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Résumé

Contexte :

La transfusion thérapeutique de concentrés de granulocytes d'aphérése (CGA) garde comme
indication le sepsis chez le patient neutropénique, sans perspective de sortie rapide d'aplasie.
Une efficacité clinique est observée avec une injection de 2 et 8 1010 cellules mononuclées
par transfusion. En France ce recueil nécessite I'administration, chez un donneur volontaire de
corticoides. Cependant la complexité du recueil et le manque de preuve d'efficacité de la
procédure limitent son développement en routine. Une des principales critiques est le faible
taux de circulation des granulocytes transfusés.

Cas clinique :

Un homme de 58 ans, a recu une allogreffe pour une ostéomyélofibrose. A 6 mois il est
hospitalisé pour une aplasie médullaire secondaire a un rejet du greffon. Il présente un tableau
de cellulite périnéale, a point de départ hémorroidaire sans documentation microbiologique
(bactériologique ni fongique). La cellulite évoluait malgré un traitement antibiothérapie et
antifongique a large spectre initiés 15 jours auparavant pour choc septique au point de départ
d'une parotidite. Une série de transfusion de CGA a été réalisée. La cinétique de recircultation
des PNN est : une augmentation immédiate, a H2 le taux de globules blancs passe de 0,7 a 2
G/L (PNN de 0,05 a 1,6 G/L), suivie d'une diminution, 1,1 G/L (PNN 0,08) a H8, et d'un
retour a I'état basal a la H16. Le rendement immédiat des transfusions se maintient au long de
la procédure : GB entre 1,2 et 4,2 G/L (PNN : 0,9 a 2,3 G/L). Cliniquement une cicatrisation
progressive est acquise. A l'arrét des transfusions et malgré la persistance d'une neutropénie
profonde, la cellulite ne ré-évolue pas. La tolérance clinique a été correcte. Le patient a pu
bénéficier d'une seconde allogreffe.

Conclusion :

En 2014 la transfusion thérapeutique de CGA est indiquée en cas de complication infectieuse
sévere d'une neutropénie prolongée, en association aux anti-infectieux. Elle permet de pallier
une situation aigiie dans l'attente d'une reconstitution hématopoiétique. La faible recirculation
des cellules transfusées ainsi que la rapidité d'efficacité laissent a supposer que les
granulocytes sont concentrés au niveau du foyer infectieux.

Introduction

En 2014 la transfusion de concentrés de granulocytes d'aphérése (CGA) est réalisée en
thérapeutique de manicre exceptionnelle. Chez 'adulte une indication communément admise
est le sepsis chez le patient neutropénique, sans perspective de sortie rapide d'aplasie, avec
point d'appel clinique : les cellulites de la face, d’'un membre, du si¢ge ou encore sur cathéter,
les foyers localisés (foie, encéphale, poumon) ou biologique (aspergillose, candidose ou
autres infections fongiques localisées ou disséminées).

Une efficacité clinique est observée avec une injection de 2 a 8.10'° cellules mononuclées par
transfusion. De telles quantités de produit cellulaire historiquement recueillies chez des
patients atteints de LMC en phase chronique peuvent aujourd'hui étre collectées avec les
techniques modernes d'aphérése chez un donneur sain dit « stimulé ». En situation



physiologique la quantité circulante moyenne de polynucléaires neutrophiles est de 3,5 G/L.
La quantité nécessaire a la défense antibactérienne ou fongique est plus importante, variant de
10 4 30 G/L. Pour obtenir de tels taux hors situation septique une stimulation
pharmacologique par facteurs de croissance granulocytaire (G-CSF) ou par corticostéroides
est réalisée. Le produit cellulaire obtenu doit ensuite étre transfusé dans les 24h pour observer
une efficacité clinique. Au niveau biologique on observe classiquement un faible taux de
circulation des granulocytes transfusés.

