comme l'al antichymotrypsine
[44].

b - Catabolisme

De nombreux dérivés apparentés tmmunologiquement & ITTI dont
certains sont inhibiteurs de protéases, ont été caractérisés dans le plasma humain.

Ainsi des 1977, par immunoélectrophorése bidimensionnelle & l'aide
d'anticorps anti-ITI, Hochstrasser et coll. [30] avaient mis en évidence, & coté du
pic de précipitation majeur correspondant a 171, la présence d'un pic hétérogéne
de mobilité plus rapide qui correspond a des dérivés de INTL. Ceux-c1, déja
présents dans le plasma de sujets normaux, voient leur concentration nettement
augmenter lors des processus inflammatoires ou en cas d'insuffisance rénale [4,
43, 53]. Pour certains auteurs [15] ces dérivés correspondraient a UTI LTTI est
trés sensible aux protéases. Lors d'un syndrome inflammatoire, celles libérées par
les polynucléaires neutrophiles activés, notamment I'¢lastase et la cathepsine G
dégradent ITTT pour libérer plusieurs fragments parmi lesquels UTI et des
composants de masses moléculaires comprises entre 100 et 160 Kpa [6].

7 - Réle phvsiologigue de I'[T]

Le role physiologique de I'TTT et de ses dérivés reste mal connu. Aucune
déficience en ITI ne semble entrainer un état pathologique caractérisé, bien que
récemment Leveillard et coll. [37] aient signalé qu'un alléle particulier de la
chaine légére serait fréquemment retrouvé chez des patients atteints d'emphyséme
pulmonaire.

a - Activité antiprotéasique

L'activité antiprotéasique a été a l'origine de lisolement et de la
dénomination de I'ITL

L'ITT est un inhibiteur de sérine-protéases ; 1l agit principalement sur la
trypsine mais plus fortement sur 'enzyme bovin que sur I'enzyme humain {40].
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Cette activité serait portée par la chaine légére qui correspond a UTI [6]. Ainsi,
I'TI est responsable de 5 % de T'activité antitrypsique du plasma [52]. 1l inhibe
aussi les chymotrypsines bovine et humaine.

[l inactive ¢galement ['élastase et la cathepsine G leucocytaires
humaines [40, 48] libérées par dégranulation des polynucléaires neutrophiles lors
des réactions inflammatoires. De plus, une activité¢ inhibitrice vis-a-vis de la
plasmine humaine a été décrite [28, 54].

En cas de syndrome inflammatoire, la chalne légére portant l'activité
antiprotéasique peut €tre ibérée de ITI, qui apparait alors comme le précurseur
physiologique d'inhibiteurs de protéases particuliérement stables et capables de
diffuser dans les espaces extracellulaires. Ceux-ci participeraient a la protection
des tissus contre les agressions protéolytiques ou rempliraient in situ d'autres
fonctions qui ne sont pas encore clairement €tudiées [6].

Au cours de la réaction inflammatoire, la concentration plasmatique de
11T1 diminue, ce qui traduit sans doute la consommation de cette protéine [6].

b - Activité de facteur de croissance

Une activité de facteur de croissance pour les cellules endothéliales
humaines a été établie pour deux polypeptides [6], I'un correspond & l'inhibiteur
trypsique se€crétoire pancréatique humain appelé encore PSTIL, l'autre présente la
séquence N-terminale de UTL Tous les deux inhibent la trypsine. 1l est intéressant
de remarquer que la concentration de ces deux inhibiteurs augmente dans le
plasma au cours des syndromes inflammatoires.

¢ - Activité anti-inflammatoire

Comme nous l'avons précédemment signalé, la consommation de Tl
au cours des syndromes inflammatoires est bien connue [30]. C'est par sa chaine
legere (UTT) que I1TL, peut effectivement développer ce type d'activité.

C - RAPPEL BIOCHIMIQUE SUR L'ANTIPROTEASE UTI

1 - Historigue, définition

Ce sont les travaux du chimiste allemand Bauer qui, au début de ce
siecle, ont permis de découvrir les propriétés anti-trypsiques de l'urine humaine
normale [8]. Mais ce sont les travaux de Hochstrasser et coll. [23, 29] qui ont été
déterminants pour permettre une meilleure compréhension de la nature des
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dérivés responsables de cette activité. lls sont essentiellement représentés par un

inhibiteur trypsique acido-stable, apparenté immunologiquement a TIlTI, et

dénommé UTI pour "Urinary Trypsin Inhibitor". Cet inhibiteur a été purifié par

plusieurs ¢équipes a partir de l'urine de femmes enceintes [7], de sujets

leucémiques [16, 50] ou de patients atteints de cancers disséminés [3].

2 - Structure

L'UTT est une glycoprotéine de masse moléculaire 43 KbDa estimée en

gel de polyacrylamide en présence de SDS (Figure 2) [2].

Levasseur et coll. ont finalement pu demontrer gue I'UTI n'était en

réalité que la chaine légére de I'TT1, présente sous forme libre dans ['urine [36].
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FIGURE 2 : Détermination de la masse moléculaire de UTI par électrophorese

en gel de polyacrylamide - SDS, gradient 5-25 %.
Protéines-témoins :

a : lactalbumine (14.000 Da) ; b : inhibiteur trypsique du soja (20.100 Da) ; ¢ :

anhydrase carbonique (30.000 Da) ; d : ovalbumine (43.000 Da) ; e :
albumine bovine (67.000 Da) ; f: phosphorylase B (94.000 Da).

sérum-



21

a - Composition en acides aminés de UTI [2]

L'UTI est riche en acides aminés dicarboxyliques (13.82 % d'acide
glutamique ; 10.71 % d'acide aspartique) ce qui explique son caractére acide.

Le pourcentage d'histidine est faible (0,28 %).

De plus, on note une faible teneur en. méthionine (1,30 %) (Tableau 1I).

b - Composition en sucres de UT]

Les sucres representent 18,4 % du poids de la molecule (Tableau 1) .
On peut noter l'absence de fucose et la présence de glucose en faible guantité.

L'UTI contient peu d'acide sialique.

Enfin, il faut signaler la présence de 8 % d'acides uroniques, de 0,75 %
de suifates [2].

la présence de N-acétylgalactosamine n'est pas surprenante, puisque
celle-ci a été signalée dans la copule glucidique de I'TTL

¢ - Copule glucidique de UTI

D'aprés les résultats obtenus par Hochstrasser et coll. {31], la copule
glucidique de UTI comporte deux chaines glycanniques distinctes : ['une est liée
- N-glycosidiquement a un résidu d'arginine situé en position 45, l'autre chaine liée
O-glycosidiquement 4 la sérine en position 10 contient 48 résidus de N-
acétylgalactosamine. En réalité¢ Balduyck et coll. [5] ont démontré que cette
chaine glycannique est un chondroitine-sulfate, faiblement sulfaté, formé
d'environ 17 unités disacchandiques.

La méme équipe a confirmé récemment qu'll est 1ié covalentiellement a
la sérine en position 10, par l'intermédiaire du pont galactosyl-galactosyl-xylosyl.
L'UTT est donc un protéoglycanne comportant une chaine de chondroitine-sulfate
qui joue un rdle essentiel pour assurer la cohésion de la molécule d'TTL
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10,71
5,65
5,08
13,82

448 1
14,73 |
6,12
5,38
6,84
1,30
1,17 %
5,90
461
473
5,09
0,28
0,98
3,66
7,26

* dosés aprés hydrolyse par I'acide mercaptoéthane sulfonique
° dosés apres oxydation performique

TABLEAU II: Composition en acides aminés de UTI (% de résidus)
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Acide uronique 8%
Groupements sulfates : 0,75 %

TABLEAU III : Composition en glucides de UTI



3 - Biosvnthése

Lors d'un syndrome inflammatoire, les protéases libérées par les
polynucléaires neutrophiles activés, notamment I'élastase et la cathepsine G
pourraient deégrader I'NTI en dérivés de masse moléculaire plus faible tels que
I'UTI. Malgré son caractére fortement anionique, UT! franchit la membrane
basale glomérulaire et est rapidement excrété dans l'urine ou il est responsable de
l'essentiel de l'activit¢ antitrypsique urinaire (AATU) qui nous intéresse dans ce
travail.

