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Résumeé

Le déficit immunitaire primaire et plus spécifiguement I’immunodéficience combiné sévere
(SCID) spécifiquement comprend des troubles génétiques hétérogénes du systéeme immunitaire,
souvent caractérisées par un dysfonctionnement de la maturation et développement des
cellules T, I’incidence mondiale du SCID a été calculée a 1 /58000 naissances. Un diagnostic
précoce suivi d’un traitement, peut augmenter les chances de survie, et la cytométrie en flux joue
un roéle primordial dans le diagnostic.

Nos principaux objectifs dans ce travail ont été : établir des valeurs normales des cellules
lymphocytaires T, B, NK propres  a la population pédiatrique marocaine, servant au diagnostic
et I’interprétation des résultats d’un sous typage lymphocytaire par la cytométrie en flux.

Entamer une étude épidémiologique visant  une estimation de I’incidence du SCID et ces
mutations génétiques a travers le monde, en se basant sur les registres et des etudes récentes dans
de nombreuses régions mondiales (I’Amérique, I’Europe, I’ Asie, I’ Afrique). Ainsi, 1’étude de 35
patients SCID nous a permis de définir le profil clinique et immunologique des patients SCID au
Maroc.

Enfin, une bonne compréhension des aspects cliniques et biologiques des patients DIP
généralement et SCID spécifiquement en plus d’un diagnostic spécifique et précoce, permet une

meilleure prise en charge des patients marocains.

Mots clés: Déficit immunitaire primitif ; I’immunodéficience combiné sévere ; incidence ;

épidemiologie ; valeurs normales.






Abstract

Primary immunodeficiency and more specifically severe combined immunodeficiency (SCID)
includes nheterogeneous genetic disorders of the immune system, often characterized by
dysfunction of T-cell maturation and development, the incidence of SCID worldwide was
calculated at 1/58000 births. Early diagnosis followed by treatment can increase the chances of

survival, and flow cytometry plays a crucial role in this diagnosis.

Our main objectives in this work were to establish normal values of T, B, NK lymphocytes
specific to the Moroccan pediatric population, used for diagnosis and interpretation of

lymphocytes subtyping results by flow cytometry.

An epidemiological study and an estimation of the incidence of SCID and its related genetic
mutations worldwide, based on registries and recent studies in many regions of the world
(America, Europe, Asia, and Africa). Thus, the study of 35 SCID patients allowed us to define

the clinical and immunological profile of SCID patients in Morocco.

Finally, a good understanding of the clinical and biological aspects of DIP and SCID patients

specifically the early diagnosis aspect, thus allowing a better management of Moroccan patients.

Keywords: Primary immune deficiency; severe combined immune deficiency; incidence;

epidemiology; normal values.
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Glossaire

Déficits immunitaires : Anomalies génétiques touchant le systéme immunitaire commencent a
apparaitre  dés I’age pédiatrique ou adulte, le plus  souvent causé par des mutations bloquant

le développement d’une lignée ou des mutations interférant avec la fonction des cellules

Déficits immunitaires primaires séveres : Un groupe de troubles génétiques hétérogénes du
systéeme immunitaire caractérisé par le dysfonctionnement de la maturation et du développement
des lymphocytes T et peut étre accompagnée par des fonctions perturbée des lymphocytes B et ou

les cellules tueuses naturelles

Prévalence : Nombre de cas d'une maladie, au sein d'une population donnée, dans un moment

précis généralement présenté par une proportion.

Incidence : Nombre de nouveaux malades ou de nouvelles maladies dans une population durant
une période précise, généralement 1 an. Elle peut étre exprimée sous forme d’incidence cumulée

ou d’incidence instantanée.

Valeurs normales : Des valeurs calculées a partir d’'un ensemble de patients sains et sur

lesquelles se basent I’interprétations des résultats.
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I. Introduction générale
Généralités

Le systeme immunitaire est un réseau complexe de cellules et de facteurs moléculaires
capables de reconnaitre et d'éliminer les agents pathogénes ou molécules étrangeres
(antigenes) tels que les organismes pathogénes et les molécules nocives exogenes ou
endogenes auxquels nous sommes constamment exposés. L'immunologie peut étre
décrite comme la somme de tous les processus physiologiques qui conferent a I'hote la
capacité de reconnaitre les matiéres étrangéres a lui-méme et de les neutraliser, de les
éliminer ou de les métaboliser avec ou sans dommages pour ses propres tissus. Cette
capacité a différencier le "soi" du "non-soi" constitue la caractéristique fondamentale de
la réponse immunitaire et la base de la compréhension de I'immunologie clinique dans la
santé et la maladie. Figure 1 schématise I'issue possible lors d'une rencontre entre la
réponse immunitaire de I'h6te et une substance étrangére. Si la substance étrangere ne
peut étre bloquée par les barrieres naturelles telles que la peau et les sécrétions
muqueuses, elle entre en contact avec le systeme immunitaire (figure 1). Le
développement d'une réponse immunitaire est un mécanisme a plusieurs niveaux qui
dépend de l'interaction entre le systtme immunitaire inné et le systtme immunitaire
adaptatif, qui comprennent tous deux plusieurs types de cellules ayant des fonctions et

une distribution distincte dans I'organisme (Brunker 2012 ; Song & Colonna, 2018).
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Figure 1. Voies possibles lors de la rencontre de I'h6te avec une configuration étrangere
(Brunker 2012).



.1 Systeme immunitaire inné

L'immunité innée représente généralement la premiere ligne de défense contre les
infections ; elle est rapidement disponible pour répondre aux agents pathogénes. Les
principaux types de cellules qui composent le systeme immunitaire inné sont les
granulocytes (mastocytes, neutrophiles, basophiles et éosinophiles), les cellules
lymphoides innées (ILC), les cellules tueuses naturelles (NK), les monocytes, les
lymphocytes, les éosinophiles, les macrophages et les cellules dendritiques (CD), alors
que ceux du systeme immunitaire adaptatif comprend les cellules T et les cellules B. Les
mécanismes impliqués dans les réponses innées comprennent un groupe de  récepteurs
qui interviennent dans la détection des pathogenes grace a la reconnaissance de
nombreuses motifs moléculaires, nombreux stimulus d'origine pathogene ou
environnementale ont le potentiel d'induire des effets métaboliques et épigénétiques qui
provoquent un changement de programme transcriptionnel a la fois dans le progéniteur et
en phase terminale des cellules immunitaires innées différenciées. Ces événements
incitent le systeme immunitaire inné a induire une réponse forte et plus efficace aux
infections ultérieures, avec un effet qui peut étre prolongé pendant des mois, voire des
années (Netea et al., 2011 ; Netea et al., 2016 ; Song & Colonna, 2018).

1.2 Systéme immunitaire adaptatif

L’immunité adaptative  a une cible plus élevée de spécificité qui se développe sur un
temps de réponse plus long, au cas par cas, contre chaque pathogene qui échappe a la
clairance par I'immunité innée. Cette spécificité est obtenue grace a des récepteurs de
surface capable de reconnaitre un seul épitope d'un seul antigéne. L’activation des
cellules immunitaires adaptatives spécifiques de l'antigene implique un mécanisme
moléculaire connu sous le nom de présentation de l'antigéne, dans ce mécanisme des
groupes de cellules immunitaires exposent des épitopes dérivés de pathogenes au sein
d’une configuration moléculaire que les cellules T peuvent reconnaitre par leurs
récepteurs de surface spécifiques aux épitopes. Les cellules immunitaires adaptatives sont
ensuite activées et se développent de maniere clonale et induisent une chaine de
mécanismes qui leur permettent d’attaquer les cellules infectées, d'empécher la
dissémination des agents pathogeénes vers les tissus sains et d’aider le systéme

immunitaire inné a éliminer l'infection. La meémoire immunologique est gérée par



I’immunité adaptative et a une longue durée sous forme de cellules spécifiques de
pathogénes capables de faire une réponse adaptative plus rapide et plus forte en cas d’une

autre rencontre avec le méme pathogéne.

1.3 Cellules de systeme immunitaire

adaptatif

Les cellules impliquées dans la défense de I’organisme sont toutes issues de cellules
souches pluripotentes localisées dans la moelle osseuse. Sous I’effet de différentes
cytokines, ces cellules souches vont se différencier en précurseurs lymphoides qui vont
donner naissance aux lymphocytes B, T et « Natural killer » ou précurseurs myéloides
vont donner naissance aux cellules de la lignée phagocytaire (polynucléaires neutrophiles
-PNN-, monocytes, macrophages, cellules dendritiques).

1.3.1 Lymphocytes B

Les lymphocytes B sont des cellules importantes du systéme immunitaire adaptatif et sont
essentielles pour la production d'anticorps. Les lymphocytes B détectent directement les
antigenes grace a des récepteurs membranaires (BCR). Différents BCR ont une
specificité antigénique distincte, et chaque cellule B ne possede qu'un seul type de BCR.
Les cellules B constituent le troisieme groupe de cellules présentatrices d'antigéne,
I’internalisation de ’antigéne est plus efficace lorsqu'elle est médiée par le BCR de
lymphocytes B. Une fois I’épitope d’antigénique est reconnu par un BCR, I'antigéne
est internalisé, avec le récepteur, et traité pour la présentation. Les peptides dérives
d'antigénes deviennent alors disponibles sur la surface de la cellule B pour la
reconnaissance par les cellules T, la reconnaissance des peptides dérivés de I'antigéne par
les cellules Th activées conduit a 1’activation et la prolifération des cellules B, pour
renforcer leur spécificité envers des classes précises de pathogenes, et développer les
régions variables de leurs BCR afin d'augmenter I'affinité pour leur épitope cible, et
produire des formes solubles sécrétées de leurs BCR appelés les anticorps ou les cellules
B mémoire. Les anticorps produits par les cellules B activées ont plusieurs fonctions
parmi lesquelles I'inhibition de l'activité des pathogénes et molécules nuisibles ou aidant



a l'identification et a I'élimination des agents pathogenes par les cellules immunitaires
(Editors & Board, 2002 ; Eibel et al., 2014 ; Kumari 2017).

Les lymphocytes B présentent un répertoire d'immunoglobulines nécessaire pour une
protection efficace de [I'hdte contre les différents agents pathogenes. Les
immunoglobulines (Ig) sont secrétées par les plasmocytes qui représentent le stade final
de différenciation des lymphocytes B. Ces derniers se développent a partir des cellules
souches hématoportétiques (précurseurs lymphoides) de la moelle osseuse ou ils subissent
une série de différenciations durant lesquelles survient le réarrangement des genes du
récepteur des lymphocytes B (BCR - B cell-receptor) voir (Figure 2). Ces BCRs sont
représentes par un complexe de signalisation associé a une molécule d'lgM membranaire.
Ces BCRs sont capables de reconnaitre une grande variété d'antigénes. L'expression
réussie de la premiere chaine  lourde Mu et ultérieurement de la chaine Iégere (Kappa
ou Lambda) sur la surface de la cellule B immature permet la poursuite de la
différenciation du stade pré-B au stade de cellule B mature naive. Aprés avoir quitté la
moelle osseuse, la rencontre du lymphocyte B avec l'antigéne, dans les ganglions
lymphatiques régionaux, initie une série supplémentaire de différenciations de
lymphocytes B aboutissant a la production des immunoglobulines. Une fois l'interaction
avec l'antigene spécifique accomplie, les cellules B sont activées et se divisent en cellules
mémoire ou en plasmocyte, une cellule spécialisée dans la fabrication et la sécrétion
d'anticorps circulants. Dans certains cas, ce sont les lymphocytes T qui activent et
transforment les lymphocytes B, la commutation isotypique meéne & la substitution des
IgM initiaux par des IgG, IgA ou des IgE de haute affinité. Le réle initial fondamental
des IgM réside dans la liaison avec les agents pathogénes intravasculaires et dans
I'activation du complément, tandis que la réponse immunitaire secondaire, propose 3
productions des immunoglobulines type IgG, IgA et IgE, est nécessaire pour une

protection continue et efficace contre les agents pathogenes invasifs.

e Les IgA accomplissent de multiples fonctions dans la défense des muqueuses.

Dans le milieu extravasculaire.

e Les IgG constituent la clé effectrice du processus d'opsonisation et d'activation du

complément.

e Les IgE sont impliquées dans la défense contre les parasites.



La production des IgG de haute affinité constitue un pilier dans la réussite de la
vaccination ainsi qu'une composante capitale de la mémoire immunitaire contre différents
agents infectieux. Les troubles résultant d'un déficit dans chacune des étapes citées

antérieurement ont des conséquences cliniques plus ou moins graves.

Généralement un défaut qui se produit lors des étapes critiques du développement des

cellules B a le potentiel de causer des DIH (Deficits immunitaires humoraux).
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Figure 2. Différenciation des lymphocytes B (Lefranc M-P, et Lefranc G, 2002)

1.3.2 Lymphocytes T

Dans le thymus les cellules T immature subissent une premiere sélection qui permet de
déterminer les lymphocytes capables de détecter les antigenes du soi et une deuxieme
sélection pour determiner ceux capable de détecter les antigenes du non-soi, pour qu’ils
integrent les organes lymphoides secondaires ou aura lieu la maturation de la réponse
adaptative (Figure 3). La différenciation se fera en plusieurs étapes et prendra en compte
le réarrangement des génes codant le TCR afin de permettre son expression.
Contrairement au lymphocytes B, les lymphocytes T reconnaissent les pathogénes

présentés a la surface des APC. Cette reconnaissance est méditée par le récepteur des



lymphocytes T (TCR), Les TCR sont des récepteurs membranaires caractéristiques des
lymphocytes T, et chaque cellule T est caractérisee par un seul type de TCR.
L’organisme d’un individu sain possede un énorme répertoire de TCR et en présence d'un
pathogene envahissant, seuls les lymphocytes T dont le TCR reconnait les antigénes
dérivés de ce pathogeéne spécifique sont activés pour qu’elles deviennent des cellules
effectrices qui vont se multiplier. Il existe 2 principaux types de lymphocytes T, les CD4
et les CD8 cytotoxiques avec d’autres variantes (T régulateurs) (Figure 4) (Ekkens et al.,
2007 ; Buchholz et al., 2016 ; Halle et al., 2017).
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Figure. 3 : Différenciation et sélection des lymphocytes T (Batteux F, 2003).

1.3.3 Lymphocytes T CD8

Les cellules T cytotoxiques (ou lymphocytes T cytotoxiques, CTL) sont des acteurs
importants de la réponse immunitaire contre les pathogenes intracellulaires tels que les
virus ou certaines bactéries. Ils sont également impliqués dans le contrdle de
I’élimination des cellules tumorales ; se caractérisent par le cluster de
différentiation CD8, ainsi que par le TCR-2. Le développement d’une réponse TCD8+
cytotoxique est nécessaire pour 1’organisme afin de pouvoir contréler de nombreuses
infections virales et bactériennes. Lors d’une infection, les cellules présentatrices
d’antigénes, comme les monocytes inflammatoires, les macrophages ou les cellules

dendritiques, produisent des cytokines qui vont agir de facon directe ou indirecte pour



influencer les fonctions d’activation et différenciation des lymphocytes T CD8+. Parmi
ces médiateurs, les interférons (IFN) de type I1 (qui regroupent les IFNa et ). Ces
cytokines présentent également des propriétés immunomodulatrices importantes. Une
fois différenciées en CTL, ces cellules (T CD8) seront armées pour mettre en ceuvre leur
potentiel cytotoxique (Ekkens et al., 2007 ; Martinet & Goriely, 2012 ; Tonon et al.,
2015).

1.3.4 Lymphocytes TCD4

Les cellules T auxiliaires (Th) sont CD4 + et sont divisées en différentes sous-classes
avec une capacité distincte a réguler l'activité d'autres cellules immunitaires innées ou
adaptatives, en particulier les macrophages et les cellules B. La reconnaissance d’un
peptide antigénique dans un contexte de CMH de classe Il permettra a un lymphocyte T
CD4+ de s’activer, de proliférer (expansion clonale) et aprés différenciation, d’acquérir
ses fonctions effectrices. Il pourra alors se différencier en deux types de lymphocytes T
auxiliaires ou T « helpers » (TH) Cette classification premiere est fonction de
I’implication de ces cellules effectrices dans la réponse immune contre des pathogenes
intra (Th1) ou extra (Th2) cellulaires et du profil cytokinique qui leur est associé : TH1
ou bien TH2. La lignee TH1 sera plus impliqué dans les réponses contre les pathogenes
intracellulaires (virus, bactéries...), par la sécrétion des cytokinique (IL-2, IFNy, TNF-q,
lymphotoxine ou TNF-B...). Les cellules TH1 agiront notamment sur les CPA en
augmentant leur capacité de phagocytose, leur production de médiateurs pro-
inflammatoires ainsi que leur aptitude a présenter et a activer des lymphocytes T naifs.
Les lymphocytes les TH2 seront quant a eux plutét impliqués dans les réponses contre les
pathogenes extracellulaires (parasitoses...) avec le profil cytokinique suivant : IL-4, IL-5,
IL-10 et IL-13. Les lymphocytes TH2 participeront activement aux réponses allergiques,
ainsi qu’aux effets inhibiteurs sur les réponses pro-inflammatoires. Ces deux
populations de TH vont par leur sécrétion de cytokines s’inhiber mutuellement favorisant
ainsi leur propre développement. L’identification subséquente d’autres lignages a conduit
a la révision du paradigme Th1/Th2 et a élargir I’éventail des sous-populations de LT
CD4 aux sous-populations T régulatrices (Treg), T helper 17 (Th17) et T folliculaire
helper (TFH) (Peguillet, 2014).



1.3.5 Cellules T régulatrices (T reg)

Les cellules T régulatrices (T reg) sont CD4 + et sont activees par les mémes mécanismes
que ceux décrits pour d'autres classes de lymphocytes T effecteurs a la différence que leur
specificité TCR est dirigée vers les auto-antigenes. Sont alors impliqués dans le maintien
de la tolérance peériphérique et la prévention des maladies auto-immunes ainsi que la
fonction des Tregs n'est pas liée a I'élimination des pathogenes mais plutét au maintien
des mécanismes de l'auto-reconnaissance et tolérance du soi. L’existence des Treg a été
suggérée en observant le role central du thymus dans le développement d’une population
de lymphocytes T régulatrice. 1l est admis que les Treg issus du thymus sont dites
naturels (n T reg) et dépendent de I’interleukine-2 pour leur survie. De nombreuses
expériences ont montré que des lymphocytes T aux fonctions régulatrices peuvent
également étre induits (Treg) en périphérie a partir de lymphocytes T conventionnels
naifs. Pour la production et I’induction des Treg, la présence dans L’environnement

cytokinique (IL-10 et TGF- en particulier) est essentielle (Aschenbrenner et al., 2007 ;
Sirietal., 2012)
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Figure. 4 Schéma simplifié de la différenciation des lymphocytes T naifs. Les

lymphocytes T CD8, CD4 et CD4 régulateur (Treg) sortent du thymus sous forme naive.

La rencontre avec I’antigéne présenté par le CMH d’une cellule présentatrice de
I’antigéne et le TCR du lymphocyte T va provoquer la différenciation de lymphocytes T
naifs en lymphocytes effecteurs cytotoxiques et auxiliaires (Pour et al. 2011).

1.4 Facteurs de différenciation des

cellules immunitaire

Le systeme immunitaire a un r6le essentiel contre les agents pathogenes. Les interactions
hote-pathogene déclenchent des réponses immunitaires par I'activation des populations de
cellules immunitaires spécialisées. (Patin et al., 2018). Plusieurs études ont été faites sur
les cellules immunitaires des personnes en bonne santé et ont montré la présence des
différences importantes existant entre ces personnes. (Roman et al., 1995) ces différences

peuvent étre causé par 1’effet prédominant des facteurs.

.41 AgeetSexe

Ils agissent sur la composition des cellules sanguines humaines (Liston et al., 2016).
L'age généralement est associé a une diminution du taux de lymphocytes mais a une
augmentation au niveaux des cellules myéloides, plusieurs sous-populations de
lymphocytes T activés et mémoires augmentent avec I'age (Goronzy & Weyand, 2017)
ainsi que les niveaux du sous-ensemble de lymphocytes T varient considérablement avec
I'dge. Tandis que Le sexe est associé a différents sous-ensembles de cellules B ; Les
femmes avaient une proportion plus élevée de cellules CD4, une proportion plus faible de
cellules CD8, et un ratio plus élevé que les hommes. Il a également été montré que 1’age
était associé avec une augmentation dans la proportion des cellules CD4, une diminution
de la proportion de cellules CD8, et une augmentation des T helper. Ainsi, sur les
populations de cellules T naives et les populations de cellules T mémoires,
respectivement, alors que le sexe influence le nombre des cellules innées et de cellules
adaptatives. (Tollerud et al., 1989 ; Patin et al., 2018)



1.4.2 Environnement

Un facteur qui affecte la différenciation des cellules immunitaires, notant 1’effet
saisonnier sur les sous-populations de cellules immunitaires (Liston et al., 2016 ; Brodin
et al., 2015), les Sous-ensembles de cellules B sont généralement les plus
systématiquement touchées, toutes les sous-populations de cellules B affichent des
niveaux nettement plus élevés en hiver. La méme chose pour les IgG, T reg, NK. Les
monocytes classiques (CD14 ++ CD16-) sont également significativement plus élevés en
hiver, tandis que les granulocytes, Les cellules T (CD4, CDS8) ainsi que les cellules
mémoires montrent un pic plus élevé pendant les mois d'été (Ter Horst et al., 2016 ;
Aguirre-Gamboa et al., 2016).