Cet article reprend un cas clinique de transfusion de CGA avec une étude des cinétiques de
circulation des granulocytes transfusés. La discussion passe en revue les principales données
de la littérature sur la transfusion de granulocytes de I'ére moderne.

Cas clinique

Contexte

M. A agé de 58 ans, est allogreffé de cellules souches périphériques pour une
ostéomyélofibrose, cervantes 3 (haut risque) au diagnostic.

Ses antécédants médicaux sont marqués par une hypertension artérielle essentielle, un
adénocarcinome prostatique traité par chirurgie en 2005, une diverticulose sigmoidienne, des
sinusites a répétition, un emphyseéme centro-lobulaire secondaire a une intoxication tabagique.
Le diagnostic d'ostéomyélofibrose avait été posé devant un tableau associant anémie,
altération de 1'état général, splénomégalie. Une mutation de la Janus-Tyrosines-Kinase 2 avait
été identifié en biologie moléculaire.

Un traitement par anti-JAK2 (ROXULOTINIB) avait été initi€¢, avec une réponse modeste.
Dans un second temps une splénectomie avait été réalisée, apres réalisation des prophylaxies
anti-infectieuses.

La procédure d'allogreffe est réalisée 6 mois avant notre observation. Il s'agissait d'une greffe
de cellules souches périphériques géno-identique. Le greffon avait été injecté aprés un
conditionnement atténué par FLUDARABINE, BUSULFAN et Sérum Anti-Lymphocytaire.
Les complications de la procédure ont été limitées. Sur le plan infectieux : aplasie fébrile,
infection de voie veineuse centrale a implantation périphérique, sinusite, diverticulite,
pneumopathie bilatérale, toutes restées sans documentation, toutes résolues sous
antibiothérapie large spectre ; on note une réactivation EBV traitée par RITUXIMAB. Sur le
plan métabolique M. A a présenté¢ un OAP sur une hyper-hydratation, une hypertension
artérielle et insuffisance rénale sous traitement immunosupresseur.

Deux mois apres la procédure le chimérisme est a 78% celui du receveur, la recherche de
mutation du JAK?2 est négative, mais a 1'histologie sur biopsie osseuse, persiste des signes de
fibrose médullaire.

Il présente au moment de notre observation un état de choc septique, associant une fiévre, des
frissons, une polypnée, une insuffisance rénale aigiie et une hypotension artérielle ne
répondant au remplissage par sérum salé isotonique. Le point d'entrée pour ce sepsis est une
1ésion endobuccale -juguale droite- ulcerée, associée a une tuméfaction de la joue en regard.
On note par ailleurs une hémorroide externe, inflammatoire.

La numération formule sanguine objective une aplasie avec 1 G/L de globules blancs dont
0.08 G/L de polynucléaires neutrophiles, associés a une anémie et une thrombopénie modérée.
Les examens de biochimie outre l'insuffisance rénale aigu€ montrent un syndrome
inflammatoire biologique.

L'évolution clinique est initialement favorable aprés une prise en charge en réanimation :
amines, antibiotiques large spectre (beta-lactamines, aminosides, glycopeptides). Les



hémocultures reviennent positives a Pseudomonas Aeruginosa sensible a la
PIPERACILLINE-TAZOBACTAM.

De retour dans le service, on note une nette régression de la tuméfaction jugale, et de la 1ésion
endobuccale, mais une aggravation semaine plus tard de l'inflammation du paquet
hémorroidaire. L'évolution loco-régionale est rapidement défavorable avec un diagnostic de
cellulite périnéale sur reprise fébrile, érythéme induré évoluant de l'anus au scrotum .

Au biologique : patient toujours neutropénique ( 560 PNN/mm3), anémié (9.8 g/dL) et
thrombopénique (61 000), apparition d'une choléstase.

La prise en charge chirurgicale est récusée de part la neutropénie attendue au long cours sur la
reprise évolutive de I'ostéomyélofibrose (perte du chimérisme du donneur, BOM montrant
une involution adipeuse compléte de la moelle) et la thrombopénie pour une chirurgie a haut
risque hémorragique.