Ce meécanisme de formation de l'inhibiteur urinaire reste cependant
discuté [6].

4 - Variations physiopathologiques de 'AATU

a - Excrétion chez le sujet sain

a) Cycle nvcthéméral
Dans une population de sujets normaux, la valeur de I'AATU a été

décrite voisine de 3,32 + 0,80 unités inhibitrices/g de créatinine urinaire [25].
Elle semble plus élevée le matin [20] mais la régulation de cette excrétion reste,
néanmoins, encore mal connue.

p) Variation selon l'dge

L'AATU est plus élevée chez les nouveaux-nés que chez les nourissons
agés de 2 a 12 mois et que chez les enfants de moins de 10 ans. Elle est aussi plus
importante chez les prématurés que chez les enfants nés a terme [49].

¥} Excrétion au cours de la grossesse

Faarvang et coll. [22] ont réalisé une enquéte clinique sur 150 femmes
enceintes ne présentant pas de protéinurie, et ils ont montré que l'excrétion
urinaire des Inhibiteurs trypsiques est augmentée lors de la grossesse avec un
maximum entre la 30eme et 34¢me semaine. Elle diminue quelque peu durant les
demieres semaines et redevient normale 4 semaines apres 'accouchement.




b - Excrétion anormale

L'AATU est augmentée de maniére significative dans diverses
circonstances pathologiques.

a) Maladies rénales

Nowak [42] a montré que l'excrétion des inhibiteurs trypsiques acido- et
thermostables est augmentée en cas d'insuffisance rénale et ce indépendamment
de toute atteinte infectieuse.

De méme, Aroor et Pattabiraman [1] ont observé dans l'insuffisance
rénale, une €lévation importante de la concentration urinaire et sérique de I'UTL

p) Interventions chirurgicales

Dillard [20] a signalé une excrétion accrue d'inhibiteur trypsique chez
des malades durant la période post-opératoire et surtout dans les premiers jours
qui suivent l'intervention.

3) Thrombose coronarienne
Faarvang [22] a not¢ une ¢lévation trés importante de FAATU lors de la
phase aigiie de la maladie.

d) Cancers

Chez les sujets cancéreux, ['élévation de 'AATU a été signalée depuis
trés longtemps [20] en particulier en cas de leucémie aigie. Ainsi Rudman et coll.
[50] ont 1solé a partir de l'urine de sujets atteints de leucémie aigiie, deux
inhibiteurs  trypsiques  dénommés EDCI et HNCIJ, apparentés
immunologiquement a ITTL.

L'¢limination urinaire de ces inhibiteurs, dosés par une méthode
radioimmunologique a Yaide dun immunsérum spécifique, est estimée a 1
mg/jour chez les sujets sains ; elle excéde 500 mg/jour chez les sujets atteints de
cancers disséminés ou ces mhibiteurs représentent 40 & 70 % des protéines
excreteées [S1].

Selon ces auteurs [51], 1l existe une relation entre la quantité excrétée
dans l'urine et le stade d'évolution de la tumeur ou de la leucémie. Quand la
rémission de la leucémie aigiie est obtenue, leur excrétion urinaire diminue ou
cesse [16].




Par ailleurs, lors d'une étude clinique portant sur 243 sujets cancéreux,
Mizon et coll. [39] ont montré que I'AATU est fréquemment augmentée chez ces
malades, mais elle reste trés variable d'un sujet 4 l'autre. Pour ces auteurs l'activité
antitrypsique moyenne de l'urine d'une population de sujets cancéreux apparait
plus ¢levée (m = 70 UL, n = 243) que celle d'une population témoin (m = 14,4
Ul/l, n = 117) [39]. D'autre part, afin d'¢tablir une relation éventuelle entre le
niveau d'excrétion des mhibiteurs trypsiques urinaires et le stade d'évolution de la
tumeur, le suivi de certains malades a été assuré et il a pu ansi étre constaté que
PAATU n'est pas fonction de I'évolutivité de la tumeur, mais qu'elle refléte plutdt
les poussées inflammatoires surajoutées en particulier celles d'origine infectieuse
[39].

&) Maladies inflammatoires

Des ¢tudes plus anciennes avaient montré une élévation de 'AATU
dans des pathologies diverses de type inflammatoire, notamment rhumatismales
[20] et cardiovasculaires [22, 43]. Cependant, une augmentation importante de
I'AATU était surtout observée au cours des maladies infectieuses, telles que
pneumonie, bronchite, méningite, septicémie, ou l'excrétion d'UTI peut étre
corrélée avec les épisodes fébriles de la maladie [20, 43].

Gosset et coll. [25] ont montré quen cas d'infection bactérienne,
I'AATU moyenne est nettement augmentée et chute rapidement si le malade
répond bien au traitement.

Le principal intérét de I'AATU parait étre de dépister les complications
bactériennes lors de certaines maladies inflammatoires, notamment les
connectivites. En effet, devant une fiévre au long cours, le chinicien peut hésiter
entre un probleme infectieux surajouté et une poussée de l'affection. Dans ce cas,
le pouvoir discriminant de 'AATU est légérement supérieur 4 celui de la CRP [6].
Si I'on compare l'évolution de 'AATU a celle de la concentration plasmatique du
complexe ¢lastase-0-P1 qui est aussi un marqueur de lactivation des
polynucléaires neutrophiles au cours des atteintes infecticuses, il apparait que ces
deux marqueurs évoluent parallélement [26] ce qui est en faveur du rdle de
I'élastase leucocytaire dans le mécanisme de formation des inhibiteurs trypsiques
de 'urine.
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1- POPULATION ETUDIEE

Tout au long de notre étude, nous avons réalisé les dosages de 'AATU
sur une population témoin servant de contrdle et sur une population de malades
dont les critéres d'inclusion figurent ci-apres.

A -POPULATION TEMOIN

Celle-ci se subdivise en 2 catégories.

1 - Population témoin proprement dite

Cette catégorie de population témoin nous a permis d'établir la valeur
normale de 'AATU pour notre laboratoire et d'évaluer l'effet des conditions de
conservation des urines sur I'AATU.

Elle était constituée de dix sujets sains (fonction rénale normale,
absence de traitement médicamenteux) non VIH, recrutés au sein du faboratoire
de Biochimie et dont I'dge médian était de 29 ans (29,20 £ 1,90 ; m + ESM)

d'appartenance égale aux deux sexes.

2 - Population témoin appelée controle

Afin de s'assurer de la bonne validité des résultats obtenus pour le
dosage de 'AATU des malades, nous avons réalisé les dosages de 'AATU sur la
population de malades en-paralléle pour chaque série avec un controle. Cette
population témoin contrdle était représentée par un pool de cing témoins au sein
des 10 sujets ayant servi a la détermination de la valeur normale ; le recueil de
leurs urines de 24 heures était réalisé une fois par semaine au laboratoire et suivi
d'une conservation d'un aliquote durant 5 jours maximum a - 20°C,




B - POPULATION DE MALADES

1 - Critéres d'inclusion

Il s'agit d'une étude prospective : tous les patients fébriles (température
supérieure ou €gale a 38°5 depuis au moins 24 heures) ayant une sérologie VIH
positive seront inclus dans 'étude, quel que soit leur motif dhospitalisation et
quelle que soit 1a date d'apparition de la fiévre par rapport a l'admission.