1.4.3 Génétique

Généralement la variation génétique humaine affecte les parameétres des cellules
immunitaires, en particulier I’expression a la surface des cellules des marqueurs
classiquement utilisés pour identifier La différenciation ou activation des leucocytes
(Patin et al., 2018).

1.4.4 Infections

Une infection désigne I'envahissement puis la multiplication de micro-organismes au sein
d'un organe du corps vivant. Ces micro-organismes peuvent é&tre des virusou
des bactéries. Une infection peut également étre provoquée par des parasites ou par
des champignons. Tous les organes et tous les systemes de I'organisme peuvent étre
touchés par des agressions infectieuses:la peau,le systtme ORL et
bronchique, lI'appareil digestif, I'appareil urinaire et gynécologique, le systeme nerveux
central, etc... "L'infection devient une maladie lorsque le systéeme immunitaire et ses

barrieéres ne sont pas a la hauteur de 1’agression.

1.4.4.1 Infections Précoces

Les primo-infections séveres a cytomégalovirus (CMV) dans les premiéeres semaines de
vie ou a germes opportunistes (Pneumocystis jiroveci, cryptosporidie, microsporidie,

Aspergillus) peuvent étre évocatrices de déficit immunitaire combiné sévere (DICS). Les
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primo-infections a Epstein-Barr virus (EBV) compliquées d’un syndrome d’activation
lymphe-histiocytaires doivent faire penser a une lympho-histiocytose familiale ou un

syndrome lymphoprolifératif li¢ a I’X. (Bertrand and Baleydier, 2010)

1.4.4.2 Infections bactériennes

Les infections bactériennes sont dues a des bactéries qui causent maladies dites
pathogenes. Il existe une grande variété de bactéries pathogénes qui peuvent provoquer
un grand nombre d’infections : pulmonaires, ORL (nez, gorge, oreilles), stomatologiques
(cavité buccale), digestives, urinaires, etc. La premiéere rencontre entre microbe et
I'nomme survient généralement a la naissance. Ces organismes jouent un réle dans la
santé et la maladie, et l'interaction de ces organismes avec le corps humain intervient

dans de développement du processus de la réponse immunitaire (Reid, 2004).

Les infections Bactériennes séveres (méningite, ostéomyélite, pneumonie) et/ou répétées
ou trainantes (infections ORL, bronchiques) doivent évoquer un déficit de I’immunité
humorale. Le nouveau-né ne le fait pas immédiatement vu la présence des anticorps
maternels protegeant les enfants durant les premiers mois de vie et tous déficits en
anticorps qui se manifestent par des infections bactériennes n’apparaitront donc qu’apres

un intervalle libre.

1.4.4.3 Infections nosocomiales

Les infections nosocomiales sont acquises dans un établissement de soins. Le délai entre
I’admission et le début de 1’infection doit étre de 48—72 heures. Peuvent-étre virales ou
bactériennes. Les infections nosocomiales touchent généralement les patients
immunodéprimés en raison de 1’dge, les maladies sous-jacentes ou médicales ou

chirurgicales (\Weinstein, 1998 ; Lachassinne et al., 2004).
Il.  Déficit immunitaire primitif

Les déficits immunitaires primitifs ou dits héréditaires sont des maladies ou des
anomalies genétiques touchant I’immunité adaptatives ou innée commencent a apparaitre
dés I’age pédiatrique ou jeune adulte (Model et al., 2014 ; Thomas & Audrain, 2019). La

société internationale d’immunologie déclare environ 300 genes connus (Bousfiha et al.,
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2015 ; Picard et al., 2015). Le classement des déficits immunitaires primitifs dépend des
cellules atteintes (Figure 5). Les manifestations revélatrices des deficits immunitaires
primitifs sont surtout des infections séveéres et/ou récidivantes, ou causées par des germes
opportunistes, mais d’autres signes d’appel et d’autres complications sont possibles :
allergies seveéres, cassure de la courbe staturopondérale, manifestations auto-immunes,
cancers ou manifestations syndromiques associées. Un déficit immunitaire doit étre
recherché devant un ou des signes cliniques d’alerte (Tableau 1) (Thomas & Audrain,

2019).
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Figure 5: Mécanismes physiopathologiques des déficits immunitaires primitifs t:

mutations bloquant le développement d’une lignée ; *: mutations interférant avec la
fonction des cellules (Suarez 2010).
Tableau 1. 12 signes d’alerte pour les nourrissons dans leur premiére année de vie

(Carneiro-Sampaio, Jacob, and Leone 2011)

1 Infections fongiques, virales ou bactériennes sévéres et/ou persistantes

2 Réaction défavorable aux vaccins vivants, particulierement au BCG

3 Diabéte sucré persistant ou autre manifestation auto-immune et/ou inflammatoire

4 Symptémes évoquant un sepsis sans isolement de germe

5 Lésions cutanées étendues

6 Diarrhée persistante

7 Malformations cardiaques congénitales (principalement des anomalies conotroncales)

8 Retard de chute du cordon ombilical (>30 jours)

9 Cas connus de DIP dans la famille ou de déces précoces suite a une infection

10 Lymphopénie persistante (2500 cellules /mm3) ou autre cytopénie, ou leucocytose en absence
d’infection

11 Hypocalcémie avec ou sans convulsions

12 Absence d’ombre thymique sur les radiographies
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11.1 Déficits immunitaires combinés
(cellulaire CID /SCID)

Les déficits immunitaires combinés (CID) sont un groupe de troubles génétiques
phénotypiquement hétérogenes caractérisés par de profondes déficiences de la fonction
des lymphocytes T et B, qui prédisposent le patient a des complications infectieuses et
non infectieuses. On a découvert que des mutations dans 32 genes différents causaient ces
conditions sévéres. Les déficits immunitaires cellulaires sont nombreux et 1’on peut citer
les déficits en CD40 ligand, les déficits d’expression des protéines HLA de classe II, les
déficits en PNP, les déficits en ZAP-70 ou en CD8, les déficits en DNA ligase IV...Les
lymphocytes T sont en nombre normal ou diminué, mais avec des fonctions anormales,
associés a des lymphocytes B en nombre normal ou diminué et un déficit de la fonction.
L'incidence globale des CID est estimée a 1 sur 75000 a 100000 naissances vivantes
(Lipstein et al., 2010). Vu que la plupart des formes de CID /SCID sont héritées comme
traits autosomiques récessifs, Les CID/SCID sont caractérisé par un haut niveau
d'hétérogénéité génétique, immunologique et clinique et plus commune dans les zones a
fort taux de consanguinité (Al-Herz et al., 2011 ; Al-Herz & Al-Mousa, 2013 ; Al-Herz et
al., 2015 ; Picard et al., 2015).

11.2 Déficits immunitaires humoraux
(DIH)

Les déficits immunitaires humoraux (DIH) sont les déficits les plus fréquents. Peuvent se
manifester a tout age avec des pics dans I’enfance causées par diverses mutations
génétiques (Vetrie et al., 1993). Leur conséquence finale est l'incapacité a produire des
anticorps et donc une réponse immunitaire non efficace contre les agents pathogénes
invasifs et par conseéquence des infections récurrentes et/ou severes. Les DIH se
présentent par un spectre hétérogene de symptomatologies cliniques, allant le plus
souvent des formes asymptomatiques dans les déficits sélectifs en IgA et en sous-classes

d"lgG aux agammaglobulinémies congénitales severes dans lesquelles la production de
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tous les isotypes d"immunoglobulines est séverement diminuée (\Winkelstein et al., 2006 ;
Driessen & Van Der Burg, 2011).

I1.2.1 Agammaglobulinémies congénitales (Bruton)

L’agammaglobulinémie liée a I’X fut, en 1952, le premier déficit immunitaire primitif
décrit par Bruton (Driessen & Van Der Burg, 2011). Caractérisée par un taux de
lymphocytes B circulants bas et par une réduction significative des concentrations de tous
les isotypes d’Ig sériques prédisposant aux infections bactériennes, qui sont alors
fréquentes et séveres. Il a été désigné que le géne responsable de I’agammaglobulinémie
liée a I’X est Le géne BTK (Bruton’s tyrosine kinase), qui code pour une tyrosine kinase
cytoplasmique entrant dans la maturation des lymphocytes B (Vetrie et al., 1993). Cela
induit un blocage au développement des lymphocytes B dans la moelle osseuse et alors
leur absence dans le sang, en conséquence une anomalie dans la production d'anticorps de
tous les isotypes d'immunoglobulines sera présente. Ces déficits humoraux se traduisent
par des infections bactériennes séveres et récurrentes, apparaissant apres 1’élimination des

anticorps d’origine maternelle (IgG passant librement la barriére placentaire).

11.2.2 Défauts de recombinaison de commutateur de classe

syndrome hyper IGM

Le syndrome hyper IgM présente des affections rares caractérisées par une diminution
des taux sériques d'IgG et d’IgA, mais normales ou taux elevé des d'IgM et ceci par ce
que Les patients atteints du Syndrome d’Hyper-IgM (HIGM) sont incapables de passer de
la production d’anticorps de type IgM a celle d’anticorps de types IgG, IgA ou IgE. Ce
syndrome est causé par diverses anomalies génétiques qui affectent 1’interaction entre les
lymphocytes T et les lymphocytes B et plus couramment une anomalie d’une protéine
trouvée a la surface des lymphocytes T activés “ CD40 ligand ” ; produite par un géne sur
le chromosome X. Par conséquent c’est héritée en tant que caractere récessif li¢ a I’X et
généralement constatée chez les garcons uniquement et c’est par ce que le liguand CD40
intervient dans certains fonctions des cellules T les patients atteints du Syndrome
d’Hyper-IgM 1ié a I’X (XHIM) présentent également une déficience de certaines des
fonctions lymphocytaires T protectrices ; par contre autres formes rares du syndrome
hyper IgM sont héritées en tant que caractere récessif autosomique et peuvent étre
observées chez les filles et les garcons. Ils sont causés par une affectation des voies de
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signalisation du CD40. Plusieurs aspects cliniques peuvent étre détectés chez les patients
atteints du syndrome hyper IgM notamment ; les infections bactériennes, les infections
pulmonaires, les infections opportuniste, des troubles gastro-intestinaux (Allen et al.,
1993 ; Quartier et al., 2004 ; Picard et al., 2018).

11.2.3 Déficit commun variable (CIVD)

L'immunodéficience variable commune (CVID) est une carence en anticorps idiopathique
avec une prévalence estimée de 1 : 25000. Il est défini par des taux seriques d'lgG
inférieurs a 2 SD des valeurs normales en présence d'une diminution des niveaux IgA et
ou d'IgM ; généralement caractérisé par une baisse du taux d’anticorps dans le sang
(hypogammaglobulinémie). La majorité des patients semblent avoir des quantités
normales de lymphocytes B, mais ces derniers ne se développent pas en plasmocytes
capables de produire les divers types d’immunoglobulines et d’anticorps; Les
symptdmes chez La plupart des patients CVID commencent jusqu’a I’enfance. Par
conséquent, le diagnostic ne se fait qu’apreés 5 ans Parfois CVID est précédé par un
déficit en IgA, un déficit en sous-classe d'lgG ou un déficit en anticorps anti-
polysaccharide. Le CIVD affecte autant les hommes que les femmes. Il a été identifié par
différentes causes génétiques. Les données épidémiologiques deéclarent sa haute
fréquence chez les Caucasiens que chez les Asiatiques ; le manque d’anticorps chez les
patients atteints de CIVD les rend trés sensibles aux infections notamment la pneumonie,
les méningites, la sinusite aigué ou chronique, la conjonctivite aigué, 1’otite, la rhinite
purulente, les problemes gastro-intestinaux (douleurs abdominales, ballonnements,
nausees, vomissements, diarrheées et perte de poids...) plus la baisse des IgG est
profonde plus les infections sont séveres (Poodt et al., 2009 ; Urschel et al., 2009 ; Tahiat
etal., 2014) .

11.3 Déficits Syndromique (Le Syndrome
de Wiskott-Aldrich)

Ce Syndrome est un déficit immunitaire primaire qui touche les lymphocytes T et B. et
connu par diminution des plaquettes sanguines (Thrombocytopénie). En 1937, le Dr.
Wiskott décrivait trois freres présentant de faibles numérations de plaquettes
(thrombocytopénie), une diarrhée sanglante, de 1’eczéma et des infections recidivantes

des oreilles. Dix-sept ans plus tard, Dr. Aldrich démontrait que ce syndrome était hérité
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en tant que caractere récessif 1i¢ a I’X dans les années 1950 et 1960 ; Le Syndrome de
Wiskott-Aldrich est causé par des mutations dans Le géne WASP est situé sur le bras
court du chromosome X. Ce géne qui code pour une protéine cytoplasmique a fonctions
multiples (WASP), La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich est une molécule de
signalisation et instrumentale pour I’immunité apparentée et innée, la motilité et la
protection contre les maladies auto-immunes. Les aspects cliniques du Syndrome de
Wiskott-Aldrich (WAS) varient d’un patient a P'autre et dépend de la gravité de la
mutation, quatre phénotypes son principaux dans ce syndrome clinique : le syndrome de
Wiskott-Aldrich classique, la thrombopénie liée a I'X, la thrombocytopénie intermittente
et la neutropénie. Généralement les patients attients de ce syndrome ont une tendance
accrue aux saignements ainsi que des infections bactériennes, des irritations de la peau et
de I’eczéma ou des infections dues au déficit immunitaire sous-jacent (Kariya et al.,

2013 ; Massaad, Ramesh and Geha, 2013).

[1.3.1 Syndrome de Di-George

Le syndrome de Di-George est un déficit immunitaire primitif décrit pour la premiere fois
en 1965 en Philadelphie, du a une délétions génétique dans la région chromosomique de
Di-George en 22q11 qui consiste a la perte (délétion) d'un petit fragment sur une région
précise du chromosome 22, de mutations des genes du chromosome 10pl3 et de
mutations d'autres génes inconnus qui entrainent une Dys-embryogénése des structures
qui se développent a partir des poches branchiales pendant la 8éme semaine de grossesse.
Les nourrissons qui ont un syndrome de Di-George présentent généralement des
infections récidivantes qui apparaissent peu aprés la naissance, des malformations
cardiaques (crosse de l'aorte interrompue, tronc artériel commun, tétralogie de Fallot,
communication inter-auriculaire ou interventriculaire), anomalie du palais, dis-régulation
du taux de calcium dans le sang, des perturbations du systéme immunitaire qui varie
considérablement et la fonction des lymphocytes T ainsi que des difficultés

d'apprentissage (Minier et al., 2005 ; Davies et al., 2017) .

11.4 Le deéficit du compliment

Le systétme du complément est un ensemble de protéines synthétisees par le foie qui
interviennent dans la défense contre les maladies infectieuses et inflammatoires, par la

solubilisation et 1’élimination des complexes immuns au cours des maladies systémiques
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; Ces protéines sont généralement explorées pour le diagnostic et le suivi de ces maladies
auto-immunes et infectieuses. Les avancees récentes ont néanmoins mis en évidence leur
intérét dans d’autres affections. Les protéines du systétme du complément sont
plasmatiques et membranaires qui s’activent en cascade par 3 voies principales. La voie
alterne constitue la premiere ligne de défense contre I’infection et elle est active en
permanence, contrairement aux deux autres voies. La principale protéine concernée est le
C3, qui est régulée en permanence (Facteurs H, I...) et dont ’amplification de 1’action est
déclenchée par une liaison covalente avec une surface bactérienne. Le déficit héréditaire
en C3 cause généralement des infections bactériennes a répétition de localisation O.R.L.
et pulmonaire, son diagnostic se fait par la recherche de C3Nef, ou une enquéte familiale
est nécessaire. D’autres déficits également peuvent étre présents notons le déficit
héréditaire en properdine ; le déficit héréditaire en C1Inh qui est responsable de 1’cedéme
angionévrotique héréditaire ; le déficit en C5, C6, C7 et en C8 qui se complique
principalement d’infection systémique a Neisseria et notamment de méningites (Swart et
al., 1993 ; Rosa et al., 2004 ; Pettigrew, Teuber and Gershwin, 2009 ; Sarma and Ward,
2011).

11.5 Diagnostic du déficit immunitaire

primitif

11.5.1 Diagnostic clinique : étape 1
A pour objectif de rechercher les signes cliniques spécifiques de certains DIP et
d’éliminer un déficit immunitaire acquis. Au cours d’une suspicion d’un DIP, la
symptomatologie clinique ou le type du germe révélateur permettent en général une
excellente catégorisation du déficit, en déficit humoral, cellulaire, combiné, des

phagocytes ou du complément (Figure 6).
Données cliniques

Les données cliniques collectées doivent comprendre en générale, I’histoire vaccinale
(réactions aux vaccins vivants (tels que le BCG)) ; Antécédents infectieux (age de début,
type d’infection, répétition, durée, antibiothérapie prolongée ; Manifestations associées
(auto-immunité, allergies, tumeurs) ; Antécédents familiaux et arbre généalogique

complet (consanguinité, déces en bas age).
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Examens physiques : doivent étre envisages :
Retard de croissance ;

Anomalie de la peau et des muqueuses : éruption, verrues, candidose chronique, état
buccodentaire, Télangiectactasies, aspect des cheveux (albinisme) et des phanéres

(dystrophie)

Anomalies des organes lymphoides : adénopathies, splénomégalie, hépatomégalie,
hypoplasie des organes lymphoides secondaires (ganglions, amygdales) observée dans

I’agammaglobulinémie congénitale ;
Pathologie ORL : otites, sinusites ;

Pathologie ophtalmologique : conjonctivites chroniques, uvéites, télangiectasies

conjonctivales ;

Complications pulmonaires : toux chronique, bronchites ou pneumopathies récurrentes,

dilatation des bronches, hippocratisme digital ;
Troubles digestifs : appétit, transit, perte de poids, douleurs abdominales récurrentes ;
Atteinte neurologique : ataxie, retard mental, microcéphalie.

Bilan de suspicion ou d’exploration de déficit immunitaire L’ensemble du bilan suivant

doit étre envisagé.

Imagerie : radiographie du thorax chez I’enfant (ombre thymique), scanner thoracique
(thymome, dilatation des bronches, nodules pulmonaires, adénopathies médiastinales),
échographie ou scanner abdominal (adénopathies profondes, splénomegalie) (Bertrand et
al., 2010 ; Punwani et al., 2017 ; Guffroy and Korganow, 2019 ; Solé, 2021).

11.5.2 Diagnostic biologique : Etape 2

Cette étape est basée sur :
Hémogramme : Une neutropénie profonde (< 500 par millimetre cube) persistante
permet d’évoquer fortement la maladie de Kostman. Si la neutropénie est fluctuante, le

comptage hebdomadaire des neutrophiles pendant six semaines permettra d’évoquer

fortement une neutropénie cyclique, toutes les trois a cing semaines.
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Une lymphopénie (surtout chez ’enfant chez qui elle revét une importance particuliere
puisqu’il existe une lymphocytose physiologique de 1’enfant). Chez 1’adulte, un résultat

est significatif s’il est inférieur a 1 G/L.

Une lymphocytose peut traduire une leucémie lymphoide chronique. L’anémie ou la
thrombopénie sont habituellement des stigmates d’auto-immunité, parfois associée au

déficit immunitaire.

Test fonctionnels : dosage des anticorps naturels (allo hémagglutinines de groupe ABO)
et des antigénes vaccinaux (diphtérie, tétanos, polio, pneumocoque) ; prolifération
lymphocytaires in vitro aux mitogénes et antigenes vaccinaux ; tests fonctionnels des

polynucléaires neutrophiles : explosion oxydative, chimiotactisme, phagocytose.