Transfusion thérapeutique de concentrés globulaires d'aphérese :

Il est décidé¢ de stimuler la croissance de la lignée granulocytaire par G-CSF (injection
quotidienne) et de changer la stratégie anti-infectieuse (switch pour IMIPENEM et
LINEZOLIDE), traitement antifongique empirique par AMPHOTERICINE B
LIPOSOMALE, et prophylaxie des infections a pneumocystis par ATOVAQUONE ce qui
permet une stabilité clinique ; et dans une second temps de réaliser une série de 5 transfusions
de granulocytes d'aphérese irradiés sur 8 jours.

Le produit cellulaire transfusé contient environ 80% de PNN dans le CGA. Les donneurs ont
été stimulés la veille soit 4 H-18 et H-6 soit 4 H-18 et H-12.st2 la dose de 1 mg/10Kg poids
de

DEXAMETHASONE orale (Dectancyl® 0.5 mg). Le prélévement est réalisé avec
HYDROXYLETHYLAMIDON (Heafusine® 6% héparinée a la dose de 80UI /Kg poids).
Données quantitatives :

JO:3.6 1010PNNSEP:

J1:2.7 1010PNNigt»!

J2 :3.5 1010PNNigt»!

J4 :3.1 1010PNNigt»!

J5:6.2 1010PNNigt»!

J7 :3.5 1010PNNigt»!

J8 : 4.4 1010PNNigt»!

Résultats

La quantité de polynucléaires neutrophiles (PNN) variait entre 2,7 et 6,2 1010 par CGA. La
cinétique de recircultation des PNN est : une augmentation immédiate, a H2 le taux de
globules blancs passe de 0,7 a 2 G/L (PNN de 0,05 a 1,6 G/L), suivie d'une diminution, 1,1
G/L (PNN 0,08) a HS, et d'un retour a I'état basal a la H16. Le rendement immédiat des
transfusions se maintient au long de la procédure : GB entre 1,2 et 4,2 G/L (PNN: 0,9 2 2,3
G/L). Cliniquement une cicatrisation progressive est objectivée au terme de 9 jours de
traitement. Le dernier pic fébrile est observé au 4éme jour de la procédure. Les marqueurs de
l'inflammatoin (taux de fibrinogéne et de CRP) décroient. A 1'arrét des transfusions et malgré
la persistance d'une neutropénie profonde, la cellulite ne ré-évolue pas. La tolérance clinique a
été correcte. Le patient a pu bénéficier d'une seconde allogreffe.
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Discussion

Indications

La transfusion de concentrés de granulocytes d'aphérese (CGA) a visée thérapeutique est une
procédure rare : 3 cas sont recensés en 10 ans sur le CHU de Montpellier. On ne recense
aucun transfusion a visée prophylactique.

L'indication de la procédure dans les infections localisées est celle qui semble couronnée de
plus haut taux de succes : 83% (1), contre 46% pour les sepsis (62% dans les sepsis d'origine
bactérienne), 36% dans les infections fongiques invasives, 64% dans les pneumopathies et
75% dans les fieévres d'origine indéterminées.

Efficacité

11 est difficile de conclure que 1'amélioration clinique soit du a la procédure de transfusion,
¢tant donné la stratégie d'élargissement de spectre de 'antibiothérapie et 'administration
concomitante de G-CSF.

Une revue de la littérature (2) reprend des séries historiques comparant la transfusion a
l'antibiothérapie seule dans le traitement d'infections du neutropénique. 3 études sur les 7
analysées concluent a un bénéfice de la transfusion de CGA, 2 études montrent une tendance
en faveur de la transfusion. Ces séries anciennes avaient pour principale limite de faibles
quantité de granuleux qui étaient de plus collectés par filtration ce qui altérait les qualités



fonctionnelles de ces cellules. Des séries de cas cliniques publiés rapportent une efficacité de
la transfusion de CGA en grande quantité (>10'° PNN/mm3), issus de donneurs stimulés par
G-CSF et/ou corticoides, et recueillis par cytaphérése. Cependant une étude comparative
randomisée (3) n'a montré aucun bénéfice en survie de la transfusion de CGA chez le patient
neutropénique. La encore des limites a cette étude ont été pointées du doigt : arrét de I'étude
sans avoir atteint les objectifs d'inclusion, infections non prouvées, non disponibilité de
donneurs, stratégies anti-infectieuses non standardisées.