2 - Classification de Ia population de malades

La population étudiée était constituée de 67 malades hospitalisés dans
les services de Médecine Interne des Professeurs BEYLOT (42 patients) et LE
BRAS (25 patients). Sur les 67 patients ¢tudiés, on pouvait compter 63 malades
de sexe masculin et 4 malades de sexe féminin. L'dge des patients s'échelonnait de
23 ans a 47 ans avec une médiane 4 34 ans (34 £ 0,84 ; m £ ESM). On a établit
une classification de la population de malades en fonction du nombre de
lymphocytes CD4™% au moment de I'étude :

- Nombre de lymphocytes CD4T 2 500/mm3 0 patient
- Nombre de lymphocytes CD4+  compris entre 200 et 499/mm3 6 patients
- Nombre de lymphocytes CD41 < 200/mm3 . 61 patients

II-METHODES D'ETUDE

A - PRELEVEMENTS

1 - Prélévement urinaire 4 J1 de "hospitalisation

St possible, les malades inclus devaient boire le jour du prélévement
urinaire au moins un litre d'eau. On recueillait les urines de 24 heures sans
conservateur dans un bocal hermétique, un aliquote étant expédié au laboratoire.
Sur cet aliquote des urines de 24 heures étaient également effectués le dosage de
la créatinine urinaire et le dépistage de la protéinurie.



2 - Prélévement veineux a J1 de I'"hospitalisation

On effectuera un prélévement de sang veineux le jour du pic thermique
sur tube sec vacutainer pour le dosage des protéines de l'inflammation : CRP,
haptoglobine, orosomucoide, ol antitrypsine. Le dosage des sous-populations
lyinphocytaires (CD4+, CD8+) sera fait sur un tube vacutainer & EDTA s'il n'a
pas été effectué dans le mois précédant l'apparition de la fievre.

B -DOSAGE DE L'AATU

1 - Principe du dosace : méthode en point final

Nous nous sommes inspirés de la méthode décrite par Dietz et coll. [18]
pour le dosage de l'activité de I' a1 protéase inhibiteur dans le plasma. Celle-ci est
basée sur le méme principe général. Le dosage de 'AATU se déroule en deux
étapes successives :

- dans un premier temps, les urines de 24 heures sont meélangées & une
enzyme protéolytique (trypsine) en excés : un complexe se forme entre 1'UTI et
Tenzyme |

- dans un deuxiéme temps, l'activité de la trypsine libre est déterminée
par son action sur un substrat artificiel : le L-BAPNA (N-benzoyl-L-arginine-
para-nitroanilide) [19]. Celui-ci est hydrolysé et la quantité de paranitroaniline
libéree, colorée en jaune, est mesurée au spectrophotometre & 410 nm (Uvikon,
Kontron). Aprés addition de L-BAPNA, la réaction est stoppée par l'acide
acétique a 30%. Le mécanisme de la réaction est résumé dans la Figure 3
suivante.

Remarqgue : La réalisation d'un blanc urines est nécessaire pour tenir compte de
la coloration propre des urines.

Expression des résultats :
T'AATU est exprimée en unités d'activité inhibitrice (Ul) par litre : une

unité correspond a la quantit¢ d'inhibiteur qui diminue la libération par la trypsine
d'une micromole par minute de paranitroaniline.
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2 - Interférence de I'al protéase inhibiteur {a.l PI) sur le dosage de PAATU

L'essentiel de l'activité antitrypsique du plasma est exercée par l'al PI
appelé aussi ol antitrypsine. En cas de protéinurie glomérulaire, cette
antiprotéase est excrétée dans l'urine [38]. Elle peut ainsi exercer une activité
antitrypsique qui, contrairement a celle due a l'inhibiteur apparenté a I'ITI (UTI),
est acido-et thermolabile [42].

Lorsque la protéinurie est inférieure a 1 g/l, l'interférence de l'al
protéase inhibiteur est négligeable. Par contre, quand la protéinurie est supérieure
a l g/l 'TAATU mesurée est, a un degré vanable, due a l'al PI présent (en effet, I
al Pl peut représenter une part importante, allant jusqu'a 80 % de I'AATU).
L'activite antitrypsique de I'UTI est acido-et thermostable. Loufti et coll. ont
proposé un protocole d'acidification par l'acide acétique, facile a mettre en
oeuvre, qui permet d'inactiver spécifiquement l'a1 PI susceptible d'interférer dans
la détermination de 'AATU [38]. |

Dans ces conditions, l'activité antitrypsique de 'l PI peut étre éliminée
par une acidification préalable de l'urine qui ne modifie pas 'AATU due a I'UTL
Ainsi, en cas de protéinurie supérieure a 1 g/l, l'acidification préalable de l'urine
permet une mesure spécifique de 'AATU due a 'UTL

Enfin, seule l'activité antitrypsique de I'al PI diminue rapidement aprés
congélation - décongélation de l'urine.

3 - Mode opératoire

Sur chaque échantillon d'urine (témoin, contrble et malade) on procéde
d'abord a un dépistage (puis dosage si nécessaire) de la protéinurie et a un dosage
de la créatininurie.

a - Protéinurne :

On réalise en premier lieu un dépistage a la bandelette Albustix
(bandelette imprégnée de colorant jaune virant au vert, puis au bleu de plus en
plus foncé (tétrabromophénol) au contact de l'urine, permettant un dépistage et
une estimation quantitative grossi¢re de la protéinurie).

Si le taux de la protéinurie est supérieur a 1 g/l (2 croix), on réalise un
dosage quantitatif a I'acide sulfosalicylique : microprécipitation des protéines en
milieu acide, suivie dun dosage turbidimetrique (nephélémétric). L'agent
précipitant est l'acide sulfosalicylique et on obtient un précipité dont Fintensité est
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proportionnelle 4 la quantité de protéines (lecture au spectrophotométre a 600

nm).

Dans le cas particulier ou la protéinurie est supérieure 4 1 ¢/, on
pratique donc une acidification préalable des urines par l'acide acétique afin
d'¢himiner l'interférence de l'al antitrypsine dans le dosage de 'AATU, dans les
conditions décrites ci-dessous :

- 2 ml urines + 50 pl acide acétique pur
- incubation 1 heure a la température du laboratoire ;
- dosage classique de 'AATU.

b - Créatininurie :

La créatininuric est dosée sur un automate multiparametrique (Paramax,
Baxter) apres dilution de l'urine au 1/3 dans l'eau physiologique. La méthode
Paramax de dosage de la créatinine urinaire est basée sur la réaction cinétique de
Jaffé. La créatinine en milieu alcalin réagira avec le picrate de lithium (jaune)
pour former un complexe picrate-créatinine (coloration orangée) qui est mesurée
par bichromatisme & 525/630 nm.

La créatininurie est exprimée en mmoles/l ; pour l'expression en g/l, la
conversion se fait suivant la formule :

Créatininurie (g/1) = 0,113 x créatininurie (mmoles/1)

¢ - Dosage de 'AATU proprement dit (technique de Foch) :

¢ La technique est présentée dans le Tableau I'V.

Dans ce tableau on trouve les parametres :
DO BU = Densité optique Blanc Urines
DOT
DO D

Densité optique Trypsine

i

Densité optique Dosage urines

La lecture se fait en point final en cuve de 1 cm d'épaisseur a 410 nm
contre le blanc réactif sur le spectrophotomeétre Uvikon (Kontron Instruments).
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En tubes plastiques, préparer :

- 0,2 ml - -

- - 1 ml 1 ml

Incuber 10 minutes exactement au bain-marie a 30°C

0,5 mi - 0,5 mi 0,5 ml

TABLEAU IV : Mode opératoire pour le dosage de 'AATU
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4 Calcul de 'AATU :

- Calculer :

- "Précautions” : - S1 AD est supérieur &2 70% de DO T, on recommencera
le dosage en diluant les urines dans I'eau physiologique
ou l'eau distiilée.