Dosage des immunoglobulines : électrophorése des protéines sériques =
immunofixation (indispensable chez 1’adulte pour écarter une gammapathie monoclonale)
I’électrophorése des protéines (EPP) recherchera en générale une hypoalbuminémie.
Cette EPP permettra aussi de discuter un deficit en alpha-antitrypsine en 1’absence du pic
alpha-1 chez un patient présentant une dilatation des bronches (DDB) ; dosage pondéral
des IgG, IgA, IgM (mise en évidence d’une hypogammaglobulinémie globale ou
sélective) ; dosage des sous-classes d’IgG (IgG1 a 4) (Admou et al., 2010 ; Suarez, 2010 ;
Miot et al., 2018)

11.5.3 Caractérisation des DIP étape 3

Cette étape vise a caractériser phénotypiquement la plupart des DIP évoqués a 1’étape 2

mais aussi de diagnostiquer et d’évoquer d’autres DIP :

Immunophénotypage des lymphocytes B, T, NK : devant une lymphopénie ou un
tableau clinique évoquant un déficit immunitaire cellulaire (DIC), une numération des
sous-populations T, B et NK par cytométrie en flux, permet de retenir et de classer les

DICS (lymphopénie CD3 a évaluer en fonction de 1’age).
Dosage du complément :

Les rares déficits héréditaires en fractions du complément peuvent étre, pour leurs
conséquences infectieuses, groupés schématiquement en deux entités : déficit d’activation

du C3 et déficits du complexe lytique (C5—C8). Le premier, provoqué par des déficits en
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C2 et C4 ou en facteurs H et | (inhibiteurs de la voie alterne qui provoquent une
consommation excessive du C3). Le dosage des fractions C3 et C4 du complément
permet d’orienter le diagnostic vers un déficit de la voie classique en présence d’une
baisse de CH50 et de C4 avec C3 normal ou abaisse, ou un déficit de la voie alterne
devant une baisse de CH50 et de C3 avec C4 normal. Quand C3 est abaissée isolément,
I’exploration comportera la recherche de C3Nef et 1’étude des protéines H et 1. Par
ailleurs, devant un contexte évocateur (cedéme récidivant des extrémités, de la face et des
mugqueuses associées a des crises douloureuses abdominales paroxystiques, souvent
déclenchés par un traumatisme physique ou psychique dans un contexte familial),
I’effondrement isolé C4 avec CH50 normal doit faire éliminer un déficit en inhibiteur de
la Cl-estérase (C1-INH) (Madkaikar et al., 2019)

[ Signes d’alerte d’un déficit immunitaire héréditaire
Hémogramme
Dosage d'igG, A, M
Sérologies vaccinales et postinfectieuses
!
Normal
Infections bactériennes invasives Infections bactériennes tissulaires
récurrentes et/ou fongiques récurrentes
Corps de Jolly Fonctions phagocytaires
CH50, AP50 (DHR et chimiotactisme)

—> <

Sous-classes IgG et Dosage IgE, axe

allohémagglutinines, autres IL-12/IFNy, autres

o Granulomatose septique
> Asplénie/hyposplénie chronique (DHR 1) <«
Déficit du complément des Défaut d'adhésion leucocytaire

voies classique ou alterne {chimiotactisme 1)
|| Déficits de I'mmunité humorale (1gG2) Défaut d'adhésion leucocytaire | |

ou déficit en Ac polysaccharidiques (chimiotactisme &)

— ~ T Susceptibilité mendélienne aux

—>| Déficits de 'immunité innée | mycobactéries (axe IL-12/IFNy) -~

Figure 6. Arbre présentant les étapes d’exploration de déficits immunitaire primitif (C.

Thomas and Audrain 2019).
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11.5.4 Analyse génétique : Etape 4

La finalité de cette étape est de caractériser sur le plan moléculaire et génétique le type
de DIP, Recherche de mutation en fonction de 1’orientation : la majorité des génes ou des
déficits moléculaires sous-tendant les différents DIP ont été identifiés, avec les mutations
entrainant le déficit immunitaire, plus de 150 genes identifiés dans des déficits
immunitaires primitifs est possible dans des laboratoires spécialisés. Elle permet un
conseil génétique et un diagnostic anténatal. (Suarez, 2010 ; Seleman et al., 2017 ; Yska
etal., 2019).

1.  L'immunodéficience combinée severe (SCID)

L'immunodéficience combinée sévere (SCID) comprend un groupe de troubles
génetiques hétérogénes du systeme immunitaire également connu en tant que « maladie
de garcon de bulle » apres David Vetter qui était né en 1971 avec cette maladie. Le SCID
est caractérisé par le dysfonctionnement de la maturation et du développement des
lymphocytes T (Figure 7). En plus d'un manque d'immunité médiée par les lymphocytes
T, les patients SCID peuvent présenter divers sous-types selon la fonction perturbée des
lymphocytes B et ou les cellules tueuses naturelles (NK). (SCID) est une condition qui
entraine souvent des infections graves et la mort chez les sujets d’un jeune age, ils
deviennent plus vulnérables aux infections potentiellement fatales telles que la varicelle,
la méningite, la pneumonie et d'autres infections systémiques. Les bébés, qui sont nés
dans cette condition, meurent habituellement durant 1’année de leur naissance faute de
diagnostic retardé (Shearer et al., 2014 ; Blom et al., 2017 ; Heimall et al., 2017 ; VVan der
Ploeg et al., 2019). La plupart des formes du SCID suivent une hérédité qui est récessive
en nature. Toutes les formes sont des troubles monogéniques autosomiques récessifs
(AR-SCID) ou liés a I'X (XL-SCID).
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Normal SCID

Immune system Immune system
Decreased
ﬁ immune
response
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B cells

Cannot fight
‘ infections

|

Can fight infections

Figure.7 Schéma de différence entre le systéme immunitaire d’un sujet normal et celui

d’un sujet attient du SCID (Combined and Acronym 2020).

I11.1 Transmission du SCID
11.1.1 X-linked SCID (XSCID)

Le type de transmission du SCID le plus courant est de maniere récessive liée au
chromosome X. Ce type de transmission est situé sur le chromosome X, l'un des
chromosomes sexuels (Figure 8). Le géne responsable du SCID lié a I'X s'appelle
IL2RG. Les genes vont généralement par paire, chague parent donnant une copie a son
enfant. Les chromosomes sexuels, en revanche, sont différents. Ce géne code pour la
chaine gamma commune (y c) partagée par les récepteurs de surface cellulaire pour
diverses molecules d'interleukine (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21). IL2RG joue un
role sur les récepteurs extérieurs des lymphocytes, l'activation et multiplications des
cellules. Les mutations héritées de X-linked dans IL2RG perturbent son fonctionnement,
produisant « une sous-unité a chaines gamma courte » défectueuse, qui est une piéece de
plusieurs récepteurs defectueux (IL) d'interleukine. IL2RG active aussi une molécule
importante de signalisation, JAK3 sur le chromosome 19. Les mutations dans JAK3
contribuent également aux récepteurs défectueux de I'IL. Un homme hérite un

chromosome X de sa mere et un chromosome Y de son pére. Une femme hérite deux
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chromosomes X, un de chaque parent. Lorsqu'une femme a une copie non fonctionnelle
du gene sur l'un de ses chromosomes X, elle ne sera pas atteinte de SCID. En effet, elle
possede une deuxiéme copie fonctionnelle du géne sur son autre chromosome X. Un
homme avec un géne IL2RG non fonctionnel sur son chromosome X aura le SCID. Cela
est d0 au fait gu'il n'a pas de deuxieme chromosome X avec un géene IL2RG actif.
Comme ils n'ont gu'une seule copie du géne IL2RG, les hommes sont plus souvent
atteints de SCID recessif lié a I'X que les femmes. Si une mére possede un gene IL2RG
non fonctionnel, elle est dite porteuse. Pour les porteurs, il y a 50 % de chances que
chaque grossesse masculine soit atteinte de SCID et 50 % de chances que chaque
grossesse feminine soit porteuse, comme sa mére. Un pére transmet son chromosome Y a
ses fils et son chromosome X & ses filles. Par conséquent, si un pére est atteint de SCID,
aucun de ses fils ne sera atteint de SCID cependant toutes ses filles seront porteuses.
(Noguchi et al., 1993 ; Puck et al., 1993 ; Sugamura et al., 1996 ; R. H. Buckley, 2000 ;
Yee et al., 2008 ; De Ravin et al., 2016)

~
\

Normal ‘| Carrier Mother

¢ D
Fermale Male Female F‘Ialé
normql naormal carrier has the disorder
(25%) (25%) (25%) (25%)

Figure.8 X-linked SCID Les probabilités d’infection d’un enfant issu d’une mere

infectée .”géne fonctionneI,D”géne non fonctionnel (Combined and Acronym
2020).

111.1.2 Autosomal récessif SCID

Certains types de SCID sont hérités de maniére autosomique récessive, Il existe de

nombreux génes différents a I'origine du SCID autosomique récessif. Ce type d'hérédité
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touche aussi bien les garcons que les filles (Figure.9). De nombreux genes contribuent a
faire fonctionner notre systéeme immunitaire correctement. Chez les enfants atteints de
SCID autosomique récessif, une paire de genes ne fonctionne pas correctement. Ces
enfants héritent d'une copie du gene défectueux de chaque parent. Les parents d'enfants
atteints de SCID autosomique récessif sont rarement eux-mémes affectés. Au contraire,
chaque parent possede un géne non fonctionnel pour le SCID. lls sont appelés porteurs.
Les porteurs ne sont pas atteints de SCID car leur autre copie du géne fonctionne
correctement. Lorsque les deux parents sont porteurs, lI'enfant a 25 % de chances d'étre
atteint de SCID a chaque grossesse. Il y a 50 % de chances que I'enfant soit porteur, tout

comme les parents. L'enfant a 25 % de chances d'avoir deux génes qui fonctionnent.

Carrier Father | Carrier Mother

B R

) ) '
N N, P
A JE’J .‘:‘J“ N |

Mormal carrier Has tllné disorder
[(25%) E0%) [25%)

Figure .9 Autosomal récessif SCID : les probabilités d’infection d’un enfant issu de

deux parents infectés I gene fonctionnel L] "géne non fonctionnel (Combined
and Acronym 2020).

111.2 Types de SCID
111.2.1 LEAKY SCID

Un SCID atypique ou Leakey SCID se produit lorsque le défaut dans un gene permet un
nombre de lymphocytes T normal, voire élevé. Ces cellules T ne protégent pas contre les
agents pathogeénes, mais elles sont suractivées, provoquant une inflammation et des

dommages de la méme maniére qu'une maladie auto-immune le ferait. Ce SCID est cause
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par une activité partielle des génes RAG1 ou RAG2 (Griffith et al., 2014 ; Shearer et al.,
2014).

I11.2.2 Variante SCID (lymphocytes T toujours bas mais pas

de défaut dans les génes SCID connus)

Le dépistage des nouveau-nés a permis d'identifier les nourrissons dont le nombre de
lymphocytes T est constamment bas et qui ne présentent pas de déficit génétique SCID
identifié. Ces enfants ont besoin de tests et de prise en charge supplémentaires, car ils
peuvent avoir une immunodéficience combinée ou une affection de type SCID (Chitty-
Lopez et al., 2020)

111.2.3 SCID typique

Il existe quatre catégories principales de SCID typiques ou classiques en fonction
desquelles les cellules immunitaires (cellules T, B ou NK) sont défectueuses. La plupart
des types de SCID sont considérés comme des SCID typiques, caractériseés par un nombre
faible ou nul de lymphocytes T et un systeme immunitaire non fonctionnels (Shearer et
al., 2014).

111.3 Les phénotypes du SCID

Le SCID est classé phénotypiquement en raison de types de cellules non fonctionnelles
voir (Figure 10).
[11.3.1 Déficit immunitaire combiné sévere B-positif, NK-
négatif (T-B + NK-SCID)

(T-négatif, NK-négatif, B-positif) un type de SCID dans lequel les cellules T et NK sont
incapables de répondre aux facteurs de croissance (cytokines) nécessaires au
développement et a la survie dans le corps. SCID récessif lié (X-SCID), qui est causé par
une mutation du géne IL2RG sur le chromosome X. La sous-unité protéique gamma (yc)
des récepteurs de cytokine pour l'interleukine (IL-) 2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21
sont codés par le gene IL2RG, ce qui rend les garcons atteints de X-SCID incapables de
transmettre les signaux des facteurs de croissance nécessaires pour produire des cellules
T et NK fonctionnelles. Des mutations autosomiques récessives dans le gene JAK3
peuvent également provoquer T-B + NK-SCID. Les cellules T et les cellules NK dans le

corps, comme dans X-SCID, ont besoin de la protéine JAK3 pour réagir aux facteurs de
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croissance nécessaires au développement et a la survie. Les cellules B de ces patients sont

également non fonctionnelles sans I'aide des cellules T (Barreiros et al., 2018).

111.3.2 Déficit immunitaire combiné severe B négatif et NK
positif (T-B-NK + SCID)

Un défaut dans les cellules T et B, mais pas dans les cellules NK, provoque T-B-NK +
SCID. Les cellules T et les cellules B dans le corps ont besoin a la fois de facteurs de
croissance et d'expression des récepteurs antigéniques pour se développer et survivre. Les
genes d'activation de la recombinase 1 (RAG1) et 2 (RAG2) font partie de la machinerie
cellulaire nécessaire pour créer un récepteur d'antigene spécifique. Via son récepteur
d'antigéne, chaque cellule T ou cellule B reconnait un antigéne spécifique (un composant
d'une bactérie, d'un champignon ou d'un virus envahissant). Le SCID peut survenir
lorsqu'une mutation réduit le role des protéines RAG1 ou RAG2. D'autres causes plus
rares incluent des mutations dans d'autres genes impliqués dans la production du
récepteur de I'antigéne, comme le gene DCLRELC, qui code pour la protéine Artémis. Le
T-B-NK + SCID a été rarement identifié dans d'autres troubles sensibles aux radiations
provoqués par des génes autosomiques récessifs (PRKDC, LI1G4, NHEJ1). Tous ces types

de SCID sont autosomiques récessifs.

111.3.3 Déficit immunitaire combiné sévere B-négatif, NK-
negatif (T-B-NK-SCID)

La cause la plus fréquente de T-B-NK-SCID est le déficit en adénosine désaminase. ADA
SCID est une maladie autosomique récessive causée par une mutation du géne ADA. Les
patients atteints de T-B-NK-SCID sont dépourvus de cellules T, B ou NK, ils sont plus
sensibles aux infections bactériennes, fongiques et virales. Et le temps nécessaire aux
patients ADA-SCID pour développer des symptomes varie en fonction du defaut
spécifique du géne ADA. Les mutations de l'adénylate kinase 2 (AK2), un gene impliqué
dans la formation des lymphocytes et d'autres globules blancs de la moelle osseuse
nécessaires pour combattre I'infection, provoquent un autre type de T-B-NK-SCID. Les
défauts de I'AK2 provoquent une dysgenésie réticulaire, un type extréme de SCID qui est
également suivi de problemes d'audition et de faibles nombres de neutrophiles. En raison
de I'extréme neutropénie, les infections séveres sont plus susceptibles d'étre présentes

plus tot.
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111.3.4 Déficit immunitaire sévere B-positif, NK-positif(T-
B+NK+SCID)

T-B + NK + SCID est causé par des défauts qui n'affectent que les cellules T et sont
causés par la perte d'un facteur de croissance, d'un récepteur ou d'un récepteur d'antigene
de cellule T, qui sont tous deux nécessaires au développement et a la survie des cellules
T. Les cellules T, mais pas les cellules B ou les cellules NK, ont besoin d'IL-7 pour
survivre chez I'nomme. Le groupe de cause le plus courant de SCID est la déficience de
la chaine alpha du récepteur IL7 (géne IL7R). Les cellules T, mais pas les cellules B ou
les cellules NK, ont besoin d'IL-7 pour survivre chez I'hnomme. T-B + NK + SCID a
également été lié a des mutations dans CD3D, CD3E et CD247, qui sont tous des
composants du récepteur de I'antigéne des lymphocytes T. En outre, la protéine CD45
codée par le géne PTPRC est un régulateur critiqgue du récepteur de l'antigene des
lymphocytes T. T-B-NK + SCID a été lié a des mutations du gene PTPRC dans de
nombreux cas. Il existe tous les genes autosomiques récessifs (Gaspar, Gilmour and
Jones, 2001 ; Fischer et al., 2005 ; Cossu, 2010).
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RAG 1/2 deficiency
Artemis deficiency

/B+

e

\ NK+
B-

Figure 10. L’immun-phénotypes du SCID déficit combiné Sévere (Rivers and Gaspar

2015)
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111.4 Les Mutations génétiques causant le
SCID
111.4.1 Déficit SCID (ADA) de désaminase d'adénosine

Une absence de I'enzyme adénosine désaminase (ADA) a été identifiée par Gibelet et
collégues en 1972 comme cause de SCID (Giblett et al., 1972) ; ce type de SCID est
induit en raison du déficit de I'enzyme d’ADA (un élément indispensable pour la
production de I'ADN neuf, le développement des lymphocytes et la disposition des
métabolites toxiques. Ce défaut représente environ 17% des patients atteints de la
maladie. Le géne codant d'/ADA a été cartographiée sur le chromosome 20q13.2 —
g13.11, cloné et séquencé. Le déficit en ADA causé par des mutations de ce gene se
traduit par des accumulations marquées d'adénosine, 20-désoxyadénosine et 20 -O-
méthyl adénosine, des métabolites passagers a l'intérieur des cellules (Figure 11). Ces
produits chimigues commencent a montrer des manifestations toxiques jusqu'au degré de
détruire les lymphocytes immatures. Le systéeme immunitaire du patient alors devient
séverement compromis et souvent mortel en l'absence du traitement rapide. Il existe
certaines caractéristiques distinctives du déficit en ADA, y compris de multiples
anomalies squelettiques de dysplasie chondro-osseuse a I'examen radiographique. Ces
derniers incluent I'évasement des jonctions ostéochondrales et une anomalie osseuse dans
les corps vertébraux. Les patients déficients en ADA ont une lymphopénie plus profonde
que les nourrissons atteints d'autres types de SCID, avec un nombre absolu moyen de
lymphocytes inférieur a 500 / mm3 et une carence des trois types de cellules
immunitaires (T-B-NK-SCID) (Giblett et al., 1972 ; Hirschhorn, 1995 ; Rebecca H.
Buckley, 2004)
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Figure 11. Le métabolisme de 1’adénosine désaminase (ADA) (Sauer et al. 2012).

111.4.2 Déficit de la chaine alpha du récepteur IL-7 (IL-7Ra-
Deficeint SCID)

Ce type de mutation représente 11% de l'incidence du SCID. Ce type est d0 a des
mutations du géne de I'lL-7Ra sur le chromosome 5pl13 ; ces mutations de I'IlL-7Ra
entrainent a elles seules un déficit en cellules T mais pas en cellules B ou en cellules NK
(T- B+NK+). Les humains porteurs de mutations IL-7Ra ont non seulement des
lymphocytes B, mais ces lymphocytes B semblent fonctionner normalement (Puel et al.,
1998 ; Leonard, 2001 ; Rebecca H. Buckley, 2004).

111.4.3 Déficit SCID de la kinase 3 de Janus

Causé par la mutation génique qui code I’enzyme kinase 3 de Janus, qui est présente
dans les lymphocytes (Figure.12). Les patients atteints d’un SCID autosomique récessif
causé par un déficit en Jak3 ressemblent a tous les autres types dans leur sensibilité a
Iinfection et a la maladie du greffon contre I'h6te a partir de cellules T allogéniques.
Cependant, ils ont les caractéristiques des lymphocytes les plus ressemblant étroitement a
ceux des patients atteints de SCID lié a I'X ; parce que Jak3 est la seule molécule de
signalisation connue pour €tre associée avec y ¢ ; y compris un pourcentage ¢levé de

cellules B et de tres faibles pourcentages de cellules T et NK ; le phénotype T-B+NK.
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C’est un géne candidat pour des mutations conduisant a un autosomique récessif T — B +
NK-— SCID, les nourrissons SCID déficients en Jak3 ont un trés faible nombre de cellules
NK, méme aprés une greffe de moelle osseuse réussie). De plus, dans une plus grande
similitude avec les patients SCID-X1, ils n’arrivent pas a développer une fonction
normale des cellules B aprés malgré leur Nombre de cellules B. cela peut étre due a des
récepteurs de cytokine anormaux de ces cellules B hotes. Et pour le déficit en cellules NK
peut étre dus a un défaut de signal via le récepteur IL-15 (Russell et al., 1995 ; Macchi et
al., 1995; R. H. Buckley et al., 1997 ; Ricker, 1968 ; Asao et al., 2001 ; Rebecca H.
Buckley, 2004 ; Michos et al., 2011).

< .
‘ / / Cytosol
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Figure. 12 Les voies de signalisation du JAK3. JAKS est une tyrosine kinase essentielle
dans la voie de signalisation de la chaine gamma commune des récepteurs d'interleukines
DIL2R, IL4R, IL7R, IL9R, IL15R et IL21R (W J Leonard 1996).