L'é¢tude RING (4) en cours aux USA, contrdlée et randomisée compare des patients
neutropéniques avec une infection fongique invasive, une bactériémie, une infection des tissus
mous prouvée ou probable traités par transfusion de CGA contre agents anti-infectieux seuls
(5).

En néonatologie les essais sur la transfusion de CGA chez le patient neutropénique et en
sepsis ont fait 1'objet d'une méta-analyse par la Cochrane Collaboration (6). Celle-ci ne permet
pas de conclure a un bénéfice de cette procédure thérapeutique.

Cinétiques

Dans cette observation la transfusion de granulocytes a ét¢ immédiatement suivie d'une
recirculation de PNN et du maintient d'un taux supérieur a 0,5 G/L moins de 16h, néanmoins
suffisant pour obtenir une amélioration clinique.

La faible recirculation et le tropisme des neutrophiles pour le site infectieux renderaient
nécessaire des transfusions quotidiennes, voire bi-quotidiennes jusqu'a la sortie d'aplasie ou
jusqu'au contrdle de l'infection (7).

Comme précisé plus haut, des quantités de granulocytes >10"10 /mm3 sont nécessaire pour
obtenir une circulation de plus de 500 PNN/mm3. Dans ses recommandations ' AFSSAPS
évoque un minimum de 2.10*10 granulocyte /mm3, conformément aux données de la
littérature (8). En pratique la quantité dans les poches proposées par 1'Etablissement Frangais
du Sang (EFS) varie entre 2 et § .10"10 .

Tolérance

Dans notre observation les transfusions de CGA n'ont donné lieu a aucun effet indésirable.
Les effets classiques décrits dans la littérature sont les réactions a la transfusions connus a
1'époque pré-déleucocytation des produits sanguins labiles. La réaction de type frissons-
hyperthermie peut dans les cas les plus graves conduire a une hypotension artérielle. Le
tropisme des leucocytes pour le parenchyme pulmonaire peut entrainer une détresse respi.
ratoire

La transfusion d'un produite cellulaire allogénique s'apparente a une greffe tissulaire. Dés lors
il existe un risque important d'alloimmunisation anti-HLA. Comme tout allogreffé de moelle
notre patient a recu des produits sanguins irradiés en prévention de la réaction du greffon
contre 1'hote post-transfusionnelle.

La fabrication d'anticorps anti-leucocytaires, qu'ils soient ciblés contre les lymphocytes ou les
polynucléaires neutrophiles, diminue le rendement transfusionnel des CGA, que ce soit en
terme de cellules circulantes ou en terme de cellules trappées par le site infecté. Ces anticorps
sont aussi mis en cause dans les détresses respiratoires post transfusion de CGA. Le
monitorage de 'apparition d'anticorps anti-leucocytes n'est pas clairement défini, les méthodes
utilisées sont 1'agglutination, la cytotoxicité, I'immunofluorescence. Les cellules doivent étre
testées rapidement apres le prélévement. (9, 10). La présence d'anticorps anti-leucocytes doit
faire chercher un donneur HLA compatible sinon contre-indiquer la poursuite des
transfusions. L'immunisation anti-érythrocytaire est prévenue par la transfusion iso-groupe. Si
elle est impossible, des méthodes de désérythrocytations sont utilisées.



Concernant le risque infectieux, la faible durée de conservation des GCA ne permet pas de
réaliser le diagnostic génomique viral, augmentant le risque théorique de transmission du
VIH, du VHB ou du VHC.