- Si DOD est trés faible : soit (DO D - DO BU) négatif, on
recommencera le dosage en diluant les urines comme

précédemment.
¢ Puis. calcul des Ui :
Activité en mUl/ml = V. _x AD x 1000
vV X £ XAt
Vv = yolume final = 3,4 ml
At = 10 minutes
v = volume d'essai = 0,2 ml
€ = coefficient d'extinction micromolaire du substrat 4 410 nm = 10,52

pour 1 pmole/ml/cm?2
AD =DO témoin - DO dosage

Soit :




On préférera l'expression de l'activité antitrypsique urinaire en Ul/g de créatinine
urinaire :

Les réactifs utilisés pour le dosage de TAATU figurent en annexe.

C - DOSAGE DES PROTEINES SERIQUES

Le dosage des protéines sériques de l'inflammation : CRP, haptbg]obine,
orosomucoide et a1 antitrypsine est réalisé par immunonéphélémétrie laser sur un
automate BNA Behring (Behring Diagnostics).






I1- VALIDITE DE LA METHODE

A - CONSERVATION DES ECHANTILLONS D'URINE

Nous avons effectu€ le dosage de 'AATU sur la population témoin
proprement dite citée précédemment (n = 10) a des temps différents afin d'évaluer
I'effet des conditions de conservation des échantillons d'urine.

Dosage :

aJ0 = urines de 24 heures
a]8

apres 8 jours de conservation a +4°C
aprés 8 jours de congélation a -20°C

alJl5 = aprés 15 jours de conservation & +4°C

apres 15 jours de congélation a -20°C

- Au préalable, on a procédé au dépistage de la protéinurie sur chaque
échantilion d'urine afin d'éliminer l'interférence de l'a.l protéase inhibiteur sur le
dosage de 'AATU dans le cas ou la protéinurie serait supérieure a 1 g/litre. En
fait, on a pu noter l'absence de protéinurie sur chaque échantillon d'urine. De
méme, la créatinine urinaire fut déterminée pour chaque échantillon. Les résultats
obtenus figurent dans le Tableau V.

L'analyse de nos résultats montre une augmentation significative de
I'AATU aussi bien aprés 8 jours de conservation des urines a +4°C qu'apres 8
jours de congelation a - 20°C par rapport au dosage effectué a JO. Aprés 15 jours
de conservation, l'augmentation de 'AATU reste encore significative. Par contre
nous n'observons aucune différence significative a I8 ou & J15 si 'on compare
pour chacun de ces délais les dosages effectués a I'une ou l'autre des températu-
res.



16,55 1,71

17,88 £1,55

16,45+ 1,42

15,54 £ 1,35

TABLEAU V : Influence des conditions de conservation (durée et température)
sur le dosage de FAATU (Ul/g créatinine urinaire)

(a) (b) (¢} (@)
(b)
(d)
()
(d)

p < 0,001
NS vs(a)
NS vs{(c)
NS vs{(a)
NS vs(b)

vs contrdle
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Il apparait en fait judicieux d'effectuer le dosage a proximité du
prélevement, voire le jour méme.

B - CRITERES DE QUALITE DE LA METHODE

La précision de la méthode est appréciée par la détermination de la
répétabilité intrasérielle sur 10 échantillons de deux urines (1 témoin de valeur
normale, 1 malade de valeur moyenne) dosées le méme jour dans la méme série et
de la reproductibilité intersérielle sur les deux mémes urines qui a fait l'objet de
10 dosages consecutifs a des jours différents. Les résultats sont présentés dans les
Tableaux Vla et VIb.

C - VALEUR NORMALE DE L'AATU

A partir des résultats obtenus pour l'ensemble de la population témoin
proprement dite, la valeur normale de 'AATU retenue pour notre laboratoire de
Biochimie est de : 12 UI/G CREATININE URINAIRE { 12 £ 1,52 ; m + ESM)
(médiane = 10).

I1 - RESULTATS BIOLOGIQUES

A - DESCRIPTION DES PATIENTS

Nous avons effectué prospectivement la mesure de 'AATU chez 67
patients VIH+ fébriles. Nous présentons les reésultats pour 58 patients avec un
diagnostic de maladie infectieuse documentée a l'origine de la fievre.

Cinq groupes de patients sont definis (Tableau VII}) :
-Groupe | : Infections bactériennes non mycobactériennes.
-Groupe 2 : Infections mycobactériennes a Mycobacterium avium
intracellulare (MAC).
-Groupe 3 : Infections parasitaires et fongiques.
- Groupe 4 . Infections virales.
- Groupe 5 : Autres,
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TABLEAU VIa : Témoin

TABLEAU VIb : Malade

TABLEAU VI : Répétabilités et reproductibilités intra- et intersérielles pour un
prélévement de témoin et un prélévement de malade.

) de N
‘f%

(5 Section oA
= AMédecine

Pharmaeie
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" | Nombre de patients

Groupe 1
INFECTIONS BACTERIENNES NON MYCOBACTERIENNES

- Infections respiratoires basses a germes identifiés
- Septicémies

- Diarrhée fébrile 8 Campylobacter

- Cellulite sous-cutanée

- Pancréatite

- Prostatite + épididymite

- Mycobacterium tuberculosis

)-_l;—l;—dp.—ly_lo\‘-_a

22

Groupe 2
INFECTIONS MYCOBACTERIENNES A MAC
- Mycobactéries atypiques du complexe Mycobac-
terium avium intracellulare

10

10

Groupe 3

INFECTIONS PARASITAIRES ET FONGIQUES
- Toxoplasmoses cérébrales
- Pneumocystoses pulmonaires
- Cryptococcose neuromeéningée

14

Groupe 4
INFECTIONS VIRALES
-CMV
- Zona

Groupe 5
AUTRES
- Néo du poumon
- Poussieres héroine
- Toxicité Retrovir ®
- Kaposi
- Lymphome disséminé

ke e e

SANS DIAGNOSTIC

TOTAL

67

TABLEAU VII : Description des groupes de patients selon les diagnostics.
Les 9 demiers patients du Tableau VII ont ét¢ volontairement éliminés de l'étude par

absence de diagnostic précis.




B-VALEURS DE L'AATU :

1 - Selon les cing groupes de patients :

Nous exposons dans le Tableau VIII les valeurs de 'AATU exprimées
en UL/l puis en Ul/g de créatinine urinaire pour les cing groupes de patients
précédemment définis quel que soit le taux de CD4+ (Remarque  la protéinurie
est systématiquement inférieure a 1 g/l).

La Figure 4 présente les résultats finaux de 'AATU en Ul/g de
créatinine urinaire pour les seuls patients ayant un taux de CD4+ < 100 mm3,
groupe hautement susceptible de présenter une infection a MAC nous intéressant
plus spécifiquement.. |

200
- ]
&
=
|
2
= ;
= |
-
- |
-
: 100 A
(-]
-
= 1
el |
- |
-
‘ -
-

0

Numéros de groupe

FIGURE 4 : Valeurs de 'AATU (médiane, min-max) dans la population des
patients présentant un taux de CD4+ < 100/mm3.