I11.4.4 Déficience de la chaine CD3 (CD3- SCID déficient)

C’est un SCID autosomique récessif du aux mutations homozygotes du codon stop dans

la région du geéne qui code le domaine extracellulaire de CD30d ce qui entraine une
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profonde déficience de cellules T CD3 + circulantes matures, pas de cellules T CD4 + ou
CD8 + et une absence totale de cellules T y / 8. Dans ce type de SCID le nombre de
cellules B peut étre normal ou augmenté, et les cellules NK sont normales dans
I’ensemble donc leur phénotype lymphocytaire ressemblait a celui du déficit en IL-7Ra.
Le thymus chez les nourrissons avec un deficit en CD36 est d’une taille normale sur la
radiographie thoracique. Les nourrissons présentant des mutations dans le gene codant
pour la chaine delta de CD3 ressemblent a tous les autres par leur sensibilité a l'infection
et leur absence totale de fonction cellulaire. Les réponses des lymphocytes aux mitogénes
sont absentes. (Rebecca H. Buckley, 2004 ; Dadi et al., 2004 ; De Saint Basile et al.,
2004)

111.4.5 Déficience en CD45

Il est dO aux mutations dans le gene codant pour la protéine de surface leucocytaire
commune CD45, qui est davantage responsable de réguler les kinases nécessaires a la
transduction du signal des récepteurs d'antigenes des cellules T et B (Hermiston, Xu, and
Weiss 2003; Rebecca H. Buckley 2004).

111.4.6 Les déficiences génétiques activant la recombinase
(SCID déficient en RAG1 ou RAG2)

Causé par des mutations dans les génes recombinants activateurs, RAG1 et RAG2. Les
nourrissons atteints de SCID autosomique récessif causé par des mutations dans les génes
recombinants activateurs, RAG1 et RAG2, Ces génes, sur le chromosome 11p13, codent
pour des protéines nécessaires au réarrangement somatique des génes des récepteurs
d'antigéne sur les cellules T et B. Les mutations dans RAG1 ou RAG2 abolissent
I'initiation de la recombinaison du récepteur de I'antigéne, qui empéche la progression des
progéniteurs des lymphocytes T et B au-dela du DN3 et stade de développement pré-B-1,
donnant naissance a un T-B-NK + phénotype SCID1 (Figure 13). Ce type génétique de
SCID est plus courant en Europe qu'aux Etats-Unis, Les SCID causé par le déficit en
RAG1 ou RAG2 échouent fréquemment a développer des cellules B aprés une
transplantation de moelle osseuse ; les nourrissons atteints de SCID ressemblent a tous
les autres par leur sensibilité aux infections et leur absence totale de fonction des cellules

T ou B. Ces Nourrissons présentent classiqguement des symptomes infectieux causés par

31



des agents pathogénes viraux courants, qui comprennent les virus respiratoires tels que
les virus respiratoires syncytiaux, les virus para-influenza, ainsi que cytomégalovirus et
adénovirus et virus causant des entérites, y compris le rotavirus (qui peuvent étre acquis a
partir d'un vaccin vivant atténué) et norovirus. Une sensibilité aux agents pathogénes
opportunistes tels que Pneumocystose jirovecii, ou organismes vaccinaux atténués utilisés
dans les vaccins vivants, y compris le BCG, et les vaccins contre le poliovirus est

pathogéniques. (Rebecca H. Buckley, 2004 ; Corneo et al., 2001 ; Gennery, 2019)
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Figure 13. Voies de développement lymphoide et position relative de certains mutations
responsables de SCID (NOTARANGELO 2010)

111.4.7 Déficit immunitaire par Carence en Artémis

C’est une déficience d'un nouveau facteur de recombinaison / réparation de 'ADN V (D)
J qui appartient a la superfamille des métallo-p lactamases. Représente une autre cause
récemment découverte du SCID humain, il est codé par un géne sur le chromosome 10p
appelé Artémis. Les patients atteints de cette déficience ont une incapacité a réparer
I'ADN apres que des coupes doubles ont été faites par RAG1 ou RAG2 ainsi qui ils ont
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une sensibilité accrue aux rayonnements a la fois des fibroblastes cutanés et des cellules
de la moelle osseuse des personnes atteintes de ce type de SCID. (Rebecca H. Buckley,
2004 ; Dvorak & Cowan, 2010 ; Moshous et al., 2001 ; Schuetz et al., 2014)

111.5 Epidémiologie mondiale du SCID

Identifier la prévalence ou l'incidence du SCID dans un pays permet de confirmer I'état
de santé de ses nouveau-nés et d'établir un protocole bien défini pour la gestion et le
diagnostic précoce des enfants nés avec ce syndrome. Le dépistage néonatal (NBS)
permet de déterminer l'incidence précise au sein d'une population ce qui permet le
développement d’un diagnostic et d’un traitement précoces (Figure 14). 1l est a noter que
I'incidence du SCID varie selon les régions mondiales. A partir d'un projet de dépistage a
grande échelle du SCID ; dépistage de 11 programmes ; aux Etats-Unis (3.030.083
nouveau-nés), l'incidence de I'immunodéficience combinee sévere en Amérique du Nord
a pu étre calculée a 1/58.000 naissances au-dessus de l'incidence de 1 sur 100.000
conseillée a partir de diagnostics cliniques rétrospectifs (Stephan et al. 1993)(Wang et al.
2011) Alors que le taux d'incidence en New-Zélande est proche du point médian de la
fourchette des Etats-Unis (~34 000 - ~162 000), alors que a partir des données
taiwanaises et asiatique l'incidence du SCID était dans les environs de 1/ 53 196 (Xia et
al. 2018). Dans d’autre études le taux de mariages consanguins en Turquie, en Arabie
Saoudite, au Koweit est plus élevé ce qui explique l'incidence excessive du déficit
immunitaire combiné sévere dans ces pays (Al-Mousa et al. 2018)(Abolhassani et al.
2018). La plupart des autres pays d'Afrique et quelques-uns d'Europe n'ont pas
d'estimation de l'incidence ou de la prévalence du SCID en raison de I'absence d'études

épidémiologiques sur le SCID et du dépistage néonatal.
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Figureld. | (a) Proportions de génotypes d'immunodéficience combinée sévere (SCID)
telles que rapportées par les centres de transplantation européens et autres en I'absence de
programmes de dépistage des nouveau-nés. (b) et 11 programmes de santé publique aux
Etats-Unis avec un test dépistage néonatal universel représentant >3 millions de

naissances (Alain Fischer et al. 2015).

I11.6 Diagnostic du SCID

Une Détection précoce du SCID apres la naissance, suivie d'un traitement rétablissant le
systeme immunitaire (généralement une greffe de cellules souches hématopoiétiques
(GCSH)) avant I'apparition des infections, peu augmenter largement les chances de
survie. Pour ces raisons, plusieurs pays ont déja inclus le dépistage du SCID dans leur
dépistage néonatal (NBS), comme aux Pays-Bas. Le test TREC (cercle d'excision des
récepteurs des cellules T) peut étre utilisé sur un échantillon de sang par piqdre au talon a
cet effet. Le dépistage TREC a pour but d’identifier les nourrissons atteints de la plupart
des formes de SCID et aussi certains nourrissons avec des lymphocytes T trés bas en
raison d'autres conditions. Vu que l'incidence du SCID est faible, les ressources sont rares
et I'évaluation du rapport colt-efficacité, I'ajout du dépistage du SCID au programme de
dépistage néonatal est pertinent pour la prise de décision. (Myers et al., 2002 ; Yee et al.,
2008) (Manuscript, 2013 ; Kwan et al., 2014 ; van der Spek et al., 2015).

34



111.6.1 Informations familiales

Généralement les enfants souffrant du SCID sont d’un 4ge moins de 2 ans ; la recherche
d’une consanguinité et/ou des antécédents familiaux du SCID ou d’un autre DIP (Shearer
et al. 2014)

[11.6.2 Diagnostique Clinique

Les signes cliniques sont d'une large variété. Les infections du nourrisson atteint de SCID
peuvent étre beaucoup plus graves et méme mettre sa vie en danger. Elles peuvent inclure
les infections cutanées, le muguet oral, la pneumonie, l'infection de l'oreille aigué, la
sinusite, la diarrhée continuelle, les infections respiratoires virales graves, la meningite
et/ou les infections du sang. Chez des patients SCID, ces infections deviennent moins
sensibles aux demandes de réglement. Présence d’une réaction contre les microbes
affaiblis dans les vaccins tels que la poliomyélite, les rotavirus, la varicelle, le BCG etc.
(Shearer et al. 2014 ; Hague et al. 1994).

111.6.3 Diagnostic biologique

La premiére étape dans le diagnostic biologique consiste a compter les lymphocytes du
sang périphérique de I'enfant (ou ceux du sang du cordon). Pour ce faire, on effectue deux
tests : la formule sanguine compléte et le différentiel manuel (ou le pourcentage de
chaque type de globules blancs dans le sang), a partir duquel le médecin peut calculer le
nombre absolu des lymphocytes (ou le nombre total des lymphocytes dans le sang). 1l y a
généralement plus de 4 000 lymphocytes par millimétre cube dans le sang d'un enfant
normal au cours des premiers mois de sa vie, dont 70 % sont des lymphocytes T. Les
enfants atteints de SCID ont trés peu de lymphocytes dans leur sang. La moyenne pour
tous les types de SCID est d'environ 1 500 lymphocytes (par millimétre cube). Si le
nombre de lymphocytes est faible, il faut le confirmer en répétant le test une nouvelle
fois. Si le nombre de lymphocytes est faible aprés avoir eliminé une infection VIH, il faut
refaire le test une nouvelle fois et faire un immunophénotypage lymphocytaire dans
lequel les différents types de lymphocytes peuvent étre identifiés a l'aide des anticorps
spéciaux et comptés grace a la cytométrie de flux. Les lymphocytes T auxiliaire CD4, les
lymphocytes T tueuses CD8, les lymphocytes B et les lymphocytes NK. (Hague et al.
1994 ; Gennery and Cant 2001 ; van der Spek et al. 2015). L’analyse par cytométrie en

flux permet également la détermination du phénotypique d’un SCID (figure.15)
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Etant donné que les IgG de la mére passent dans le sang du bébé par le placenta, elles
seront présentes dans le sang du nouveau-né et du jeune enfant a des niveaux presque
normaux. Par conséquent, le déficit en 1gG peut ne pas étre présent pendant plusieurs
mois, jusqu'a ce que les 1IgG maternelles transférées aient été éliminées par métabolisme.
Cependant, les autres taux d'immunoglobulines (IgA et IgM) sont généralement trés
faibles dans le SCID (Bertrand et al. 2010 ; EI-Maataoui et al. 2011).
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Figure 15. Analyse des sous-ensembles lymphocytaires pour le SCID. Les échantillons
analysés par cytométrie en flux, en sélectionnant les lymphocytes par FS/SC et en
sélectionnant les cellules T (CD3+), les cellules B (CD19+) et les cellules NK
(CD56+CD3-) (A) T-B-NK+ (B) T-B-NK+ (C) T-B-NK- (D) T-B+NK- SCID,
respectivement (Madkaikar et al. 2019).
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111.7 Traitement du SCID
I11.7.1 Protection contre les infections

Rien n'est plus important pour la santé d'un enfant atteint de SCID que de prévenir les
infections potentielles. Ainsi que les enfants atteints de SCID ne doivent pas recevoir les

vaccins standard de I'enfance.

[11.7.2 Perfusions d'anticorps

Comme l'organisme de 1’enfant ne posséde pas de cellules B saines produisant des
anticorps contre les infections, il peut avoir besoin de perfusions réguliéres par voie
intraveineuse (IV, administration par une veine) ou sous-cutanée (administration sous la
peau) de I'anticorps immunoglobine (également appelé immunoglobine, gamma globine,
IVIG ou SCIG) (Msd and Fernandez 2021).

111.7.3 Greffes des cellules souches/moelle osseuse

Presque tous les enfants atteints de SCID sont traités par une greffe de cellules souches,
également appelée greffe de moelle osseuse. Les cellules de moelle osseuse ou cellules
souches sont administrées par voie intraveineuse, comme pour une transfusion sanguine.
Les cellules souches sont un type polyvalent de cellules présentes dans la moelle osseuse.
Ces cellules ont une capacité unique et puissante : elles peuvent se développer en
plusieurs types différents de cellules spécialisées ; une fois dans la circulation sanguine.
Elles se transforment alors en globules blancs sains qui reconstituent les fonctions
immunitaires et le systeme immunitaire retrouve sa fonction compléte, I'enfant peut étre
définitivement guéri (figure 16) (A Fischer et al. 2000 ; Gross et al. 2001 ; Msd and
Fernandez 2021).
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Figure 16. Représentation schématique de la différenciation hématopoiétique et des
progéniteurs cibles de la correction par transfert de géne dans le SCID lié a I'X. La fleche
en rouge signifie que la cellule est cyclique et désigne la capacité d'auto-renouvellement.
Les 3 fleches numérotées indiquent la cellule cible potentielle pour le transfert de génes :
(1) cellule souche hématopoiétique pluripotente a capacité d'auto-renouvellement ; (2)
cellule souche pluripotente ayant perdu sa capacité d'auto-renouvellement ; (3) cellule
souche lymphoide. (A Fischer et al. 2000)

IV. La Cytométrie en flux :

La cytométrie en flux est une technique qui permet de mesurer plusieurs caractéres
physiques généralement les cellules et les étudier a I'état fluidique (gaz ou liquide). Tous
ca a laide du cytometre qui se compose lui-méme en trois parties: (fluide,
optique, électronique) permet de mesurer la diffusion de la lumiere et I'émission de la
fluorescence, les cellules doivent étre en suspension dans un milieu liquide, pour étre
apres poussées par un systeme de pompe et envoyées une par une devant un faisceau
laser qui permet de mesurer ou évaluer les paramétres cellulaires (1% paramétre de
granularité (SSC) et de taille (FSC) (Figure 17), 2°™ paramétre est l'intensité de la
fluorescence (FI). Pour mieux comprendre ce deuxiéme paramétre on sait qu’on a trois
types de Lymphocytes T, B et NK chacune a ses anticorps spécifique donc quand ces

derniéres passent devant le laser elles seront détectées par des capteurs spécifiques.
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Chaque marqueur (anticorps) accompagné d'une moléecule de fluorescente qui transforme

la lumiére incidente en radiation lumineuse de longueur d'onde supérieure (Greimers,

2002).
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Figure 17: Principe de la cytométrie en flux (H. ELLEUCH ZGHAL 2004)

IV.1 Les composants et leurs roles
IV.1.1 Le systéme fluidique :

C’est un systéme qui est responsable du transport de 1’échantillon vers la cellule en flux,
il permet de faciliter le passage des cellules d’une maniére linaires grace au processus de
mise au point hydrodynamique ou bien la focalisation hydrodynamique il est composé de

deux liquides essentiels (liquide de gaine et liquide de I'échantillon).

Liquide de gaine composé de I’eau distillée ou solution saline (PBS, eau de mer Filtrée

pour analyse) et d’une solution saline pour Tri.
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Liquide de I’échantillon composé des solutions essentiellement pour mettre les cellules

en suspension.

La focalisation hydrodynamique c’est le processus qui permet de séparer plusieurs
espéces et les injectées au centre du canal. Dans la focalisation hydrodynamique le fluide
de gaine se déplace plus rapidement et utilisé pour forcer I'échantillon dans un flux de
noyau petit (également appelé noyau hydrodynamique) de Sorte que toutes les particules
se déplacent le long du méme axe a peu pres a la méme vitesse. Le flux de base est
maintenu en assurant un flux laminaire, caractérisé par des couches se déplacant
parallelement les unes aux autres dans un flux sans mélange (Zafrani and Monneret
2017).

Changement de pression

La pression du fluide de gaine détermine la vitesse du systeme. Par Conséquent, si on
souhaite modifier le taux d'événements, c'est- a-dire le nombre de cellules ou des
particules passant le point d’interrogation au cours d'une période donnée, on modifie la
pression différentielle entre I'échantillon et le fluide de gaine (Zafrani and Monneret,
2017).

IV.1.2 Le systéme optique

Permet de gérer 1’éclairage et la Collecte de Lumiere au sein de l'instrument. Les
composants du systeme optique travaillent pour projeter différentes longueurs d’onde de
Lumiéere sur la cellule, collecter les donnees (diffusion latérale et directe ainsi que
I’émission des fluorophores excités) sous la forme de photons émis et convertir ces
photons en signaux électriques. Les composants du systéme optique comprennent aussi
des sources de lumiére d'excitation, des lentilles et des filtres utilisés pour collecter et
déplacer la lumiere autour de I'instrument, ainsi que le systeme de détection qui génere la
photo courante. Les sources de lumiére d’excitation les plus courantes dans les
instruments de cytometrie en flux sont les lasers. La lumiére laser est cohérent (a une
fréquence d’onde identique et synchronisée), monochromatique (a une seule Longueur
d'onde) et énergétique des propriétés qui garantissent que les cellules sont éclairées avec
une lumiére uniforme d'une longueur d’onde spécifique (Zafrani and Monneret 2017 ;
Muller 2020).
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Lasers
* faisceau d'une seule longueur d'onde (rais laser) ou un mélange de raies.
* peuvent fournir des raies de quelques milliwatts a plusieurs watts
* fournissent une lumiére cohérente.

Filtres

Sont des matériaux qui absorbent certaine longueur d'onde et transmettent les autres et

on a trois types :

. Filtre passe-haut standard : transmission de la lumiére plus de 620nm.

. Filtre passe-bas standard : transmission est inférieure de 525nm.

. Filtre passe —bande standard : transmission entre 620-640nm.

Miroirs

. Jouent le r6le de réflexion des signaux de la lumiére absorbé par les

fluorochromes.

IV.1.3 Systéme électronique

C’est le systeme qui est chargé de numériser et de traiter la photo courante provenant du
détecteur et de la sauvegarder pour une analyse ultérieure. Les photons qui sont émis
lorsque le laser frappe la cellule lorsqu'elle traverse le point d'interrogation sont détectés
par le photomultiplicateur (PMD) ou la photodiode (PD). Ces photons peuvent provenir
de la lumiere diffusée par la cellule ou de I'émission par fluorescence associés a la cellule.
Une fois dans le détecteur, les photons sont convertis en électrons et le signal est
multiplié proportionnellement. Le signal sort du détecteur sous forme de courant
électrique aprés la sortie du détecteur. Le courant electrique se déplace vers
I’amplificateur (AMP) ou il est amplifié, cette impulsion est ensuite convertie en un
signal numérique. Le signal numérique est transféré sur l'ordinateur et devient les
données a analyser. Dans cette section on fait I’interprétation avec exactitude des
résultats de I’expérience (H. Elleuch Zghal 2004 ; Zafrani and Monneret, 2017).
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IV.1.4 Les détecteurs de photons

Photomultiplicateur un systéeme donnant la possibilité de détecter les photons il se
présente sous la forme d'un tube électronique, chaque multiplicateur composé d'un
ensemble d'électrodes nommé dynodes.

Photodiodes composant semi-conducteur on les utilise pour les signaux trés intense et

lorsqu'on a un probleme potentiel (pas de gain) (Muller 2020).

IV.2 Les explorations du systeme
immunitaire par cytometrie en flux

IV.2.1 Evaluation de DIP associée a une altération des

populations (ou sous-populations) lymphocytaires

Le phénotypage lymphocytaire T, B et NK par cytométrie en flux en cas de lymphopénie,
est recommande, afin de déterminer le nombre de lymphocytes T CD4+, T CD8+, B
CD19+ et NK CD16+CD56+ en valeurs absolues. Vu la lymphocytose physiologique
chez I’enfant, prédominant notamment sur les lymphocytes B les résultats doivent étre
interprétés en fonction de 1’dge de I’enfant. Ce phénotypage lymphocytaire est trés
informatif, puisqu’il peut permettre de diagnostiquer des déficits immunitaires séveres
nécessitant une prise en charge thérapeutique urgente. C’est le cas notamment des SCID,
qui sont caractérisés par une absence de lymphocytes T. ainsi que les lymphocytes B et/
ou NK peuvent également étre absents. Plusieurs génes ont été identifies dans les SCID,
la plupart codant pour des protéines indispensables a la maturation des lymphocytes T
et/ou B et/ou NK. En cas de lymphopénie T, il conviendra de réaliser un phénotypage
lymphocytaire T étendu par cytométrie en flux, afin d’évaluer les pourcentages des
lymphocytes T naifs (TCD4+CD45RA+ pour les T CD4+ naifs, T
CD4+CD45RA+CD31+ pour les T CD4+ naifs émigrants thymiques précoces et T
CD8+CD45RA+CCR7+ pour les T CD8+ naifs) et des lymphocytes T mémoires (T
CD4+CD45R0O+ pour les T CD4+ mémoires, T CD8+CD45RO+CCR7+ pour les T
CD8+ mémoires centraux et T CD8+CD45RO+CCR7- pour les T CD8+ mémoires
effecteurs) (Abraham, 2011 ; Abraham and Aubert, 2016).
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Exemple des patients dont les taux d'immunoglobulines sont diminués le nombre de
lymphocytes B doivent étre évaluer et s'il est faible (<2 %) pendant la petite enfance ou
I'enfance, il faut suspecter une agammaglobulinémie congénitale, soit X (XLA) ou
autosomique récessive (Figurel8) (Fleisher et al., 2016).
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Figure 18. Dot plot de cytométrie en flux d'un sujet témoin et d'un patient avec une
agammaglobulinémie congeénitale démontrant une diminution marquée des cellules B

circulantes. (Fleisher et al., 2016)

IV.2.2 Evaluation du DIP par détection de défauts des

protéines de la surface cellulaire

La cytométrie en flux peut étre utile dans le diagnostic des immunodéficiences associées
a des défauts dans I'expression de protéines de surface cellulaire. Dans le syndrome hyper
IgM lié a I'X, les lymphocytes T CD4+ peuvent étre étudiés pour leur expression du
ligand CD40 (CD154) aprés activation. Egalement dans I'expression du récepteur 1 de
I'interféron gamma sur les monocytes dans le cadre d'une suspicion de susceptibilité
mendélienne a la maladie mycobactérienne (MSMD). Un sous-groupe de ces patients
peut présenter soit un défaut autosomique récessif (absence d'expression du récepteur) ou
autosomique dominant (expression accrue du récepteur) de cette protéine qui peut étre

différenciée par cytométrie de flux (figure 19) (Freyer et al. 2004).
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Figure 19. Histogrammes de cytométrie en flux démontrant l'expression de I'lENyR1 sur
des monocytes provenant d'un sujet témoin, d'un patient présentant un défaut [FNyR1
autosomique récessive (patient A) et d'un patient présentant une anomalie autosomique
dominante de I'l[FNyR1 (patient B) (Fleisher et al., 2016).