Recueil, qualification biologique et distribution

La nécessité de stimuler la production et la mobilisation (« démargination ») des granulocytes
ainsi que la faible durée de vie du produit cellulaire sont des contraintes conduisant a des
modalités particuliere de collection.

Il existe deux types de stimulation de production de granulocytes : l'injection de facteurs de
croissance granulocytaires (G-CSF) ou la prise orale ou intra-veineuse de corticostéroides.
Une étude japonnaise (Ikemoto et al transfusion) montre méme la supériorité de 'association
G-CSF et DEXAMETHASONE au G-CSF seul avec de collection de 7,2 .10"10 (+- 2.10"10)
contre 5,7,10"10 (+-1,7.10"10), p = 0,006. Cependant la réglementation francaise, par
précaution, interdit la prescription de facteurs de croissance dans ce contexte, a des personnes
en bonne santé, en 'attente de données de sécurité, et en pratique la majorité des centres nord-
américains procédent aussi a la stimulation par corticostéroides seuls (11). Le choix du
corticoide a aussi fait 1'objet d'études. Il n'y a pas de différence entre la stimulation par 8§ mg
DEXAMETHASONE orale ou par 50 mg de PREDNISONE intra-veineuse (12). Les effets
secondaires de la stimulation par corticostéroides ont fait 'objet d'une revue (13). Il en ressort
quelques cas de cataracte sous-capsulaires postérieures.

Le donneur en France est sélectionné parmi les donneurs en aphérése (plasma ou plaquettes).
Les contres indications spécifiques au don de globules blancs sont : des antécédents d’ulcere
gastrique, d'allergie, une hypertension artérielle, un traitement récent par héparine, une
coagulopathie ou un traitement médicamenteux en cours, quel-qu’il soit. Son statut
sérologique négatif vis a vis des infections virales doit étre récent : la contrainte du faible
délais de transfusion du produit cellulaire ne permet pas d'attendre le résultat du diagnostic
génomique (par dérogation a la réglementation en vigueur).

Le produit final contient au minimum 2. 1010 granulocytes, 2 a 4. 1011 plaquettes, et des
globules rouges en quantité variable. Il est systématiquement irradié et devrait étre transfusé
dans les 24h suivant le don. Les délais peuvent-étre ramenés a 6h avec l'organisation
territoriale des centres EFS réalisant le recueil.

En pratique la procédure de don est peu standardisée, en raison de sa rareté, et du faible
nombre de centres habilité a la réaliser (3 en France, les EFS de Lyon Sud, Besangon et Paris
Neker).

Pour notre cas l'organisation a été la suivante : I'indication de transfusion de CGA a été posée
apres concertation entre hématologues allogreffeurs et non allogreffeurs, et la procédure
coordonnée par l'unité d'aphérése thérapeutique et pharmacovigilance. Les produits sanguins
ont ét¢ demandé a 1'EFS, qui centralise la procédure de recueil dans 3 établissements. Les
produits ont été disponible 48h apres la demande.

Conclusion

Notre cas illustre une utilisation classique de la transfusion thérapeutique de concentrés
granulocytaires d'aphérese : la complication infectieuse sévere d'une neutropénie prolongée,
en association aux anti-infectieux. Elle permet de pallier une situation aigiie dans l'attente
d'une reconstitution hématopoiétique. La faible durée de circulation des cellules transfusées
que nous observons, ainsi que la rapidité d'efficacité laissent a supposer que les granulocytes
sont concentrés au niveau du foyer infectieux. La procédure est lourde & mettre en place et
n'est pas sans conséquences pour le donneur : administration de corticostéroides avec des cas
décrits de cataracte secondaires, don en aphérese, ni pour le receveur, avec un risque d'allo-



immunisation anti-HLA. De plus le manque de preuve de son efficacité a 'heure des
thérapeutiques anti-infectieuses par antibiotiques et antifongiques efficace, cantonne la
procédure a cette indication rare.
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