Test de Wilcoxon : groupe 2 p = 0,046 vs groupe 1, groupe 2 p = (0,006 vs
groupe 3 (non réalisable avec les groupes 4 et 5 en raison des petits effectifs mais
tendance trés nette a la significativité).
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62,41 + 16,75 0,74 + 0,11 96,05 % 19,40
31(10-353) 60 (17 - 326)
177,30 £48,12 | 0,77 £ 0,13 282 + 99,05
128 (36 - 532) 192 (64 - 1112)
38,92 + 5,97 0,86 * 0,15 53,14+ 8,61
40 (10 - 84) 46 (19 -122)
32,00 + 836 | 0,58 + 0,13 59,57 + 12,46
20 (13 - 70) 54,5 (21 -127)
36,60 + 12,63 0,71 £0,12 66,20 + 32,13
27 (10 -82) 24 (16 - 186)

TABLEAU VIII : Valeurs de 'AATU dans les divers groupes de patients
(en UV puis Ul/g créatinine urinaire)

Test de Wilcoxon p<0,03 groupe2vs1
p<0,03 groupe2vs3
p<0,01 groupe?2vs4
(non réalisable avec le groupe 5 en raison du petit effectif).



2 - Selon le nombre de lvmphocytes CD4+/mm3 ;

La Figure 5 (ci-dessous) représente la répartition des patients de chacun

des 5 groupes en fonction du nombre de lymphocytes CD4+/mm3.

Nombre de patients

Le Tableau IX exprime pour chaque groupe de patients les valeurs de
I'AATU en fonction du taux de lymphocytes CD4-+/mm3.

FIGURE 5 : Répartition des patients en fonction du nombre de CD4+/mm3
(précision de 12 médiane pour les lymphocytes CD4+).

B 500
200-499
B <200

Numéros de Groupe

+ 3
Taux de CD4/mm

94,35 + 67,35(28) | 96,30 + 20,70 (60)
- 282,00 + 99,05 (192)
28 (28) 55,00 + 9.16 (47)
54,50 + 0,50 (54,5) | 61,60 + 17,95 (47)

66,20 + 32,15 (24)

TABLEAU IX : Valeurs de 'AATU (UVg Créatinine urinaire) en fonction du
taux de CD4+/mm3 (m + ESM et précision de la médiane).
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C - VALEURS DES PROTEINES DE L'INFLAMMATION

1 - Selon les cing groupes de patients

Dans le Tableau X nous exposons les valeurs des quatre protéines de

I"nflammation : CRP, haptoglobine, orosomucoide, al antitrypsine dosées en

paralléle de 'AATU pour chaque patient.

63,42 £17,95
26,5 (2,5-315)

3,37 +0,52
3,15 (0,45-10)

1,60 £0,15
1,57 (0,38-3,6)

3,46 + 0,26
3,30 (2,13-6,5)

86,10 + 33,35 3,95 + 0,80 2,62+0,21 3,28 40,46
76,5 (2,5-351) 3,78 (1,18-7,2) 12,89 (1,68-3,6) | 3,21 (1,6-4,7)
18,14 + 4,51 3,89 £ 0,61 1,72+0,19 2,99 +0,24
125¢25-48)  1393001-77) | 1.75(0,36-2,88) |3,06 (1,96-4,11)
24,41 6,43 1,48 0,87 1,59 40,17 3,58 0,33

27 (2,5-51) 0,80 (0,10-5,63) | 1,75 (1,05-2,17) |3,54 (2,71-5,04)
14,60 + 5,60 2,43 £ 0,65 1,33 40,06 3,35 +0,33

13 (4-35)

3,05 (0,15-3,95)

1,36 (1,13-1,45)

3,04 (2,65-4,53)

<20

1-3

0.55-1,40

2-3

TABLEAU X : Valeurs des protéines de I'inflammation dans les cinq groupes de

patients.
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2 - Selon le nombre de Ivmphocvtes CD4+/mm3

En fait, compte tenu du fait que la totalité des patients du groupe 2 qui
nous intéresse plus particuliérement a un taux de lymphocytes CD4+ < 200/mm3,
nous n'avons pas jugé¢ utile de montrer ces résultats puisqu'ils restent identiques
au Tableau X pour cette catégorie de patients.

D - DETERMINATION DE LA VALEUR SEUIL DE L'AATU

1 - Pour I'ensemble des 58 patients quel que soit le taux de lvmphocytes
CD4+/mm3

a - Valeur seuil a 60 Ul/g créatininurie

A partir de I'analyse des résultats obtenus pour l'ensemble des patients
(VIH positifs) et au regard des valeurs obtenues chez les témoins non fébriles, on
définit "arbitrairement” une valeur seuil pour 'AATU a 60 Ul/g créatinine
urinaire. Cette valeur semble en effet faire l'interface entre les patients présentant
une infection bactérienne diagnostiquée et les autres. Les paramétres définissant
la performance de la technique pour cette valeur seuil sont présentés d'une part
pour les infections bactériennes en geénéral (groupes:1 + 2) (Tableau Xla) et
d'autre part plus spécifiquement pour les infections mycobactériennes 8 MAC qui
nous intéressent (groupe 2) (Tableau XIb). Il s'agit de la sensibilité, de la
spécificité, de la valeur prédictive positive (VPP) et de la valeur prédictive
négative (VPN).

b - Valeur seuil a 100 Ul/e créatininurie

Compte tenu de la moyenne élevée du titre dAATU observé dans le
cadre des infections mycobactériennes a MAC (282 £ 99,05) (médiane = 192), il
nous a semblé intéressant d'¢tudier a nouveau la sensibilité et la spécificité pour
ce seuil plus élevée d'AATU. Cela est réalis¢ dans le cadre des infections
bactériennes en général (groupes 1 + 2} (Tableau Xlla) et dans celui des
infections a MAC (groupe 2) (Tableau XIIb) comme nous venions de le faire
pour la premiére valeur seuil. '
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TABLEAU Xla

TABLEAU XIb

TABLEAU XI : Evaluation de 1a performance du dosage de 'AATU pour
une valeur seuil a 60 Ul/g créatinine urinaire.

Xla : toutes infections bactériennes (groupes 1 +2)

XIb : infections mycobactériennes a MAC (groupe 2)
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TABLEAU XIIa

TABLEAU XIIb

TABLEAU XII : Evaluation de la performance du dosage de 'AATU pour une
valeur seuil a 100 Ul/g créatinine urinaire.

Xlla : toutes infections bactériennes (groupes 1 + 2)

X1Ib : infections mycobactériennes 8 MAC (groupe 2).
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2 - Pour les patients dont le taux de lvymphocytes CD4+ est inférieur a
100/mm3

En sachant que les infections @ MAC surviennent tardivement dans le
cours évolutif de l'infection a VIH et du SIDA il nous a paru intéressant d'étudier
a nouveau la sensibilité et la spécificité¢ de 'AATU chez les seuls patients (au
nombre de 45) dont le taux de CD4+ est inférieur 4 100/mm3. Les valeurs seuils
a 60 et 100 Ul/g creatininurie sont évidemment les mémes et ce pour toutes les
infections bactériennes d'une part et pour les infections 8 MAC d'autre part. La
Figure 6 reprééente la répartition des patients ayant moins de 100 CD4+/mm3.

a - Valeur seuil 4 60 Ul/g créatininurie

Comme précédemment, nous avons étudi€ la sensibilite et la spécificité,
pour les infections bactériennes en général (Tableau XIIIa) et pour les infections
a MAC (Tableau XIlIb) pour une premiére valeur seuil d'AATU a 60 Ul/g
créatininurie.

b - Valeur seuil & 100 Ul/e créatininurie

De la méme fagon, et chez ces mémes patients, nous avons exprimeé la
sensibilité et la spécificité pour les infections bactériennes en général (Tableau
XIVa) et pour les infections a MAC (Tableau XIVb) pour une seconde valeur
seuil dAATU a 100 Ul/g créatininurie,

GROUPES

BMNEEN
BN -

FIGURE 6 : Répartition du nombre des 45 patients ayant moins de 100
CD4-+/mm3 par groupe de diagnostic  (précision de la médiane pour le nombre
de lymphocytes CD4+ ).
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TABLEAU XIlIa

TABLEAU XIIIb

TABLEAU XIII : Evaluation de la performance du dosage de 'AATU pour les
45 patients dont le taux de lymphocytes CD4+ < 100/mm3 et pour une valeur
seuil & 60 Ul/g créatininurie.