IV.2.3 Evaluation du DIP par détection les défauts
d'expression des protéines intracellulaires

Un certain nombre de PID sont associés a une expression défectueuse des protéines
intracellulaires et, dans certains cas, cela peut constituer un test de dépistage efficace par
cytométrie en flux. Dans le syndrome de Wiskott Aldrich (WAS) et de la
thrombocytopénie liée a I'X (XLT), l'absence ou la diminution de Il'expression de la
protéine Wiskott Aldrich (WASP) peut aider a établir le diagnostic (Nakajima et al.
2009).

IV.2.4 Evaluation de DIP par détection les anomalies

fonctionnelles

Plus récemment, la cytométrie en flux a été utilisée pour évaluer des caractéristiques
fonctionnelles spécifiques et cela a évolué vers des applications utiles pour le diagnostic
des DIP. L'essai fonctionnel le plus couramment utilisé est I'évaluation de I'explosion
oxydative apres l'activation des granulocytes en utilisant le test de la dihydrorhodamine
123 (DHR) (figure 20) (Jirapongsananuruk et al. 2003).
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Figure 20. Histogrammes de cytométrie en flux du test de la DHR, d’analyse démontrant
le changement (ou I'absence de changement) de la fluorescence des neutrophiles apres
stimulation par la PMA chez un sujet témoin (a), un patient atteint de CGD autosomique
récessive (p47 phox) (b), un patient avec une CGD récessive liée au chromosome X
(gp91 phox) (c) et un porteur lié au chromosome X (d). La ligne pointillée montre la
fluorescence de fond des neutrophiles non stimulés (Fleisher et al., 2016).

IV.2.5 Les tests de prolifération lymphocytaire (TTL)

Les tests de prolifération lymphocytaire (TTL) en réponse a un mitogéne non spécifique
(de type phytohémagglutinine ou PHA) et a des antigénes spécifiques selon I’histoire
clinique (anatoxine tétanique, tuberculine, CMV...).la réponse spécifique d’antigéne vis-
a-vis du bacille de Calmette Guérin restant solide méme & distance de la vaccination. Par
ailleurs, elles sont egalement ininterprétables chez wun patient traité par
immunosuppresseurs, en particulier par des drogues qui inhibe [’activation
lymphocytaire. Une diminution des TTL associée a un nombre normal ou diminué de
lymphocytes T doit faire suspecter un déficit immunitaire combiné (CID) qui associe
déficit cellulaire et humoral. Alors, une maladie de Burton est évoquée en cas d’absence
de lymphocytes B associée a une agammaglobulinémie chez un garcon, ainsi qu'un
diagnostic de CIVD est évoqué En cas d’hypogammaglobulinémie associée & un nombre
normal ou diminué de lymphocytes B, sans anomalie des lymphocytes T (Abraham,
2011 ; Audrain et al., 2014 ; Kato et al., 2006).
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Le déficit immunitaire primitif DIP et spécifiguement I'immunodéficience combinée
sévere (SCID) caractérisé par le dysfonctionnement de la maturation et du
développement des lymphocytes T Le SCID représente 8,74% des PID dans la population
marocaine comme indiqué dans le premier registre marocain. Il est considéré comme une
urgence pédiatrique potentiellement mortelle. Une détection et un diagnostic précoce
apres la naissance, suivie d'un traitement convenable rétablissant le systéme immunitaire,
peu augmenter largement les chances de survie et la cytométrie en flux joue un role

primordial dans ce diagnostic.

Malheureusement la méconnaissance du ce désordre rend ce diagnostic difficile. Les
lymphocytes sont un sous-ensemble de globules blancs qui font partie intégrante de la
défense immunitaire humorale et cellulaire contre les protéines étrangéres et les agents

pathogenes variant dans leurs nombres (Kakar A., et al., 2011).

De nombreuses maladies et troubles infantiles et pédiatriques peuvent réduire le nombre
et/ou les sous-ensembles de lymphocytes. C'est le cas, par exemple, de
I'immunodéficience primaire et du VIH transmis de la mere a I'enfant (McCusker, Upton,
and Warrington 2018 ; Rouet et al. 2006)). D'autre part, les cancers pédiatriques peuvent
augmenter anormalement le nombre de lymphocytes T (Eckschlager 1992). La
détermination par cytométrie en flux du nombre total de lymphocytes et/ou de sous-
ensembles de lymphocytes est particulierement important dans I'évaluation initiale et le
diagnostic de nombreuses maladies et troubles cliniques, notamment l'auto-immunité, les
immunodéficiences, les infections et les tumeurs malignes (Locke, Dasu, and Verbsky
2014 ; Wong et al. 2013)

Le SCID entraine une mort précoce s'il n'est pas traité de toute urgence par une greffe de
cellules souches hématopoiétiques allogenes, ce qui souligne I'importance cruciale d'un
diagnostic précoce (Rozmus et al. 2013). Malgré cela, I'hétérogénéité des présentations
immunologiques et cliniques fait du diagnostic du SCID un défi important. Par
conséquent, la connaissance des caractéristiques courantes du SCID au sein d'une

population donnée peut contribuer a sensibiliser les médecins et a accélérer le diagnostic.
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OBJECTIS DU TRAVAIL
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Les objectifs de cette étude sont :

Etablir les valeurs de référence normales stratifiées selon I'4ge des sous-
ensembles de lymphocytes du sang pour la population pédiatrique marocaine
servant pour une interprétation des résultats de la cytométrie servant dans le
diagnostic de déficit immunitaire combiné sévere SCID, et I’analyse du
changement des valeurs des cellules immunitaire vis-a-vis les groupes d’age et la
comparaison des valeurs de la population marocaine avec des population

occidentale.

Etudier 1’épidémiologie du SCID dans les différentes populations & travers le
monde et savoir s'il existe une corrélation entre les mutations génétiques les plus
fréquentes, leur mode d'héritage et le taux d'incidence du SCID et la distribution

géographique des cas de SCID.

Identification et analyse du profil clinique, immunologique des patients SCID
marocain et déterminer les caractéristigues majeures du SCID marocain et
comparer les profils des patients SCID au Maroc avec ceux d’autres populations,

Cameroun, USA, Turquie, Hollande et détermination des points de différence.
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MATERIELS ET

METHODES
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Llére Partie : Détermination des valeurs normales chez des enfants
dans une population marocaine

Le nombre de lymphocytes circulants peut augmenter (lymphocytose) lors de certaines
infections telles que la mononucléose ou lors de troubles lymphoprolifératifs tels que la
leucémie lymphocytaire aigué ou chronique, Il peut aussi diminuer (lymphocytopénie)
lors d'infections virales telles que le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) ou lors
de maladies héréeditaires telles que les immunodéficiences primitive (DIP) (Kakar A. et
al., 2011 ; Zinzani, P. L. et al., 2016 ; Locke, Dasu, and Verbsky 2014).

L'interprétation de I'immunophénotypage de routine réalisé par cytométrie en flux dépend
fortement de la comparaison entre les valeurs de laboratoire mesurées sur I'échantillon
testé et les valeurs normales obtenues chez des individus sains (Locke, Dasu, and
Verbsky 2014; McCoy and Overton 1994). Le nombre total de globules blancs, y compris
les lymphocytes, ainsi que la distribution de ses sous-ensembles sont trés variables dans
la population. La premiere enquéte nationale sur la santé et la nutrition (National Heath
and Nutrition Examination Survey) menée aux Etats-Unis a montré que le nombre total
de leucocytes était différent selon I'age (McGrath, Hitchcock, and VanAssendelft 1982).
D'autres études ont également démontré I'effet de I'dge sur les lymphocytes du sang
périphérique (Jiao et al. 2009). Une autre étude a examiné le nombre total de leucocytes
entre les hommes et les femmes de 25 a 71 ans (a intervalles de 5 ans) et a conclu que ce
nombre était significativement différent entre les hommes et les femmes a tous les ages
examinés (Chen et al. 2016). Des différences similaires ont été observées pour les
monocytes et les éosinophiles (Chen et al. 2016). Par conséquent, les valeurs de référence

devraient étre stratifiées en fonction du sexe et de I'age.

Parmi les autres régulateurs bien connus de la réponse immunitaire figurent I'exposition
environnementale, notamment I'exposition prénatale (Duramad, Tager, and Holland
2007), le niveau de nutrition et également I'exposition microbienne ou "I'nypothese de
I'nygiéne” (Bloomfield et al. 2006 ; Lisse et al. 1997). Comme le nombre total de
lymphocytes, ainsi que ses sous-ensembles, peuvent différer d'un pays a l'autre en raison

des variations locales des conditions susmentionnées, de nombreuses études ont porté sur
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des populations ethniques afin d'établir les valeurs de laboratoire de référence R.S.
Kibaya (Lugada et al. 2004; de Moraes-Pinto et al. 2014; Sagnia et al. 2011; Shearer et al.
2003; Tosato et al. 2015).

L'utilisation de valeurs de référence nationales devrait donc améliorer la précision du
diagnostic basé sur la cytométrie en flux. Dans une étude précedente, notre groupe a

établi les valeurs de référence des lymphocytes pour la population adulte marocaine.

Le but de cette partie est d'établir les valeurs de référence normales stratifiées selon I'age
des sous-populations de lymphocytes du sang périphérique pour la population pédiatrique
Marocaine. Pour ce faire, les taux et les valeurs absolus des sous-populations
lymphocytaires T, B et NK ont été mesurés dans le sang périphérique d’enfants sains
Marocains repartis en fonction des leurs ages. Les résultats ont été comparés avec ceux

dans d’autres populations.

o |.1. Patients et échantillons

Patients

Quatre-vingt-trois enfants en bonne santé ont été recrutés a l'unité d'immunologie, des
maladies allergiques et respiratoires de I'népital des enfants de Rabat entre octobre 2005
et mars 2008 et envoyés au Laboratoire d'Immunologie Cellulaire de I'Institut National
d'Hygiene pour une analyse immunologique. Le consentement éclairé des parents a été
obtenu avant d'évaluer les sujets pour I'étude. Chaque individu a fait I'objet d'une
évaluation clinique par un pédiatre afin de confirmer s'il était éligible pour participer a

I'étude.
Critéres d’inclusion : Les patients retenus pour cette étude sont :

- Des enfants ayant un age égal ou inférieur a 12 ans ;
- Les sujets ne souffrant pas de maladies chroniques ou aigues

- Des sujets sont cliniquement normaux,

Criteres exclusion :

- Tout sujet présentant Une infection a VIH ; d’autres déficits immunitaires
secondaires (Hypo protidémie ; malnutrition ; insuffisance rénale chronique ;

hémopathies malignes ; chimiothérapie immunosuppressive, etc...) ; Maladies
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infectieuses ou de troubles immunologiques et hématologiques. ; Antécedents

familiale de déficits immunitaires primitif ; Consanguinité familiale.

Tableau I1. : La distribution des sujets de 1’étude par groupe d’age.

Groupe Groupe | Groupe Il Groupe Il | Groupe IV | Groupe V
Tranche d’age 0alan >la2ans |>2a6ans |[>6al2ans | 12ans
Nombre (N=12) (N=13) (N=17) (N=21) (N=20)

Les échantillons :

Trois types d’échantillons de sang total périphérique ont été prélevés par ponction
veineuse de chacun des 83 enfants. Le premier échantillon de 5mL sur un tube EDTA
(I'acide éthylenediamine-tétraacétique). Le deuxiéme échantillon est prélevé sur un tube

sec et analysés dans les 24 heures suivant le prélevement. Le troisieme sur tube hépariné.

o 1.2. Méthodes

. 1.2.1. Etude immunologique
° I.2.1.1Numération de la formule sanguine
Une analyse quantitative et qualitative des éléments du sang (globules rouges, globules
blancs et plaquettes sanguines) a été réalisée pour tous les sujets de I’étude sur le méme

prélevement sanguin EDTA. Les mesures sont réalisées sur un automate Beckmann

Coulter

° 1.2.1.2. Dosage des immunoglobulines par néphélométrie

Pour chaque sujet de I’étude, un dosage pondéral des immunoglobulines (IgA, IgG, IgM)
est aussi réalisé par technique néphélométrie sur le sérum récupéré a partir du sang
prélevé sur le tube sec. Les mesures sont réalisées sur I’automate NEPHSTAR®

Immunoglobulin (IgA, 1gG, IgE) Kit.

e Principe

L’immuno-néphélémétrie consiste en la mesure de la lumiere diffusée par des complexes

insolubles formés par la réaction entre une protéine spécifique dans les échantillons et
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son antisérum respectif, la quantité de lumiére diffusée étant directement proportionnelle
a la concentration de la protéine étudié a condition que I'antisérum soit en exces. Les
concentrations sont automatiquement calculées par référence a une courbe d'étalonnage
stockée dans l'instrument. La néphélométrie laser permet le dosage de nombreuses
protéines dans le serum humain, elle est automatisée, ce qui permet le dosage de

nombreux échantillons simultanément Figure 21.

Cuvette avec
Lentille echantillon

Lumiére émise
-— -

@) H1+—

Source lumineuse

Lumiére diffusée/dispersée
Filtre

; Détecteur de
A | lumiére

Figure 21. Principe de la technique néphélométrie : Le systeme de néphélométrie mesure
I'intensité de la lumiére dispersée a un angle de 90° par rapport au trajet de la lumiére
incidente. Cette méthode est particulierement bien adaptée pour les mesures de faible
turbidité (Nephstar Catalog 2007)

e Prélévement et préparation des échantillons

Les échantillons de sang sur tube sec sont laissés pour coaguler naturellement. Les
sérums sont séparés dés que possible pour éviter I'hémolyse. Les sérums peuvent étre
conservés a 2-8°C pendant 48 heures, sinon ils sont congelés a -20°C. Les dilutions
d'échantillons doivent étre fraichement préparées le jour du test. L'analyse des types de

sérums suivants peuvent donner des valeurs trompeuses :

Echantillons hautement lipidiques, turbides et hémolysés : ne sont pas adaptés aux
tests de néphélométries et ne doivent pas étre utilisés. Car ¢a ne convient pas aux
tests de néphelomeétries et ne doivent pas étre utilisés a moins d'étre centrifugés ou

prépares selon d'autres méthodes.
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Echantillons contenant des facteurs rhumatoides : Des para-protéines ou des
immunocomplexes circulants peut entrainer des valeurs trompeuses en raison de

la diffusion non spécifique de la lumiere éventuellement générée par ces articles.
e Procédure du teste

Les étapes de préparation et lecture d’un échantillon par néphélométrie sont décrite dans

la figure 22.

Aprés dilution de I’échantillon au 1/11 (par exemple 400ul de diluant d'échantillon +
40ul d'échantillon).Préparez une cuvette pour chaque échantillon a doser.

Placer un barreau d'agitation sur la cuvette en utilisant la pincette, puis
ajouter 40ulL d'échantillon dilué au fond de la cuvette et Placez la cuvette
dans la chambre.

Ajoutez simultanément 400 uL de tampon de réaction Ig et 40 uL d'antisérum
Ig dans la cuvette.

Figure 22. Schéma des étapes de préparation et lecture d’un échantillon par

néphélométrie.
e Interprétation des résultats

L’interprétation des résultats de concentrations des immunoglobulines se fait par
comparaison avec les concentrations normales (valeurs normales) de chaque tranche
d’age (Tableau I11).



Tableau 111 : Valeurs normales des Immunoglobulines A, G, M en fonction de 1’age

selon ’IFCC (International Federation of Clinical Chemistry) (Bertrand et al. 2010).

Age ‘g6 le/L) IgA (/L) | 1gM (g/L)
lgG totaux | IgG1l lgG2 1gG3 lgG4

0-1m 6.2-13 |2.4-10.6|0.87-4.1|0.14-0.55 | 0.039-0.56 | 0.07 — 0.22 | 0.04 — 0.65
1-6 m 2.9-8.6 | 1.8-7.0 | 0.34-2.1|0.14-0.80 | 0.017-0.36 | 0.1-0.62 |0.25—0.85
6m—-1an | 2.4-4.4 | 2.0-7.7 |0.34-2.3|0.15-0.97 | 0.012-0.43 | 0.27—0.86 | 0.34—1.14
1-3ans | 3.4-6.2 | 2.5-9.0 |0.38-2.8|0.14-1.20 | 0.011-1.06 | 0.33 — 1.22 | 0.48 — 1.43
3-9ans | 4.8-9.0 [3.5-10.8|0.63-4.1|0.13-1.42 | 0.015-1.89 | 0.41—1.57 | 0.54 — 1.53
9-12ans | 6.2—11.5 | 4.0-11.5 |0.98-4.8 | 0.15-1.49 | 0.030-2.10| 0.5—1.7 |0.55—1.55
12-18ans| 6.6—12.2 |3.7-12.8|1.06-6.1| 0.18-1.63 | 0.035-2.30 | 0.56 — 2.03 | 0.57 — 1.62

Adulte | 6.6-12.8 |4.9-11.4|1.50-6.4 | 0.20-1.10 | 0.080-1.40| 0.7 -3.4 0.5-2.1

) 1.2.1.3 Immunophénotypage des sous populations lymphocytaires par

cyrtométrie en flux

Un immunophénotypage des sous populations lymphocytaires a été réalisé pour les 83
enfants sur un tube de prélevement avec anticoagulant EDTA par cyrtométrie en flux en
utilisant (BD Trucount Tube) et sur un cyrtometre FACS Canto Il (BD) qui possede 2

lasers et lit 6 couleurs.
e Principe

Le principe de la cyrtométrie en flux repose sur I’analyse multiparamétrique d’une
suspension de cellules entrainées dans un flux liquide et qui défilent a grande vitesse
devant le faisceau d’un ou plusieurs lasers. Lorsque du sang total est ajouté au réactif, les
anticorps Marques au fluorochrome se lient specifiguement aux antigenes portés par les
leucocytes. Pendant I'acquisition, les cellules passent devant le faisceau laser et diffusent
la lumiére laser. Les cellules marquées deviennent fluorescentes. Ces signaux de

diffusion de méme que la longueur d’onde et I’intensité de fluorescence, détectés par
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I'instrument, fournissent des informations sur la taille de la cellule, sa complexité interne,

et aussi sur la présence et la densité des antigenes portés par ces cellules.

e Echantillon et réactifs
Echantillon

Sang totale prélevé sur tube EDTA un minimum de 50 pL de sang total est nécessaire

pour cette procédure.

Le sang anti-coagulé conservé a la température ambiante (20°C-25°C) doit étre marqué
dans les 24 heures suivant le préléevement et analysé dans les 24 heures suivant le

marquage.
Réactifs

Les anticorps fluorescents spécifiques des marqueurs cellulaires des lymphocytes T, B et
cellules NK : anti-CD45, (PerCP) ; anti-CD3, (FITC) ; anti-CD4, (PE-Cy7) ; anti-CDS8,
(APC-Cy7) ; anti-CD19, (APC) ; anti-CD16/56, (PE)

La solution de lyse des globules rouges (FACS lysing solution ; BD) contient du di
éthyléne glycol et du formaldéhyde).

Des tubes BD Trucount contiennent chacun un culot lyophilisé de billes fluorescentes

dans un tube a usage unique. (Utilisés avec une procédure spécifique de lyse/no Wash).
e Mode opératoire

Marquage des cellules (figure 23)
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Agitation et
incubation

Pour chaque patient, étiqueter un tube BD Trucount ou Falcon avec le numéro
d'identification de I'échantillon, avant d'utiliser un tube BD Trucount, vérifiez que le culot de
billes BD Trucount est intact.

Déposer 20 pl de la mixture des anticorps monoclonaux fluorescents dans le fond du tube.

Par technique de pipetage inverse pour une bonne précision, deposer 50 uL de sang total
dans le fond du tube. Et éviter d'étaler le sang sur les paroies du tube.

Boucher le tube et mélanger délicatement au vortex. Incuber pendant 15 minutes dans
I'obscurité a température ambiante (20°C-25°C).