Xlla : toutes infections bactériennes (groupes 1 + 2)

XITIb : infections mycobactériennes a MAC (groupe 2)
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TABLEAU XIVa

TABLEAU XIVb

TABLEAU X1V : Evaluation de la performance du dosage de 'AATU pour 45
patients dont le taux de lymphocytes CD4+ < 100/mm3 et pour une valeur seuil &
100 Ul/g créatininurie.

X1iVa : toutes infections bactériennes {groupes 1 + 2)

XIVb : infections mycobactériennes 8 MAC (groupe 2)



E - CORRELATIONS AATU-PROTEINES DE L'INFLAM-
MATION

1 - Courbes de corrélation

Les Figures 7 (A, B, C et D) présentent les corrélations entre 'AATU et
les 4 protéines de linflammation dosées au cours de l'étude. Il nous a semblé
pertinent de ne considérer que les valeurs d'AATU supérieures au seuil
précédemment défmi (60 Ul/g créatinine urinaire) et n'incluant que les patients
ayant eu un diagnostic de maladies bactériennes (groupes 1 + 2} susceptibles
d'entrainer une é€lévation spécifique de ces protéines. Nous obtenons des
corrélations positives matis relativement médiocres (r = 0,10 a 0,45), le meilleur
coefficient de corrélation étant obtenu avec l'orosomucoide.

2 - Sensibilité et spécificité de la CRP

Afin de comparer l'intérét spécifique du dosage de 'AATU pour le
diagnostic d'infection bactérienne et plus particulierement pour le diagnostic
d'infection mycobactérienne & MAC chez les patients séropositifs pour le VIH et
fébriles, nous avons étudié la sensibilité et la spécificité de la CRP chez ces
- mémes patients. Comme pour 'AATU, nous avons defini la sensibilité et la
spécificité d'une part pour l'ensemble des 58 patients quel que soit le taux de
lymphocytes CD4+ (Tableaux XVa,b) et d'autre part pour les 45 patients plus
suscepiibles de présenter une infection a MAC dont le taux de lymphocytes
CD4+ est inférieur 4 100/mm3 (Tableaux XVla,b).

Comme précédemment nous avons fait la distinction entre une classe
présentant la totalité des infections bactériennes (groupes 1 + 2) et celle
présentant seulement une infection 8 MAC (groupe 2).
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Corrélation AATU-CRP (groupes 1+2)
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FIGURE 7 : Courbes de corrélations de I'AATU avec les protéines de :
l'inflammation [groupes (1 + 2) et valeur seuil a 60 Ul/g créatininurie].
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TABLEAU XVa

TABLEAU XVb

TABLEAU XV : Evaluation de la performance du dosage de la CRP pour
'ensemble des 58 patients quel que soit le taux de lymphocytes CD4+/mm3.

XVa : toutes infections bactériennes (groupes 1 + 2}

XVb : infections mycobactériennes 8 MAC (groupe 2)
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TABLEAU XVla

TABLEAU XVIb

TABLEAU XVI : Evaluation de la performance du dosage de la CRP pour les 45
patients dont le taux de lymphocytes CD4+ < 100/mm3.

XVla : toutes infections bactériennes (groupes 1 +2)

XVIb : infections mycobactériennes & MAC (groupe 2)
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I- VALIDITE DE LA METHODE

A - EFFET DES CONDITIONS DE CONSERVATION DE
L'URINE SUR LE DOSAGE DE L'AATU

D'apres Loufti et coll. [38], pour le dosage de 'AATU due a l'inhibiteur
apparenté a I'1T1, les échantillons d'urine peuvent étre conservés au moins 5 jours
a 4°C sans perte d'activité. Mais que devient cette activité antitrypsique aprés 5
jours de conservation ?

L'analyse de nos résultats sur l'effet des conditions de conservation de
l'urine sur le dosage de I'AATU (Tableau V) montre une augmentation
significative de 'AATU aussi bien apres 8 jours de conservation a 4°C qu'a -
20°C par rapport au dosage effectué & JO. Apres 15 jours de conservation a 4°C
ou - 20°C, I'¢lévation de I'AATU reste encore significative. Par contre, nous
n'observons aucune différence significative de I'AATU aprés 8 ou 15 jours st l'on
compare pour chacun de ces délais les 2 températures testées.

A la vue de ces résultats, on pourrait proposer I'hypothése suivante :
aprés 8 jours de conservation, I'UTI ne subirait-il pas une dégradation qui
conduirait & des inhibiteurs qui exerceraient également une activité antitrypsique
d'otr I'¢lévation du taux.

Nous pensons qu'il est donc préférable d'effectuer le dosage de 'AATU
dans un défai maximum de 5 jours aprés le prélevement, au mieux le jour méme
du prélévement des urines. Pour le contrle, on conseille de le conserver au
maximum 5 jours de préference a - 20°C.

B - CRITERES DE QUALITE DE LA METHODE

La précision de la méthode est appréciée par la détermination des
répétabilités et des reproductibilités intra-et intersérielles. L'analyse statistique des
résultats a partir de ces différentes données montre que la précision est bonne,
puisque les coefficients de variation pour le témoin et pour le malade sont
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respectivement de 8,85 % et 4.26 % pour la répétabilité intrasérielle et de 10,3 %
et 6.9 % pour la reproductibilité intersérielle.

En outre, il est intéressant de noter que le dosage de I'AATU est un
dosage simple, rapide (1 heure maximum) et peu onéreux puisqu'il ne nécessite
aucun appareillage colteux (bain-marie, spectrophotométre) et dont les réactifs
sont également peu onéreux.

II - INTERET CLINIQUE DE LA DETERMINATION DE
L'AATU

A - AIDE AU DIAGNOSTIC DU PARAMETRE AATU

1 - Intérét ecénéral du parameétre AATU

Le clinicien confronté & un état inflammatoire aigli ou chronique fait
doser les protéines de l'inflammation pour apprécier lintensité du syndrome
inflammatoire, surveiller I'évolution de l'affection en cause ou orienter son
diagnostic. Les modifications des concentrations sériques de ces protéines sont la
conséquence d'une synthése hépatique accrue induite par des médiateurs comme
l'interleukine I [25].

D'autres marqueurs de {'inflammation ne sont encore guere utilisés en
clinique humaine, tel l'inhibiteur urinaire de la trypsine (UTY). Rappelons que
I'UTI se forme par protéolyse limitée de ITTI sous l'action de I'élastase
leucocytaire et est capable de passer dans l'urine ol 1l est responsable de
Tessentiel de l'activité antitrypsique urinaire. Gosset et coll [25] ont montré que
l'activité antitrypsique urinaire représente en cas de syndrome inflammatoire, un
marqueur spécifique du processus infectieux bactérien.

Le role de l'infection parait clairement mis en évidence également par
nos résultats. En effet, 'AATU de la population témoin est trés faible (12 Ul/g
créatinine + 1,52) et une €lévation de 'AATU a pu étre retrouvée dans l'urine de
malades appartenant aux différents groupes de la population étudice.

- 2 - Définition d'une valeur seuil de I'AATU

Compte tenu d'une premiere valeur seuil retenue pour 'AATU (60 Ul/g
créatininurie), I'analyse statistique des résulitats du dosage de I'AATU chez les 58
patients VIH+ fébriles de notre étude montre qu'ils sont nettement significatifs
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dans le sens d'une élévation de I'AATU dans les infections mycobactériennes a
MAC (groupe 2) par rapport aux infections bactériennes non mycobactériennes
(groupe 1), aux infections parasitaires et fongiques {groupe 3) et virales (groupe
4) (p < 0,001 dans tous les cas).