Ajouter 450 ul de la solution de lyse dans le tube. Prendre soin de protéger les tubes de la
lumiére directe. Effectuer la procédure a température ambiante (20°C-25°C).

Bouchez le tube et mélangez doucement avec un vortex. Incuber pendant 15 minutes dans
I'obscurité a température ambiante (20°C-25°C). L'échantillon est maintenant prét a étre
analysé sur le cytometre de flux.

Figure 23 : Schéma de la procédure de marquage des cellules avant lecture au cytometre.

e Lecture au cyrtometre

La lecture sur le cytométre se fait par étape : Tableau (1V) et (Figure 24)

1. Détermination de la population lymphocytaire en se focalisant par le leuco-gate (CD45
contre SSC-A).
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2. Les lymphocytes T CD3" et T helper CD3", CD4" sont ensuite déterminés par la dot plot
(CD3 vs CD4) sur les lymphocytes

3. Les lymphocytes T cytotoxiques T CD3*, CD8" sont aussi déterminés par le dot plot
(CD3 vs CD8) sur les lymphocytes.

4. Les lymphocytes B et NK sont identifiés sur les lymphocytes aussi mais par les dots plots
(CD3 vs CD19) et (CD3 vs CD1656+).

Tableau IV : liste des dots plots utilisés pour chaque population a déterminer

Dot Plot Population détermineés
CD45 vs SSC-A Lymphocytes
CD3 vs CD4 Lymphocytes T CD3", CD4"
CD3vs CD8 Lymphocytes T CD3", CD8"
CD3vs CD19 Lymphocytes B
CD3 vs CD16+CD56 Lymphocytes NK
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e Calcul des nombres absolus

En cas d'utilisation du logiciel BD FACS-Diva ou par le logiciel FlowJo, les résultats
indiquent les cellules positives en pourcentage des lymphocytes. Dans le cas d’utilisation
de plate-forme unique, le calcul des numérations absolues se fait directement en utilisant
le compte des billes prealablement introduites dans la suspension cellulaire (Truecount).

Le logiciel calcule alors le nombre de cellules positives par microlitre de sang (comptage

absolu).
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Les comptes absolus sont calculés en utilisant la formule suivante

vineatents dass b poplatin celllaive Serkstett

X = nomhre ahsel d cellles & b pulatica

FEvenentents daws fa région dy nombre absaln de perles  volume de fest

Meéthode de calcul (Dual Platform)

Le calcul du compte absolus des sous-population lymphocytaire peut aussi étre déterminé
en utilisant, le pourcentage de la sou population en question déterminé par le cytométrie
sur la base du nombre absolu de lymphocytes déterminé par un analyseur hématologique

ou par d'autres moyens.
e Interprétation des résultats
Les résultats des count absolus des sous population lymphocytaires sont comparé selon

I’age a des valeurs normales. Pour toute valeur basse, 1’analyse est refaite pour une

confirmation sur un nouveau prélevement (Tableau V) :

Tableau V :Valeurs normales des sous-populations lymphocytaires (103 /uL) en

fonction de I’age (Shearer et al. 2003).

po::::‘;on 0 -3 mols 3.6mols | 6-12 mols 1-2ans 2-6ans 6-12ans | 12-1Bans
GB 7.20-13.00 6.70-14.00 | 6.40-13.00 | 6.40-12.00 | 5.20-11.00 | 4.409,50 | 4.40-8.10
Lymphocytes 3.40-7.60 3.90-9.00 | 3.40-5.00 3.60-8.90 | 2.30-540 | 1.90-3.70 | 1.40-3.30
(1?0‘3 2.50-5.50 2.50 -5.60 1.90 -5.90 2.10 -6.20 1,40 -3.70 1.20-2.60 1.00 -2.2[’;1
LB CD19 0.30-2.00 0.43-3.00 | 0.61-260 | 0.72-2.60 | 0.39-1.40 | 0.27-0.86 | 0.11-0.57
NK CD16/56 0.17-1.10 0.17-0.83 | 0.16-095 | 0.18-092 | 0.13-0.72 | 0.10-0.48 | 0.07-0.48
LT Coa 1.60 -4.00 1.80 -4.00 1.40 -4.30 1.30 -3.40 0.70-2.20 | 0.65-1.50 | 0.53-1.30
LY CD8 0.56-1.70 0.59-1.60 | 0.50-1.70 | 0.62-2.00 | 049-1.30 | 0.37-1.10 | 0.33-0.92

IVV.2.5.1 Quantification de I'activité du Burst oxydatif des monocytes et des

granulocytes

Pour certains de nos patients un test d’explosion oxydatif des granulocytes est réalisé. Ce
test permet la détermination quantitative du Burst oxydatif leucocytaire dans le sang total
hépariné. Il utilise des bactéries opsonisées non marquées (E. coli) et le 12-myristate 13-
acétate de phorbol (PMA) en tant que stimulants. La dihydrorhodamine 123 (DHR) est

utilise comme sonde fluorescente en présence de H,O, produit de I’explosion oxydative.
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Ce test détermine ainsi le pourcentage de cellules phagocytaires qui produisent des
oxydants réactifs (conversion de DHR 123 en R 123) et leur activité enzymatique
(quantité de R 123 par cellule). L’évaluation de l'activité du Burst oxydatif doit étre
réalisée par cytométrie de flux.

e Principe

La phagocytose par les neutrophiles poly morpho-nucléaires et les monocytes constituent
un bras essentiel dans la défense de I'h6te contre les infections bactériennes ou fongiques.
Le processus phagocytaire peut étre séparé en plusieurs étapes majeures : chimiotaxie
(migration des phagocytes vers les sites inflammatoires), I'attachement des particules a la
surface des cellules des phagocytes, l'ingestion (phagocytose) et la destruction
intracellulaire par mécanismes dépendants de I'oxygene (explosion oxydative) et
indépendants de 1’oxygéne. PHAGOBURST est un test qui permet la détermination
quantitative du Burst oxydatif des leucocytes. Utilisant des bactéries E. coli opsonisées
non marquées en tant que stimulus particulaire, la protéine kinase en tant que stimulus
particulaire, le ligand de la protéine kinase C, le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA)
comme stimulus élevé, et le peptide chimiotactigue N-formyl Met Leu Phe (fMLP)
comme stimulus physiologique faible, la dihydrorhodamine (DHR) 123 comme substrat
fluorogene. Lors de la stimulation, les granulocytes et les monocytes produisent des
métabolites réactifs de I'oxygéne (anion superoxyde anion, peroxyde d'hydrogene, acide
hypochloreux) qui détruisent les bactéries a I'intérieur du phagosome. La formation des
oxydants réactifs au cours de l'explosion oxydative peut étre surveillée par I'ajout et
I’oxydation DHR 123. La réaction est arrétée par I'addition d'une solution de lyse, qui
élimine les érythrocytes et entraine une fixation partielle des leucocytes. Apres une étape
de lavage avec la solution de lavage, la solution de coloration de I'ADN est ajoutée pour
exclure les artefacts d'agrégation des bactéries ou des cellules. Le pourcentage de cellules
ayant produit des radicaux réactifs de I’oxygene sont ensuite analysés ainsi que leur
intensité de fluorescence moyenne (activité enzymatique). En résumé, la phagocytose et
la digestion qui en découle sont un processus multi-étape et multifactoriel (Sawyer, D.W.,
Donowitz 1989 ; Male, D. et al., 2007).
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e Echantillons et réactifs
Echantillon
Le sang total sur tube de prélévement sanguin contenant de 1’anticoagulant héparine.
Réactifs

REACTIF A : De solution de lavage

REACTIF B : Suspension d'E. coli stabilisée et opsonisées

REACTIF C : Le peptide chimiotactique fMLP

REACTIF D : Du phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA)

REACTIF E : Le substrat contenant de la dihydrorhodamine 123

REACTIF F : solution de lyse aprés dilution 1 : 10

REACTIFG : Solution de coloration de I'ADN pour la discrimination

cytométrique des bactéries lors de lI'analyse des leucocytes
e Procédure du test
Préparer les réactifs
Préparer le bain de glace.
Préchauffer le bain-marie a 37 °C (contr6le précis de la température !).
. Allumer et calibrer le cytométre en flux.
Mise en place du Burst oxydatif :

En suivant les étapes dans (Figure 25) et (I’annexe 1) les cellules dans 1’échantillon
seront activées en présence de stimulant puis mis en contact avec un substrat pour une
oxydation avant d’étre lysé et fixé. Aprés, une coloration d’ADN la réaction est mesurée

sur un cytometre en flux
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Figure 25. Etapes de la Mise en place du Burst oxydatif

e Analyse cytométrique en flux

Les cellules sont analysées par cytométrie en flux en utilisant la lumiere d'excitation bleu-

vert (laser a ions d'argon de 488 nm).
Mesure

Pendant l'acquisition des données, une porte "gate" est mise en place dans I'histogramme
de fluorescence rouge sur les événements qui émettent le méme niveau de fluorescence
sur ce canal témoignait, ainsi d’'un méme contenu d’ADN. Ce sont les leucocytes ;
Cellule diploide humaine (c'est-a-dire exclusion des agrégats de bactéries. Voir (la
figure 26.A). 1l est également possible d'exclure les bactéries en utilisant le
déclenchement de la fluorescence dans le canal FL2 ou FL3.Collecter 10 000 & 15 000
leucocytes par echantillon (Figure 26).

Evaluation des données

Le pourcentage de cellules ayant produit des métabolites réactifs de I'oxygeéne
(recrutement) est analysé ainsi que leur intensité de fluorescence moyenne (quantité de
substrat clivé, activité). Pour cela, le cluster des neutrophiles est gaité dans le diagramme
de dispersion (lin FSC vs lin SSC) et son histogramme de fluorescence verte (FL1) est
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analysé voir (Figure 27). Pour cela, utilisez I'échantillon témoin pour définir un
marqueur pour la fluorescence-1 (FL1) de sorte que moins de 1-3% des événements sont
positifs. Le pourcentage de cellules positives dans les échantillons de test peut alors étre
déterminé en comptant le nombre d'événements au-dessus de cette position du marqueur.
La fluorescence moyenne est en corrélation avec la quantité d'oxydation par leucocyte

individuel.

2
- | test sample
stimulation with E.coll bacteria

-Leukocytes - control sample (ne stimulation)

w

FL1H
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' I 1
- Bacteria - ‘A*
B A - -
W B R T el

10° 10’

Events

15

1¥] SSCH

Figure 26: Affichage recommandés d'histogrammes/tracés de points pendant
I’acquisition des données (voir figures A, B, C). Typiques Graphiques FSC/SSC et
histogrammes FL1 de I’essai d'éclatement oxydatif (temps d'incubation de 10 + 10 min a
37 °C). A le gate sur I'ADN des leucocytes (histogramme FL2) ; B Dot plot lin SSC / log
FL1 du contrble d’échantillon (pas de stimulation) ; C Dot plot lin SSC / log FL1 de
I'échantillon testé (stimulation avec la bactérie E. coli).
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Figure 27. Les histogrammes des échantillons de contrdle sont présentés a gauche (voir
figures A - F). A Graphique au typique gate FSC/SSC, sur les granulocytes, stimulation
avec des bactéries E. coli; B Histogramme typique de FL1, porte fixée sur les
granulocytes, stimulation avec des bactéries E. coli ; C Graphique typique FSC/SSC, gate
réglée sur les granulocytes, stimulation avec PMA ; D Histogramme typique de FL1, gate
réglée sur les granulocytes, stimulation avec PMA.

e Interprétation des résultats

L’activité de 1’explosion oxydative des granulocytes et des monocytes est déterminée
aprés comparaison avec la fourchette déterminée sur des échantillons de sang total
hépariné des sujets sains.

65



TableuVI : fourchettes normales de I’activit¢é des granulocytes et monocytes sur

différents stimulus.

Type de cellule Stimulus % d'oxydation des Geo Mean FL1
Cellules
Granulocytes E. coli 97-100 150-500
PMA 98-100 300-1000

Analyse statistique

Les résultats (nombres absolus) ont été calculés par Excel (Microsoft) et des tests
statistiques de normalité ont été effectués a l'aide du test de Kolmogorov-Smirnov et du
test de Shapiro-Wilks. Une transformation algorithmique a été effectuée a l'aide de SPSS
20.0 afin de réduire I'asymétrie. (W.Q. Meeker, G.J. Hahn, and L.A. Escobar, Wiley,
Hoboken 2017). Nous avons fixé la proportion a inclure a 0,90 [bilatéral, comparable aux
points percentiles (p) 5 et 95] avec un niveau de confiance de 0,95. Les limites de
tolérance ont été calculées avec Minitab 18 et les valeurs de log-transformation ont été
retransformées en valeurs originales. Les valeurs moyennes, médianes, maximales et
minimales, ainsi que les différences significatives entre les sous-ensembles de

lymphocytes des différents groupes ont eté calculées a I'aide de Prism 8.0 (GraphPad).

Il. 2émePartie : Etude de I’épidémiologie régionale du SCID

dans le monde

Le SCID représente 8,74% des PID dans la population marocaine comme indiqué dans le
premier rapport sur le registre marocain (A. Bousfiha et al. 2015). Il représente 8,2% des
PID dans la population tunisienne (Mellouli et al. 2015), et 5,7% des PID dans une étude
espagnole (Matamoros Flori et al. 1997). Bien qu'il n'y ait pas de grandes différences

entre ces populations méditerranéennes, il est néanmoins difficile de définir avec
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précision la prévalence du SCID dans des pays comme le Maroc en raison du déces
précoce fréquent des patients avant leur diagnostic. Le pourcentage de SCID est
significativement plus élevé (21,1%) dans la population iranienne (Aghamohammadi et
al. 2014). 1l a également éte signalé qu'en Iran, la prévalence du SCID non diagnostiqué
était extrémement élevée (Bahrami et al. 2020). Dans les pays ou les mariages
consanguins sont frequents, l'incidence du SCID autosomique récessif peut étre plus
élevée (Tasher and Dalal 2012) (Saleem et al. 2013 ; Suliaman, Al-Ghonaium, and Harfi
2006), bien que le SCID lié au chromosome X soit la forme la plus courante dans le

monde.

L'incidence du SCID est estimée & 1 pour 40 000-100 000 naissances Vivantes aux Etats-
Unis. Cependant, dans certains pays, l'incidence peut atteindre 1 pour ~3 000 naissances
vivantes. A la lumiére des différentes mutations génétiques qui causent le SCID, de leur
mode d'héritage et de la variation frappante du taux d'incidence dans différents pays, nous
avons cherché a savoir s'il existe une corrélation entre les mutations génétiques les plus
fréquentes, leur mode d'héritage et le taux d'incidence du SCID et la distribution
géographique des cas de SCID. Nous avons choisi arbitrairement des pays représentatifs
de 12 régions du monde et avons étudié la littérature pour répondre a cette question. Nous
avons également inclus le SCID atypique et le syndrome d'Omenn dans notre rapport,
lorsqu'ils ont été rapportés séparément, ou nous parlons de SCID lorsque nous faisons
référence au SCID atypique et au syndrome d'Omenn ensemble. Pour cela Nous avons
conduit une recherche bibliographique sur google scholar et PubMed, en utilisant les
mots-clés « incidence », « prévalence » et « sévéere combine immunodéficience », pour
collecter les informations les plus récentes et les plus pertinentes concernant la
prévalence et I’incidence des SCID ou méme le pourcentage des SCID dans les DIP dans
les populations ou I’incidence et la prévalence des SCID n’est pas pu étre encore
déterminé. Nous avons été concentrés sur les plus importants anciens et récents articles et
registre publiés de chaque pays. Nous avons sélectionné et retenu en priorité les articles
concernant des registres internationaux couvrant des continents (Europe, Asie, Amérique
du Sud, Afrique, Australie/Nouvelle Zélande, Iran et Japon), La plupart des données
disponibles sur 1’épidémiologie des SCID et PID sont tirées des registres et les articles
identifiant 1’incidence ou la prévalence des SCID et PID a partir d’utilisation des T reg a

la recherche de données actualisées ainsi les genes les plus détectés dans chaque pays.
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Nous avons a la fin contribué a une comparaison entre les estimations des différentes et

incidences et prévalences au monde

3emePartie : Caractérisation et etude des patients SCID au

Maroc

L'immunodéficience combinée sévere (SCID) est un ensemble génotypique et
phénotypique hétérogéne d'immunodéficiences primaires heéréditaires (DIP). Sa
prévalence dans le monde est estimée a 1 pour 50 000 a 100 000 naissances vivantes
(Tasher and Dalal 2012) Le SCID est considéré comme une urgence pédiatrique
potentiellement mortelle. Les enfants SCID sont normaux lors de I'accouchement et
commencent a souffrir d'infections séveres dés le premier mois de leur vie. Les infections
respiratoires, le retard de croissance, la diarrhée chronique, la candidose orale persistante,
la pneumonie et la septicémie sont les manifestations les plus courantes chez les patients
SCID (R. H. Buckley 2000; Reust 2013) La transplantation de moelle de donneurs
apparentés HLA-identiques ou haplo-identiques dépourvus de cellules T est un traitement

qui sauve la vie des patients atteints de tout type de SCID.

Les SCID peuvent résulter de mutations dans plusieurs génes essentiels a la
différenciation des cellules T et sont associés de maniére variable a un développement
anormal des cellules B et/ou NK. Les immunodéficiences SCID peuvent étre classées
selon la présence ou l'absence de cellules B et NK dans le sang périphérique en T-B-NK-
ou T-B-NK+ et T-B+NK- ou T-B+NK+. Le SCID T-B-NK- est le plus souvent associé a
des mutations ADA (adénosine désaminase) ou AK (adénylate kinase), c’est une maladie
autosomique récessive. Le SCID T-B-NK+ est associée a des mutations, notamment
RAG1 et RAG2, qui affectent la recombinaison V(D)J, essentielle a la fonctionnalité des
récepteurs des lymphocytes T (TCR). D'autres mutations connues qui entrainent le SCID
T-B-NK+ sont Artémis et DNA-PKcs. Le T-B+NK- SCID est fréquemment causé par des
mutations affectant la chaine commune des récepteurs I1L-2, 4, 7, 9 et 15 qui signale par
I'intermédiaire de la tyrosine kinase JAKS3. Il s'agit d'une maladie héréditaire liée au
chromosome X. Cependant, les mutations de JAK3 peuvent également donner lieu a une

maladie T-B+NK similaire, qui est autosomique récessive. Le SCID T-B+NK+ comprend
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des maladies causées par des mutations de I'IL-7R, de la coronine 1A, du CD45, du
CD3D, du CD3E et du CD3Z. Enfin, il existe des SCID avec des cellules T résiduelles.
Des mutations dans des genes qui fonctionnent aprés le développement des cellules T
comme I'ADN ligase IV, CD3G, CD8, IL-2R, p56LCK, ZAP70, STAT5, FOXN1,
DOCKS, CD40, CD40L ou des déficiences dans les genes codant pour le CMH de classe

| ou le CMH de classe Il caractérisent typiquement cette forme (Tasher and Dalal 2012)

Dans le cadre de sa mission d'exploration immunologique du DIP cette partie de notre
travail a pour objectif d’étudier et analyser le profil clinique, immunologique des patients

SCID marocain et déterminer les caractéristiques majeures du SCID au marocain.

I11.1 Laboratoire d’immunologie

cellulaire (ImmcCell)

Le laboratoire d’immunologie cellulaire (ImmCell) a Dinstitut nationale d’hygiene
premier laboratoire spécialisé dans le diagnostic des DIP par Cytométrie en flux au
Maroc ; la création du laboratoire a commencé en 2008 et recoit des patients suspectés de
déficit immunitaire primitif des différents centres hospitaliers du Maroc

I11.2 Collecte des données

Depuis la création du laboratoire ImmCell en 2008 une fiche de prescription est remplie
pour chaque patient suspecté de DIP et destiné pour une exploration phénotypique des
sou populations lymphocytaires. Cette fiche renseigne sur toutes les informations
nécessaires pour poser un diagnostic de DIP voire fiche de prescription (Annexe 2). La
fiche a été développée en collaboration avec les pédiatres spécialisés en DIP est remplie
par le médecin ou résident en charge du patient, des suspicion d’un DIP. Pour les patients
SCID une fiche de diagnostic plus détaillé a était remplie et validée voire la fiche de
diagnostic des SCID (Annexe 3).

I111.3 Base de données
Une base de données informatisée sur une feuille de Microsoft Excel® a été créé en
2008, basée sur les données récoltées des patients. Contenant le nom et prénom du

malades, le sexe, I’4ge, la date et type du prélévement, les résultats de formule sanguine

NFS spécifiguement celui des leucocytes et lymphocytes, les résultats du dosage
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pondérale (IgA, IgE, 19G), les résultats du phénotypage des sous populations
lymphocytaire (T, B, NK).