Chez ces patients une valeur d'AATU = 60 Ul/g créatininurie a une
sensibilité de 66 %, une spécificité de 69 %, une valeur prédictive positive (VPP)
de 72 % et une valeur prédictive négative (VPN) de 62 % pour le diagnostic de
toutes les infections bactériennes (groupes 1 + 2). De plus, 1a méme valeur seuil
d'AATU (= 60 Ul/g créatininurie) a une sensibilité de 100 %, une spécificité de
60 % et une VPP de 34 % qui serait probablement plus importante dans un
contexte de fievres inexpliquées pouvant relever essentiellement de MAC ; cette
valeur médiocre s'explique par la réalisation du dosage quelles que soient les
orientations diagnostiques. 1l nous faut surtout souligner I'obtention d'une VPN de
100 % pour le diagnostic d'infection mycobactérienne a MAC (groupe 2)
permettant d'éliminer avec certitude le diagnostic de MAC en cas de valeur < 60
Ul/g créatininurie.

Un second seutl dAATU = 100 Ul/g créatininurie a une sensibilité de
44 %, une spécificité de 85 %, une VPP de 78 % et une VPN de 55 % pour le
diagnostic de toutes les infections bactériennes (groupes 1 + 2). Pour le
diagnostic d'infection mycobactérienne 4 MAC (groupe 2), ce nouveau seuil
d'’AATU a une sensibilité de 70 %, une specificité de 77 %, une VPP de 39 %
(pour laquelle nous faisons la méme remarque que pour une valeur seuil a 60),
une VPN de 93 %.
' On peut en conclure quun seull dAATU = 100 Ul/g créatininurie
permet de diminuer le nombre de faux positifs mais en diminuant la sensibilité de
ce test pour le diagnostic d'infection mycobactérienne a2 MAC et surtout ne
permet plus d'exclure le diagnostic de MAC en cas de valeur < 100 Ul/g
créatininurie.

Il nous parait donc judicieux de fixer le seuil dAATU a 60 Ul/g
créatininurie plutdt qu'a 100 Ul/g créatininurie et ce pour le diagnostic d'infection
bactérienne et plus particulierement pour le diagnostic d'infection
mycobactérienne a MAC. En effet, une élévation au-dela de 60 peut laisser
supposer un processus en cours d'évolution qui serait peut étre confirmé quelques
semaines apres par un taux au-dela de 100, Cette hypothese n'a jamais été€ vérifiee
par le suivi de nos malades ce qui aurait certes apport¢ un argument
complémentaire. Par contre la VPP est plus faible. D'autre part, un taux d'AATU
< 60 Ul/g créatininurie élimine dans 100 % des cas l'hypothése diagnostique
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d'une infection & MAC. La VPN reste excellente pour un titre < 100 Ul/g

créatininurie.

3 - Influence du faux de lvmphocvtes CD4+

a - Répartition de notre population

S1 on s'interroge sur l'éventuelle influence du taux de lymphocytes
CD4+/mm3, il apparait que 90 % des patients de notre étude ont un taux de
lymphocytes CD4+ < 200/mm3 et 10 % ont un taux compris entre 200 et
499/mm3. Aucun des patients ne présente un taux de CD4+ dépassant S00/mm3.
1l s'agit donc de patients pour la majorité d'entre eux tres immunodéprimés.

En raison de I'échantillonnage des patients de notre étude (n = 58) et du
fait que 90 % des patients ont moins de 200 lymphocytes CD4+/mm3, les valeurs
d'AATU en fonction du nombre de lymphocytes CD4+/mm3 pour chacun des 5
groupes de patients demeurent sensiblement les mémes. On retrouve toujours une
augmentation significative de 'AATU dans les infections mycobactériennes a
MAC (groupe 2) par rapport aux infections bactériennes (groupe 1) et aux
infections parasitaires ou fongiques (groupe 3) et virales (groupe 4).

b - Intérét de I'étude chez les patients avec un taux de CD4+ < 100/mm?3

Sachant que l'infection & MAC sera d'autant plus probable que le taux de
CD4+ est < 100/mm3 il était primordial de comparer pour ce taux les résultats
d'AATU obtenus pour le groupe 2 a MAC par rapport aux autres groupes.

Nos resultats sont statistiquement significatifs dans le sens d'une
élévation de 'AATU dans les infections mycobactériennes a MAC (groupe 2) qui
demeure d'ailleurs identique par rapport aux infections bactériennes (groupe 1)
mais aussi par rapport aux infections parasitaires et fongiques (groupe 3) et aux
infections virales (groupe 4).

Comme les 10 patients ayant développé une infection mycobactérienne
a MAC avaient demblée et logiquement moins de 100 lymphocytes CD4+/mm?3
(médiane = 7,5) et en raison de I'échantillonnage modéré de patients (n=45) on
retrouve sensiblement les mémes valeurs de sensibilité, de spécificité, de VPP et
de VPN pour le diagnostic d'infection mycobactérienne a MAC quelle que soit la
valeur seuil d'AATU choisie.
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B - CORRELATION AVEC LES AUTRES MARQUEURS DE
L'INFLAMMATION

Les protéines de la réaction inflammatoire jouent un rdle essentiel dans
la réponse de la phase aigiie de I'inflammation. Ces protéines, biosynthétisées par
le foie peuvent étre classées selon I'amplitude des variations de leur concentration
plasmatique et leur vitesse d'apparition dans le plasma apres le début de la
réaction inflammatoire. Nous ne citerons ici que les protéines dosées au cours de
notre etude :

- la C-Réactive Protéine est la protéine dont la concentration augmente
de 300 a 1000 fois et dont la vitesse d'apparition est trés précoce (12 heures) ;

- T'haptoglobine, l'orosomucoide ou ol glycoprotéine acide, et T'al
antitrypsine sont les protéines dont la concentration augmente de 2 & 4 fois et
dont la vitesse d'apparition est plus tardive (2 a 4 jours).

Rappelons briévement que la CRP est classiquement dosée au cours des
infections bactériennes, des nécroses tissulaires et des traitements antibiotiques et
anti-inflammatoires.

L'haptogiobine permet de mesurer avec précision une réaction
inflammatoire modérée et permet également d'apprécier la fin de la réponse
systémique de la réaction mflammatoire.

L'orosomucoide est plus intéressante en cas de syndrome inflammatoire
associe a une hémolyse intra-vasculaire.

Notre analyse se limitera essentiellement & comparer la perfoﬁnance du
dosage plus classique de la CRP par rapport a celui de 'AATU, principalement en
cas d'infections mycobactériennes 3 MAC.

En effet, nous avons vu dans le chapitre préceédent, que les corrélations
entre AATU et les 4 protéines inflammatoires : CRP, haptoglobine,
orosomucoide, ol antitrypsine étaient certes positives mais relativement
mediocres.

1l apparait que le dosage de la CRP est moins performant que celui de
I'AATU (quel que soit le choix du seuil de positivité) chez les patients VIH+
fébriles de notre étude si l'on prend la totalité des patients quel que soit le taux de
CD4+, cette observation est faite dans le diagnostic d'infections bactériennes
(groupes 1 + 2) : sensibilité = 56 % (contre 66 % pour 'AATU a une valeur seuil
de 60 Ul/g), spécificité = 58 % (contre 69 %), VPP = 62 % (contre 72 %) et VPN
= 52 % (contre 62 %). Cette observation est également valable pour le diagnostic
spécifique d'infection mycobactérienne 8 MAC (groupe 2) : sensibilit¢ = 60 %
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(contre 100 %), spécificité = 52 % (contre 60 %), VPP = 21 % (contre 34 %) et
VPN = 86 % (contre 100 %). Nous obtenons le méme ordre de différence si l'on
compare CRP et AATU pour les seuls patients ayant un taux de CD4+ <

100/mm3.

Dans cette étude prospective, la mesure de 'AATU est donc un test tout
a fait intéressant pour orienter le clinicien vers le diagnostic d'infection
mycobactérienne & MAC chez les patients VIH+ fébriles. L'infection 8 MAC est
en effet le plus souvent trés protéiforme sur le plan clinique et des arguments
diagnostiques indirects sont souhaitables pour initier le plus rapidement possible
le traitement. L'AATU est constamment élevée dans les infections
mycobactériennes de notre série au-dela d'un seuil a 60 Ul/g créatininurie, qui est
le seuil considéré comme pathologique dans la majorité des études disponibles
[23, 43]. '

Nos résultats sont donc en faveur d'une élévation plus importante de
I'AATU dans les infections 8 MAC que dans d'autres maladies infectieuses chez
les patients VIH+ fébriles.

Nous estimons que ce test réalisé chez un patient VIH+ immunodéprimé
(CD4+ < 100/mm3) et fébrile peut en cas de valeur > 60 Ul/g créatininurie
orienter le clinicien vers la décision d'un traitement antimycobactérien d'épreuve
avant la confirmation définitive du diagnostic - fournie par le résultat
microbiologique.

Enfin, soulignons que l'aspect économique du dosage de 'AATU ainsi
que sa réalisation aisée peuvent paraitre intéressants certes de fagon générale
mais notamment dans les pays en voie de développement principalement touchés
par le virus VIH.
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- L'inhibiteur trypsique urinaire (UTI) et I'inter o trypsine inhibiteur (ITT)
présentent une parenté immunologique et structurale [40]. Ce dernier apparait
donc comme le précurseur probable de l'inhibiteur urninaire (ou AATU) auquel il
donnerait naissance sous laction de diverses protéases, et en particulier de
I'élastase leucocytaire. Ce mécanisme reste cependant discuté [47]. Il permetirait
de considérer AATU comme un marqueur de ['activation des granulocytes
neutrophiles. L'UTIL, une fois formé, est excrété trés rapidement dans l'urine.
L'activité antitrypsigue qu'il y exerce est tres stable vis-a-vis des protéases comme
des conditions de pH ou de force 1onigue existant dans ce milieu.

Tous ces ¢léments se conjuguent pour farre de 'AATU un marqueur trés
accessible (dosage simple, rapide, peu cofliteux) permettant de dépister de
maniere spécifique un processus miectieux bacténien et plus particulierement une
infection mycobactérienne 8 MAC chez les patients infectés par le VIH et fébriles
ayant moins de 100 lymphocytes CD4+/mm3. Il s'avére quoi qu'il en soit qu'une
valeur d'AATU < 60 Ul/g créatininurie élimine & 100 % un diagnostic de MAC.

Ainsi le clinicien pourrait-il disposer dans un délai trés bref d'une
orientation trés probable aidant & la décision de mise en route d'un traitement
antimycobacterien d'épreuve. Toutefois, 'AATU ne peut que préceder sans s'y
substituer l'analyse microbiologique qui reste I'argument diagnostique majeur et
définitif d'une mfection mycobactérienne.
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B - Population de malades

1 - Critéres d'inclusion
2 - Classification de la population de malades

II1- METHODES D'ETUDE

A - Prélevements
] - Prélévement urinaire a J1 de I'hospitalisation
2 - Prélévement veineux a J1 de l'hospitalisation
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B - Dosage de 'AATU

1 - Principe du dosage : méthode en point final

2 - Interférence de I'al protéase mhibiteur (a1 PI) sur le dosage
de 'AATU

3 - Mode opératoire
a - Protéinurie
b - Créatininurie
¢ - Dosage de 'AATU proprement dit : technique de Foch

C - Dosage des protéines sé€rigues

3éme partie : RESULTATS

I-VALIDITE DE LA METHODE

A - Conservation des échantillons d'urine
B - Critéres de qualité de la méthode

C - Valeur normale de 'AATU

II - RESULTATS BIOLOGIQUES

A - Description des patients

B - Valeurs de 'AATU

1 - Selon les 5 groupes de patients
2 - Selon le taux de lymphocytes CD4+

C - Valeurs des protéines de l'inflammation

1 - Selon les 5 groupes de patients
2 - Selon le taux de lymphocytes CD4+

D - Détermination de la valeur seuil de 'AATU
1 - Pour l'ensemble des 58 patients quel que soit le taux de CD4+

a - Valeur seuil a 60 Ul/g créatininurie
b - Valeur seuil a 100 Ul/g créatininurie
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ANNEXE

Composition des réactifs utilisés pour le dosage de I'AATU

4 TAMPON tris-HCL

- tris hydroxyméthylamino methane 12,114 g
- CaClp (20 mM) 2940 ¢
-HyO QSP 1000 ml
- Ajuster a pH 8,2 avec HCI N.

- Conservation a 4°C.

4 SOLUTION DE TRYPSINE

* solution mére :

- 10 mg de trypsine (Merck) dans 20 mi HCI 10-3 M, conservation 4°C.
* solution fille (extemporanée) : '

- dilution au 1/10 dans HC1 10-3 M.

- Conservation a température ambiante.
¢ SOLUTION BAPNA (Substrat AATU) - p nitroaniline)

* solution mére :

- 50 mg de BAPNA (Merck) dans 1,15 ml de diméthylformamide (Merck).
- Conservation 4°C (attention a I'éventuelle cristallisation).

* solution fille :

- au 1/100 en tampon tris-HCl (extemporanée).

4 CH3 COOH 30 % (solution arrét)

- 30 ml de CH3 COOH glacial dans 100 ml eau.
- Conservation a température ambiante,




RESUME

L'activite antitrypsique urinaire {AATU) est due essentiellement a
excrétion d'une antiprotéase (UTI) acido et thermostable apparentée a linter o
trypsine inhibiteur dont elle pourrait dériver par protéolyse.

Cing groupes de malades ont ét¢ définis chez ies 67 patients séropositifs
pour le VIH et fébriles recrutés pour noire étude prospective : 22 infections
bactériennes rion mycobactériennes (groupe 1), 10 infections mycobactériennes &
mycobactéries atypiques (MAC) {groupe 2), 14 infections parasitaires et fongiques
(groupe 3), 7 infections virales (groupe 4), 5 autres (groupe 5).

Trés faible chez le sujet sain (12 + 1,52 Ul/g créatinine urinaire),
IAATU etait nettement augmentée en cas d'infections bactériennes (médiane a 60)
et plus particulierement en cas d'infections mycobactériennes a MAC (médiane a
1921,

Ce test parait plus discriminant en terme de sensibilité, spécificité,
valeur prédictive positive et valeur prédictive négative vis-a-vis du processus
infectieux  bactérien que la détermination de la C-Réactive Protéine, dosée
conjointerment dans le sérum de ces malades.

La détermination de 'AATU {simple, rapide, peu onéreuse) peut
orienter le clinicien vers une infection a MAC chez un patient VIH+ fébrile ayant

moins de 100 lymphocytes CD4+/mm3 ; une VPN de 100 % pour une valeur seuli a-

60 Ul/g créatininurie permet d'écarter avec certitude le diagnostic de MAL en- i
dessous de cette valeur Cela devrait aider a la décision de mise en route dun__"'
traitement  antimycobactérien  d'épreuve précocémeni dans [fattente d'une |

confirmation microbiologique.

MOTS-CLES

- Trypsine

- Inter alpha-Trypsine Inhibiteur
- Infections opportunistes

- SIDA

- Mycobaciéries atypiques