I11.4 Analyse des patients de la base de

donneées et leurs diagnostics

1040 patients suspecté d’avoir un Déficit Immunitaire Primitif étaient enregistrés dans la
base de données informatisé du laboratoire ImmCell entre (2008-2019) ont été analysés
par des pédiatres experts en DIP, les patients DIP a été diagnostiqués comme tel en se
basant sur les critéres biologiques, cliniques et familiales de la derniére classification du
comité d’expert de I’IUIS. Pour chaque patient diagnostiqué, les données cliniques et les
résultats biologiques, sérologie HIV, NFS, dosage pondérale, sous typage lymphocytaire,

ainsi que I’historique familiale sont analysés
1.5 Patients SCID
[11.5.1 Diagnostic

Le diagnostic de SCID a été établi sur la base du profil clinique, notamment le retard de
croissance, les infections a répétition, le muguet buccal, la pneumonie et d'autres
caractéristiques cliniques du SCID. Les sujets de I'étude ont éte sélectionnés pendant une
période de 10 ans, de 2008 a 2018, parmi les patients admis a l'unité d'immuno--
allergologie et des maladies respiratoires de I'ndpital d'enfants de Rabat et référés au
laboratoire ImmCell de I'Institut national d'hygiéne pour la détermination des sous-
populations lymphocytaires. Les informations sur les manifestations cliniques, les
antécédents familiaux de SCID et la consanguinité ont été recueillies a partir des dossiers
médicaux archivées al hopital d’enfant Rabat. Les diagnostics confirmés de SCID ont été
établis par les pediatres sur la base du profil clinique, des antécédents et de la faible

numération lymphocytaire.

I11.5.2 Analyse des données et statistiques

Le nombre de cellules des patients SCID a été exprimé sous forme de médiane (min-
max). Les résultats on était analysé, via le programme de Microsoft Excel®. L'analyse
statistique a été réalisée a l'aide du logiciel SPSS 20.0. Le test non paramétrique de

Kruskal-Wallis a été utilisé pour déterminer les différences de prédominance, de
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caractéristiques biologiques et cliniques entre les groupes de sujets de I'étude. Les valeurs
p < 0,05 ont été considérées comme statistiguement significatives. Les graphes ont été

préparés par le logiciel Adobe Illustrator®

I11.5.3 Stratégie de gate pour classification des patients
SCID :

Des exemples representatifs de la stratégie de sélection et de Il'identification de sous-
ensembles lymphocytaires spécifiques dans les cas de non-PID, T-B+NK-, T-B+NK+, T-

B-NK- et T-B-NK+ sont présentés dans la figure ci-dessous voir (Figure 28).
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Figure28. Stratégie de gate fixée pour les patients SCID, Les pourcentages de chaque
sous-population lymphocytaire fixés sont directement donnés par le logiciel d'analyse. La
valeur absolue de la sous-population a été déterminée en rapportant le nombre de cellules

acquises au volume calculé en utilisant une concentration connue de billes True Count®.
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1°" Partie : Détermination des valeurs normal des enfants dans une population

marocaine

V.1 Résultats

IVV.1.1 Détermination des valeurs absolues et relatives du

sous-ensemble de lymphocytes (T, B, NK) chez les

enfants marocains.

Les valeurs absolues et relatives du sous-ensemble de lymphocytes (cellules T CD3+,
cellules T auxiliaires (CD3+CD4+), cellules T cytotoxiques (CD3+CD8+), cellules B
(CD3-CD19+) et cellules NK (CD3-CD16+ et/ou CD56+), y compris la médiane,
moyenne sont présentées dans le (Tableau VII) et le (Tableau VIII), respectivement.

Les valeurs fournies dans ces tableaux représentent une probabilité que 90 % des enfants

en bonne santé se situent dans cette fourchette.

Table VII : Valeurs absolus de sous-ensembles lymphocytaires (T, B, NK)

Lymphocytes GROUPES D’AGE
Group | Group 11 Group I Group IV Group V
N=11 N=13 N=17 N=21 N =20
Median Mean Median Mean Mean Mean Mean
X (5" to 95™ [nx (5" to 95™ Median | (5™to 95" | Median | (5"to95" | Median | (5" to 95"
1091] percentile) 1091] percentile) [nx10%L] | percentile) | [nx 10%L] | percentile) | [nx 10%L] | percentile)
[nx10%L] [nx 10%L] [nx10%L] [nx10%L] [nx10%L]
6 6.22 2.69 243 1.058
CD3+ 630 | 3579 | %9 | (29 1000) 290 1 920-5020)| 280 | (09-490) | 081 (0.8-43)
43 3.94 161 134 053
CD4+ 420 20 61) 3.80 19 63) 1.80 050,21 1.60 08-21) 044 | 013" 1.45)
1.35 2.40 0.95 0.87 0.31
CD8+ 125 1 090-22) | %1% | (0.90-360) L1001 g30-18) | 990 | (030-160)| %% | (0.08-0.75)
2.12 2.29 1.23 061 0.12
CD19+ 203 | (046-363) | 2% | (0.95-372) 124 | 05a-203) | 982 | (021-008) | %M | (0.05-022)
0.64 0.62 048 033 0.11
CD16+56+ 044 | 0o05-164) | %% | (017-144) 053 | (017-098) | %% |(12-065 | %% | (0.02-0.33)
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Tableau VIII. Les valeurs relatives (%) des sous-ensembles de lymphocytes (T, B,

NK).
GROUPES D’AGE
LY\'%;OC Group | Group Il Group I Group IV Group V
N=11 N =13 N =17 N=21 N =20
Mean Mean Mean Mean Mean
Median (5" to 95™ Median (5" to 95 Median (5" to 95 Median (5" to 95™ Median (5" to 95™
% des percentile) % des percentile) % des percentile) % des percentile) % des percentile)
lymphocytes % des lymphocytes % des lymphocytes % des lymphocytes % des lymphocytes % des
lymphocytes lymphocytes lymphocytes lymphocytes lymphocytes
75.43 66.18 59.21 67.33 70.68
CD3+ 75.00 (54.4 - 92) 6618 | 5150-80.00)| 9921 | (3870-7690) | 7 | (as4a-8e67)| 708 | (46.03-81.90)
57.39 42.27 35.20 36.84 35.91
CD4+ 50.60 357-968) | 138 | (3048-5854)| 3036 | (1035-4615)| 6% | (2020-5420)| 358 | (2564-49.88)
17.69 25.05 20.95 23.71 25.50
CcD8+ 1640 | 940-2620) | 290 | (1636-3780)| 2170 |(1136-3023)| 2220 | (1500-3556)| 2°80 | (10.90-41.12)
27.34 26.63 28.03 19.25 11.11
CD19+ 23.30 (8.7- 43.20) 2156 | (760-3801) | 2977 |(1385-4136)| 1990 | (467-.4330) | 1028 (6.85-17.70)
CD16+ 8.56 6.67 12.64 9.15 8.60
56+ 4.90 (0.94 - 21.86) 7.06 (139-1200) | 1099 | 0g3-33.04) 9.04 (3.75 - 20.00) 7.86 (2.43-16.18)

IV.1.2 Comparaison de I'évolution du nombre et
pourcentages de lymphocytes et de ses sous-

ensembles entre les groupes de jeune age

Les analyses de I'évolution du nombre de sous-populations lymphocytaires dans le sang
périphérique avec I'dge a montré en généralement un changement du nombre de cellules
lymphocytaire en fonction de 1’age (Figure 29). Cependant cette évolution n’a montré
aucune différence statistiguement significative dans les cellules CD3+ entre le groupe | et
Il ou entre le groupe 111 et le groupe IV. Néanmoins, une réduction significative associée
a I'age a été observée lorsque le groupe | ou le groupe Il était comparé au groupe 11, au
groupe 1V ou au groupe V et méme lorsque le groupe Il ou le groupe IV était comparé
au groupe V (Figure 30A). Des résultats identiques ont été obtenus pour la population
CD3+CD4+ (Figure 30B). Les nombres des cellules CD3+CD8+, ont montré une
augmentation statistiquement significative des nombres totaux du groupe | au groupe II.
Cependant, il n'y avait pas de différences significatives entre les groupes I et Il ou entre
les groupes | et IV. Des différences significatives ont de nouveau été notées lorsque le
groupe | a été comparé au groupe V. Le groupe Il était significativement différent des
groupes 11, 1V et V. Les groupes Il et 1V étaient egalement significativement différents
du groupe V. Ces résultats indiquent que le nombre de cellules CD3+CD8+ augmente
temporairement entre les &ges de 1 et 2 ans, avant de diminuer des &ges supérieurs a 2 ans

(figure 30C). Pour les cellules B CD19+, nous avons noté qu'a I'exception du groupe | et
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du groupe II, il y avait des différences statistiguement significatives. Ces résultats
suggerent que les cellules B diminuent apres I'age de 2 ans (Figure 30D). Enfin, lorsque
le nombre de cellules NK a été comparé entre les ages, nous n‘avons observé aucune
différence significative entre les groupes, a I'exception du groupe | par rapport au groupe
V, du groupe Il par rapport au groupe V et du groupe Il par rapport au groupe V. Ces
résultats indiquent que le nombre de cellules NK diminue aprés I'age de 12 ans (Figure
30E).

Nombre absolu de lymphocytes

B_
— CD3
— CD4
© — CD8
— CD19
— CD56+16

0 T T T T
0-1 1-2 2-6 6-12 =12

Groupes d'age

Nombres absolue de cellules
-
[

Figure 29 : Graphique du changement du nombre absolu des lymphocytes en fonctions
de I’age 1 : (0-1 an),2 : (1-2 ans),3 : (2-6ans),4 : (6-12 ans),5 : (12ans-Adults)
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Figure 30. Nombre de sous-ensembles lymphocytaires indiqués dans le sang des
donneurs marocains en fonction de I'dge. Données médianes et indépendantes pour le
nombre de populations lymphocytaires indiquées chez des donneurs d'ages différents (A-
E). Les groupes représentent des échantillons provenant de donneurs d'ages différents
comme suit : groupe | : 0 a 1 an (n=12), groupe Il : 1 a 2 ans (n=13), groupe 11l : 2 4 6 ans
(n=17), groupe IV : 6 a 12 ans (n=21) et groupe V : 12 ans (n=20). ANOVA a sens
unique, seules les différences significatives sont indiquées. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p
< 0,001 et **** p < 0,0001.

En comparant les changements dans les proportions de lymphocytes et de sous-ensembles
lymphocytaires, nous n‘avons pas observé de différence significative dans les proportions
de lymphocytes CD3+ entre les différents groupes d'age, a I'exception d'une diminution
du groupe | (0-1 an) au groupe Il (2-6 ans) (Figure 31A). Les proportions ont toutefois
augmenté de maniére significative entre le groupe Il (2-6 ans) et le groupe V (12 ans-
adulte) (Figure 31A). Ces resultats indiquent que la proportion de lymphocytes a
legérement baissé aux &ges de 2 a 6 ans avant de remonter aux niveaux antérieurs. En
revanche, les proportions de lymphocytes T auxiliaires CD3+CD4+ étaient
significativement différentes dans le groupe | et dans les autres groupes (Figure 31B).
Ces résultats indiquent que les proportions de lymphocytes T auxiliaires CD3+CD4+ ont

diminué entre I'age de 0-1 an et celui de 1-2 ans. Par la suite, les proportions de cette
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sous-population lymphocytaire n'ont plus changé et sont restées constantes. Les quantités
relatives de lymphocytes T cytotoxiques CD3+CD8+ n'ont pas semblé changer avec
I'age, a I'exception d'une augmentation significative dans le groupe des adultes de 12 ans
(figure 31C). L'examen des proportions de lymphocytes B CD3-CD19+ indique des
differences significatives entre le groupe | et le groupe 1V, ainsi qu'entre le groupe 1l et le
groupe V, le groupe 111 avec le groupe 1V et le groupe V, et le groupe IV avec le groupe
V (Figure 31D). Ces résultats indiquent qu'il y a une réduction significative des
proportions de cellules B autour/apres la 12e année. Les proportions de cellules NK n'ont

montré aucune différence, sauf entre le groupe 1l et le groupe 11 (figure 31E).
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Figure 31. Pourcentage des sous-ensembles lymphocytaires indiqués dans le sang des

donneurs marocains en fonction de I'age. Données moyennes et indépendantes pour le
pourcentage de populations lymphocytaires indiquées dans les leucocytes CD45+ chez des
donneurs d'ages différents (A-F). Les groupes représentent des échantillons provenant de
donneurs d'ages différents comme suit : groupe | : 0 a 1 an (n=12), groupe Il : 1 & 2 ans
(n=13), groupe Il : 2 a4 6 ans (n=17), groupe IV : 6 a 12 ans (n=21) et groupe V : 12 ans
(n=20). ANOVA a sens unique, seules les différences significatives sont indiquées. * p <
0,05, ** p < 0,01 et **** p < 0,0001.
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IV.1.3 Comparaison des valeurs normales des enfants
marocains au valeurs normales des enfants d’autre
pays (Cameroun, en Turquie, aux Etats-Unis et aux
Pays-Bas).

La comparaison des valeurs médianes marocaine a celles précédemment rapportées pour des
études réalisees au Cameroun, en Turquie, aux Etats-Unis et aux Pays-Bas ( Shearer et al.
2003; Sagnia et al. 2011; Herbinger et al. 2013; Schatorjé et al. 2012). Montre que la valeur
médiane des lymphocytes CD3+, ainsi que des cellules CD4+, CD8+ et CD19+ était plus
élevée dans les échantillons marocains que les médianes correspondantes rapportées dans les
études camerounaises (Sagnia et al. 2011), turques (Herbinger et al. 2013) et américaines
(Shearer et al. 2003), en particulier dans les groupes d'age 0-1 an et 1-2 ans (Figure 32). Pour
les cellules NK, les médianes de la population marocaine étaient tres proches de celles du
Cameroun et des Etats-Unis aux ages de 0 & 1 an (Figure 32). Toutes trois étaient inférieures a
celles de la population turque (Figure 32). A I'4ge de 1 & 2 ans, la population marocaine et la
population turque étaient similaires pour le nombre médian de cellules NK, et étaient plus
élevées que les populations camerounaise et américaine (Figure 32). A I'age de 2 4 6 ans, la
médiane marocaine était la plus élevée des quatre groupes, mais a nouveau a I'dge de 6 a 12
ans, elle est tombée en dessous de celle du Cameroun et de la Turquie pour atteindre un
niveau similaire a celui des Etats-Unis (Figure32). Cependant, tous les paramétres (CD3+,
CD4+, CD8+, CD19+, ainsi que les cellules NK) étaient plus faibles dans la population
marocaine par rapport aux populations camerounaise, turque et américaine, apres I'age de 12

ans (Figure32).
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Figure 32 : Comparaison entre les valeurs médianes du nombre absolu des sous-population

Lymphocytaire dans différents pays. (n*10°/L)

Nous avons également comparé les intervalles de tolérance entre nos valeurs et une étude
des Pays-Bas (Schatorjé et al. 2012) - la seule étude qui a exploré les intervalles de
tolérance -. Sur 50 paramétres (10 parametres chacun pour 5 groupes dage), 16
paramétres (32%) ont montré plus de 57% de différence (57% a 476%) dans les
moyennes (Tableau 1X). Les moyennes du nombre absolu et des proportions relatives
des cellules B étaient systématiquement plus élevées dans tous les groupes d'age au
Maroc (55-79%), a l'exception du groupe > 12 ans (Tableau 1X). Les moyennes des
proportions relatives des cellules NK étaient plus élevees dans I'étude néerlandaise dans
tous les groupes d'age (Tableau 1X). Nous observons également une concordance des

moyennes, des %™

et 95éme percentiles entre les deux populations pour les proportions
relatives de CD3+, CD4+ et CD8+ ainsi que pour le nombre absolu de CD4+ (Tableau

1X).
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Tableau

IX. Comparaison entre

lymphocytaires du Maroc et des Pays-Bas (Netherland)

I'intervalle de tolérance

des sous-ensembles

Lymphocyte

subsets AGE GROUPS
Group | Group 11 Group 11 Group IV Group V
Mean | §* 95" [ Mesn | 5% [ 95™ | Mean | 95" [ Meam | 5 95" | Mean | 3* 95
fg}m Morocco | 600 | 320 790 622 2% 0w | 270 020 2 143 090 4% 106 .80 430
Netherlands
(Schatorjé e | 400 140 11.50 2% 070 50 19 08§ 1% 1 50 077 40 1,50 078 il
al)
doa | B3] 6 [ 4 | @ | | 2|0 a9 v [ x| ¥ [s] a )
D3 96) Morocco | 7543 | 3440 | 9200 | 6618 | 3150 | 8000 | 3921 | 3870 | 7690 | 6733 | MM | 8667 W63 4603 | 8190
Netherlands
(Schatoryé of | 6500 | 4900 | 9500 | 6000 | 3600 | 10000 | 6900 = 5200 | G200 | 7300 [ S500 |5700) 6700 5000 | 9100
I" )
dgepe 0 [ w | 3] 9 [ w [l M| |4 ] u [a2f s 9 | .
CDM (toual) Morocce | 4% | 20 610 i 190 630 161 0% 210 134 080 210 | 053 01 145
| [nx10°1)
Netherlands
(Schatoné er| 270 L0 720 160 04 720 L 030 2% 1.00 o0& 1350 1.00 830 200
al)
M aEAEE I ENE R E A E AR ERE AR
CId (%) Morocco | 5739 | 3570 | 9680 | 4227 | 048 | S854 | 3520 | 1935 | 4615 | 3684 | 2222 |54 3591 b5 | D88
Netherlands
(Schatorjé er | 4600 | 2500 | 8600 | 3900 | 1600 | 9100 | 4000 @ 2500 [ 6600 | 2000 [ 2600 |6100) 4200 300 | 6400
al)
e | 20 | %0 [ o | o8 | & | s el o s o 2] ar | 09 |
mlmlﬁ!“ Morocco 1.3 0% pb. 1} 240 090 160 09s 03 1 80 ox7 030 | 60 03t 008 07
Netherfands
(Schatoné et | 110 | 020 540 0 020 180 060 020 180 0.60 020 L0 050 020 1.20
al)
dl-2% |1ss2 ]| 7708 4545 ) 03 | TR | 221 | 6 l 3333 | 000 3105 | 3333 | 625 ] 612 | 1000 | 60.00
CDS %) Morocco | 1769 940 | 2620 | 2305 | 1636 | 3780 | 2095 | 1136 [ 1023 | 2371 ) 1500 |35% | 2550 1050 | 4112
Netherlands
(Schatoné e | 1600 | 600 40 a0 700 00 1w S H00 | 2500 130 (40 )] 2m 1200 | 4000
al)
| a2 | w0 3 56 £ 57 -® [ 21 E 13 a2 14 A0 3
o x 101 Moo 212 046 s} 229 nas am .23 054 0 0s 02 09 012 oos nx
Nethertands
lS\‘.thl’]Cl‘l o ol T 0ve ols 3% 049 01K 1.0 o> 0loe 050 a2 006 0s2
al )
a2 4508 | 7600 [ ai212] eakt | 8306 | 044 | 606 | 6667 | 3596 | s2ae | s2ax | xar | w16 | S0nd zvig
B cells Morocco | 2734 | %70 4320 | 2663 160 EERT| 2803 | 1382 136 | w2 467 4330 | 1n 688 1730
Nethorlands
(Schatorné es | Y00 Low o400 i 1o 0 00 6.00 200 RN L 200 N 1200 A @00
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IVV.2 Discussion

IV.2.1 Valeurs absolues et relatives du sous-ensemble de
lymphocytes (T, B, NK) chez les enfants marocains.

Les valeurs de référence des sous-ensembles lymphocytaires du sang périphérique ont été
déterminées par immunophénotypage par cytométrie en flux pour aider au diagnostic des
différents défauts et dysfonctionnements immunologiques tels que les infections a VIH.
(A. Kakar, R. Beri, A. Gogia, S.P. Byotra, V. Prakash, S. Kumar 2011; Wondimeneh et
al. 2012) ou les DIP (De Ravin et al. 2016) (O’Gorman, Zollett, and Bensen 2011;
Kanegane et al. 2018) dans la population marocaine. Les patients pédiatriques infectés
par le VIH ont un nombre réduit de CD4+(Berhan 2011). Le VIH non traité entraine une
perte progressive des CD4+(Deeks et al. 2015). L'immunodéficience primaire englobe
des troubles hétérogeénes, le plus souvent héréditaires, qui affectent le développement, la
fonction ou les deux de plusieurs sous-ensembles lymphocytaires (Notarangelo 2010).
Par exemple, dans le cas de l'immunodéficience primaire, des mutations peuvent
entrainer la perte d'expression de marqueurs tels que CD19 (Wentink et al. 2015). De
plus, I'immunodéficience primaire peut étre causée par des mutations dans des génes qui
affectent la différenciation terminale d'une lignée spécifique de lymphocytes, comme les
mutations dans BTK qui entrainent la perte presque compléte des cellules B (Kopecky
and LukeSova 2007; Cook and Tangye 2009). De tels changements peuvent étre révélés
par des analyses cytométriques en flux et une comparaison minutieuse avec les valeurs de
référence. Les individus affectés par le VIH peuvent développer des maladies
immunologiques, des infections et des complications oncologiques, ainsi que plusieurs
autres morbidités courantes. Les patients atteints d'immunodéficience primaire sont tres
sensibles aux infections courantes et/ou récurrentes de divers organes, notamment la
peau, la gorge, les oreilles, les poumons, les voies urinaires ou intestinales. Ces patients
ont également un risque plus élevé de ne pas réussir a éliminer les infections ou de
présenter un degré d'infection exceptionnellement élevé. Un diagnostic précoce du VIH
ou du DIP par cytométrie en flux et une comparaison avec les valeurs de référence sont
essentiels pour prévenir une morbidité et une mortalité dangereuses associées a la
maladie (McCusker, Upton, and Warrington 2018)
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IV.2.2 Comparaison de I'évolution du nombre et
pourcentages de lymphocytes et de ses sous-

ensembles entre les groupes de jeune age.

Le nombre et les sous-ensembles de lymphocytes étant connus se varier d'une région a
l'autre, notre groupe a établi dans une étude précédente les valeurs de référence des
lymphocytes pour la population marocaine adulte (Sahmoudi et al. 2020). Dans la
présente étude, nous avons établi les valeurs de référence des lymphocytes pour la
population marocaine infantile a I'age de 0-1 an, 1-2 ans, 2-6 ans, 6-12 ans et > 12 ans.
Les résultats de I'immunophénotypage des lymphocytes par cytométrie en flux peuvent
étre influencés par de nombreuses variables telles que l'anticoagulant utilisé, la
préparation des échantillons, les anticorps monoclonaux utilisés, le protocole de
coloration choisi et le plateau technique. Dans cette étude, les échantillons ont été traites
selon la méthode de la plateforme unique - procédure de lysage sans lavage et stratégie de
gating recommandée par le fabricant. Quatre-vingt-trois individus ont été soigneusement
sélectionnés, afin de répondre aux normes des sujets sains. Nos résultats montrent que le
nombre de cellules T CD8+ augmente apres la petite enfance (Lisse et al. 1997). Cela
peut résulter d'une exposition accrue aux antigénes au cours des premiers mois de la vie.
La diminution du nombre total de cellules T et B a I'dge adulte observée dans nos études
est également conforme aux rapports précédents (Comans-Bitter et al. 1997; Marciano et
al. 2014; Wiener et al. 1990). En revanche, le nombre de cellules NK semble étre stable
de0alanjusqua 6 al2ans, comme l'ont rapporté Ikinciogullarietal  (Herbinger et
al. 2013). Contrairement aux nombres totaux, les valeurs en pourcentage des sous-
ensembles de lymphocytes n'ont pas changé de fagcon substantielle avec I'age. Ce résultat
confirme les rapports précédents selon lesquels les changements dans le nombre absolu
de lymphocytes ne sont pas cohérents avec les changements dans leurs pourcentages
(Comans-Bitter et al. 1997).
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IV.2.3 Comparaison des valeurs normales des enfants
marocains au valeurs normales des enfants d’autre
pays (Cameroun, en Turquie, aux Etats-Unis et aux
Pays-Bas).

Dans cette étude il est important de noter que nous avons observé une augmentation des
valeurs medianes des cellules CD3+ et CD4+ a I'dge de 0-1 an et 1-2 ans dans la
population marocaine par rapport a celle du Cameroun, de la Turquie et des Etats-Unis
(Herbinger et al. 2013; Sagnia et al. 2011 ; Shearer et al. 2003). Ces différences peuvent
étre dues a une exposition différente aux antigénes. Il a été signalé que les enfants qui
rencontrent plus d'antigenes dans leur environnement présentent un nombre plus élevé de
lymphocytes (de Moraes-Pinto et al. 2014). D'autres facteurs environnementaux,
génétiques et/ou nutritionnels peuvent également contribuer a ces différences (Ozkan et
al. 1993 ; Lisse et al. 1997 ; Bloomfield et al. 2006 ; Ulijaszek 1998).
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2°™ Partie : Etude de 1’épidémiologie régional du SCID dans le monde

.1 Ameérique du Nord

Nous avons choisi les Etats-Unis, Canada et le Mexique comme pays représentatifs de
I'’Amérique du Nord. Le Mexique est également considéré comme faisant partie de
I'Amérique centrale et de I'Amérique du Sud car il fait partie du consortium Grupo Latin
americano de Immunodéficiences Primaire (LAGID). Aux Etats-Unis, le SCID a été
ajouté au panel de dépistage uniforme recommandé en 2010 par la Commission
consultative du secrétaire sur les discordes héréditaires chez les nouveau-nés et les
enfants. Depuis décembre 2018, tous les enfants nés aux Etats-Unis sont testés pour le
SCID. Dans une étude américaine portant sur les enfants nés entre janvier 2008 et juillet
2013, il a été constaté que l'incidence du SCID était de 1,39 sur 100 000 naissances
vivantes (Kwan et al. 2014) . Avec un SCID typique (<300 cellules T CD3/L), le SCID
variable (300-1500 cellules T CD3/L) et le syndrome d'Omenn étaient considérés
ensemble, I'incidence était de 1,72/100 000 naissances vivantes (Kwan et al. 2014). Au
Canada, le dépistage néonatal du SCID a été mis en place pour la premiere fois en 2013
dans I'Etat de I'Ontario & la demande d'Immunodéficience Canada. Six Etats - les
Territoires du Nord-Ouest, I'Alberta, le Manitoba, I'Ontario, le Nouveau-Brunswick et la
Nouvelle-Ecosse - procédent actuellement au dépistage du SCID. L'incidence du SCID
au Canada, a I'exception des Canadiens autochtones (Premiéres nations canadiennes,
Meétis et Inuits, c'est-a-dire CFMI) est de 1,4/100 000 naissances vivantes. Le SCID est
diagnostiqué a I'age moyen de 4,2 mois au Canada, ce qui entraine un taux de mortalité
de 30 %. Il est discuté que par le dépistage néonatal et le diagnostic précoce, cette
mortalité peut étre réduite. Aux Etats-Unis et au Canada, I'incidence du SCID parmi les
populations autochtones telles que le Navajo et les CFMI est significativement plus
élevée (Rozmus et al. 2013; Kwan and Puck 2015) . La comparaison d'une étude
prospective (6901) menée par le Primary Immune Déficience Treatment Consortium
(PIDTC) des Etats-Unis et du Canada entre 2010 et 2018 avec une étude rétrospective
(6902) portant sur la période 1968-2012 a permis de constater une augmentation du
nombre de SCID (630 cas en 44 ans contre 182 cas en 8 ans), et surtout des SCID
atypiques ou des déficits immunitaires combinés, c'est-a-dire des DIC (81 cas en 44 ans

contre 68 cas en 8 ans). Kwan et al. Ont constaté que, par ordre de prévalence, IL2RG
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était le géne muté le plus fréquemment observé, suivi de IL7R, ADA, RAG1, JAKS,
Artémis/DCLRELC, RAG2, CD3D, TC7A dans cet ordre (Kwan et al. 2014). Les auteurs
ont également noté un cas de syndrome de Pallister-Killian avec tétrasomie de 12p et six
cas oU aucune mutation connue n'a été trouvée dans les génes SCID connus 4. L'étude
PIDTC a noté une augmentation de la fréquence des SCID mutés par RAG1 et RAG2
entre 1968-2012 et 2010-2018 (Dvorak et al. 2019).

Le Mexique ne dispose pas d'un registre national pour les SCID et les données
épidémiologiques sont limitées. Enquéte du Sistema Automatizado de Egresos
Hospitalarios (SAEH), qui est un systéme d'enregistrement automatisé pour la sortie de
I'ndpital au Mexique, entre 2010 a 2015 a documente 14 cas de SCID. De plus, 110 cas
suspecte de SCID ont été signalés (Geovanna Saucedo Aparicio et al. 2018). On pense
que le systeme SAEH sous-représente les cas puisque le diagnostic est souvent
retardé.Des efforts sont en cours pour diagnostiquer le SCID avec la détection
standardisée des cercles d'excision des récepteurs des cellules T (TREC) (Castro, Elva,
and Padilla 2019). LAGID estime l'incidence du SCID au Mexique a 0,17/100 000
naissances vivantes (Zelazko et al. 1998).

1.2 L’Amérique centrale et du Sud

LAGID comprend 12 pays d'’Amérique centrale et du Sud - Argentine, Brésil, Chili,
Colombie, Costa Rica, Honduras, Mexique, Panama, Paraguay, Pérou, Uruguay et
Venezuela a été formé en 1933 (Zelazko et al. 1998). Dans le 2éme rapport publié en
2006, sur un total de 3321 patients atteints de PID, 172 ont été diagnostiqués comme
SCID (5,17%). Le SCID repreésentait 9,5% des PID (Thalhammer, JulianBoztug 2021).
L'incidence du SCID pour 100 000 naissances vivantes était la suivante : 0,55 en
Argentine, 0,12 au Brésil, 1,28 au Chili, 0,24 en Colombie, 3,79 au Costa Rica, 0,05 au
Honduras, 0,17 au Mexique, 0,17 au Panama, 0,13 au Paraguay, 0 au Pérou, 0,72 en
Uruguay et 0,02 au Venezuela. L'Argentine a développé la capacité de diagnostic

moléculaire bien que les mutations associées au SCID n‘aient pas été signalees.
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Distribution de I’incidence et des génes du SCID en Europe occidentale

1.3 Europe occidentale

Une analyse récente révele que sur les 16 486 patients du registre de la Société
européenne des immunodéficiences (ESIR), 920 patients ont été diagnostiqués comme
atteints de CID, y compris le SCID, le Leakey SCID et le syndrome d'Omenn
(Thalhammer, JulianBoztug 2021). Plus de 70 % des patients présentaient des symptomes
avant I'age de 1 an et plus de 90 % avant I'dge de 5 ans 12. La plupart des diagnostics de
SCID ont été posés avant que le patient n'atteigne I'age d'un an 12. Nous avons egalement
examiné la littérature pour connaitre I'incidence par pays, bien que limitée a I'Allemagne,
la France et le Royaume-Uni. L'incidence du SCID en Allemagne de 2014 a 2015 a été
estimée a 1,6/100 000 naissances vivantes (1 :62 500) (Shai et al. 2020). Le SCID
représentait environ 3 % des PID inclus entre 2012 et 2017 dans le registre national
allemand des immunodéficiences primaires. La consanguinité était la plus elevée (44 %)
dans les familles de patients SCID au sein des DIP. L'age d'apparition était <1 an chez
86% des patients SCID (El-Helou et al. 2019) Dans une étude francgaise prospective a
grande échelle sur le dépistage du SCID chez le nouveau-né a l'aide d'un kit TREC,
1,59/100 000 naissances vivantes ont été diagnostiquées comme SCID (Caroline Thomas
et al. 2019). L'incidence médiane du SCID au Royaume-Uni entre 1980 et 2000 était de
7,6/100 000 naissances vivantes. L'incidence minimale du SCID a été signalée comme
étant de 0,50/100 000 naissances vivantes (Shillitoe et al. 2018). En ce qui concerne les
mutations couramment observées, dans une étude allemande portant sur 15 patients dont
les données génétiques étaient disponibles, 3 patients présentaient une mutation RAG1, 2
une mutation ADA et 2 autres une mutation IL2RG (Shai et al. 2020). Dans une étude du
registre national francais, I'IlL2RG était la mutation commune associée au SCID détectée
chez 89 des 355 patients ayant subi un test génétique (Mahlaoui et al. 2019). La
deuxiéme mutation la plus fréquente était celle de RAG1 (78 patients). Des mutations
ADA ont été détectées chez 44 patients, Artemis/DCLRELC chez 44 autres patients,
JAKS3 chez 35 patients et RAG2 chez 28 patients (Mahlaoui et al. 2019). Au Royaume-
Uni, la mutation IL2RG a été trouvée chez 46 des 142 patients disposant de données
génetiques (32,4 %). Elle était suivie par les mutations ADA (38 sur 142, soit 26,8 %). La
mutation JAK3 a été détectée chez 11 des 142 patients (7,75 %). RAG1 a été détectée
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chez 15 patients (10,56%), RAG2 chez 3 patients (2,11%) et Artémis/DCLRELC chez 10
patients (7,04%) (Shillitoe et al. 2018).

Ensuite, nous avons étudié la littérature pour connaitre l'incidence et les mutations en
Espagne et en Italie. Le dépistage néonatal du SCID a été initié en Catalogne en janvier
2017. Sur les 222 857 nouveau-nés dépistés dans le cadre de cette initiative entre janvier
2017 et juin 2020, 3 patients ont été diagnostiqués avec SCID (Argudo Ramirez et al.
2020). Par conséquent, l'incidence est de 1,35/100 000 naissances vivantes. L'incidence
du SCID en Italie est de 5,1/100 000 naissances vivantes. 8,5 % de ces patients ont recu
un diagnostic de SCID/CID. L'age meédian du diagnostic était de 0,4 an, avec une
fourchette de 0 a 22 ans (Lougaris et al. 2020). Les mutations RAG1/2 suivies des
mutations IL2RG étaient les mutations les plus courantes associées au SCID. Des
mutations ADA ont également été observées fréquemment. Les mutations IL2RG et
JAKS3 étaient fréeguemment associées a des SCID ou CID atypiques (Cirillo et al. 2019).

1.4 Pays scandinaves

Parmi les pays scandinaves, I'lslande, la Suisse et la Suéde effectuent un dépistage
néonatal du SCID depuis 2017, janvier 2019 et ao(t 2019, respectivement. Dans une
étude pilote de 2015, l'incidence du DIP en Islande a été déterminée comme étant de
18,8/100 000 naissances vivantes. 16,7 % des DIP ont été décrites comme des
immunodéficiences variables communes, mais l'incidence du SCID n'a pas été fournie
(Ludviksson et al. 2015). Dans une étude couvrant la période 1949-1979, il a été estimé
que l'incidence du SCID en Suede était de 1,4/100 000 naissances vivantes (Fasth 1982).
Dans une étude plus récente réalisée en Suede, 1 patient présentant la mutation
Artemis/DCLRELC a éte détecté parmi un total de 58 834 patients dépistés sur une
période de deux ans entre 2013 et 2015 (Barbaro et al. 2017). L'incidence du SCID en
Suisse a été estimée a 24,3/100 000 naissances vivantes, ce qui est extrémement élevé. Le
dépistage du SCID est facultatif en Norvege. Dans un projet pilote en Norvége, 21232
nouveau-nes ont etée dépistés et 3 patients ont eté identifiés avec un SCID confirme. Par
conséquent, l'incidence peut étre estimée a 14,1/100 000. Un patient présentait une
mutation IL2RG et un autre RAG2, tandis que le troisieme présentait une mutation rare
RMPR (Strand et al. 2020). RMPR est un composant d’/ARN non codant long (Inc) de

I'endo ribonucléase de traitement de I'ARN mitochondrial précédemment associé a
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I'nypoplasie du cartilage et des cheveux, un trouble autosomique récessif. Un autre
patient avec un taux de TREC de 72/L a la naissance, s'est avéré avoir un taux de TREC
de 12//L lorsqu'il a été testé a 12 mois. Ce patient présentait une mutation IKZF1 25. Un
autre patient avec une mutation CHD7 a également été diagnostiqué avec un SCID
potentiel. Sur la base de ~130 000 naissances pendant la période de I'étude pilote dans
norway, l'incidence du SCID a été estimée a 1/26 000 naissances vivantes ou ~ 3,85/100

000 naissances vivantes (Strand et al. 2020).

1.5 Distribution de I’incidence et les génes
du SCID en Europe de ’Est et

Turquie.

Le groupe de travail polonais sur les immunodéficiences a été créé en 2005 et a rapporté
4099 patients atteints de DIP en 2014. L'incidence était de 10,6/100 000 naissances
vivantes (Pac and Bernatowska 2016). La Pologne est incluse dans I'ESIR. Les autres
pays de I'ESIR sont le Bélarus, la Croatie, I'Estonie, la Serbie, la Slovaquie, la Hongrie, la
Roumanie, la Lituanie, la Russie, la Slovénie et I'Ukraine. En outre, le Jeffrey Model
Fondation Centers Network (JMFN) collecte également des données sur les pays
d'Europe centrale et orientale depuis 2011 (Sediva et al. 2019). Certains des pays inclus
dans ce réseau sont I'Azerbaidjan, la Bulgarie, la Croatie, la République tchéque,
I'Estonie, la Hongrie, la Lituanie, la Roumanie et la Slovaquie. Le nombre total de
patients atteints de DIP suivis par ce réseau était de 11 631 a la fin de 2018 (Modell et al.
2018). Cela representait une évolution de -2,1 % par rapport au nombre de patients
identifiés en 2013. Le rapport 2018 répertorie 189 immunodéficiences affectant

I'immunité cellulaire et humorale dont le SCID (Modell et al. 2018).

Une étude réalisée entre octobre 2015 et décembre 2016, a tenté de diagnostiquer le
SCID en utilisant la formule sanguine compléte du sang de cordon (Can, Hamilcikan, and
Can 2018). La lymphopénie absolue (<2500/mm3) a été utilisée comme substitut du
SCID 30. La formule sanguine compléte du sang ombilical a eté enregistrée pour 2 945
nouveau-nes 30. Neuf patients ont été identifiés comme ayant une lymphopénie, ce qui
correspondrait approximativement a 30/100 000 naissances vivantes pour l'incidence du
SCID (Can, Hamilgikan, and Can 2018). Etant donné que les nouveau-nés présentent
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souvent une lymphopeénie et que leur numération se normalise aprés environ un mois, il
s'agit probablement d'une surestimation. Les auteurs suggerent cette approche comme une
méthode de dépistage préliminaire pour utiliser ultérieurement une méthodologie plus
colteuse telle que la numération TREC 30. Une étude indépendante portant sur
I'incidence des DIP a Uludag et a la faculté de médecine de I'université d'Ege a estimé
Iincidence des salpingites a 30,5/100 000 naissances vivantes. 2 % SCID (28 patients)
ont été diagnostiquees. Il y avait un énorme biais sexuel, 75% des patients étant des
hommes. 8 cas étaient des T-B-SCID de cause génétique inconnue. Un déficit en RAG1 a
été noté chez 1 patient, un déficit en Artémis/DCLRELC chez 2 patients et un déficit en
CD3G chez 2 patients. 54,5 % des patients atteints de CID étaient nés d'un mariage
consanguin (Kilic et al. 2013). Une autre étude a utilisé un panel de séquencage
d'amplicons congu sur mesure pour dépister les mutations chez les patients SCID 3. Un
total de 40 patients a eté étudié, dont 36 SCID typiques, 3 SCID atypiques et 1 patient
atteint du syndrome d’Omenn. Des défauts d'ADA ont été identifiés chez 4 patients T-B-
NK-. L'IL2RG a également été détecté chez 1 SCID T-B-NK- atypique. La mutation la
plus fréquente des SCID T-B+NK- était JAK3 (4 patients), suivie de I'IlL2RG (3 patients)
3. 2 patients SCID T-B-NK+ présentaient des mutations Artémis/DCLREILC et 2 autres
des défauts NHEJ1 3. Les patients SCID T-B+NK+ présentaient couramment des défauts
CD3E (2 patients) ou des défauts IL7R (1 patient) 3. Des défauts de RAG1 (5 patients
dont 3 T-B-NK+ SCID, 1 T-B-NK+ SCID atypique et 1 T-B-NK+ syndrome d'Omenn) et
des défauts de RAG2 (2 patients T-B-NK+ SCID) ont également été détectés 3. Dans une
autre étude de I'Université d'Hacettepe, des défauts moléculaires ont été identifiés chez 51
patients SCID sur 174(Sanal and Tezcan 2011). 19 % presentaient des défauts IL2RG, 17
% des mutations Artémis/DCLRE1C, 16 % des défauts JAK3, 18 % des défauts RAG1 et
8 % des défauts RAG2 32. Les mutations d'ADA étaient également fréquentes (6 %). Des
mutations IL7R ont été détectées chez 4 % des patients SCID. La consanguinité était
associee a la forte incidence des formes autosomiques récessives de SCID (Sanal and
Tezcan 2011). Une autre étude distincte impliquant huit centres et 234 patients a identifié
RAG1 (9,8%), RAG2 (5,6%), JAK3 (6,8%), IL2RG (6,0%), Artémis/DCLRELC (5,6%)
et IL7R (1,7%) comme étant les mutations génétiques les plus fréquentes (Ikinciogullari,
A., Cagdas, D., Dogu 2019). Une étude d'Erman et al. A utilisé le séquencage de nouvelle

géneration (NGS) et a identifié 7 patients - 3 avec des mutations dans RAG1 et 2 autres
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avec des mutations dans JAK3. Un patient présentait une mutation de IL2RG (Erman and
Cipe 2020).

1.6 Distribution de I’incidence et des
genes du SCID en Asie

1.6.1 Asie (Moyen-Orient)

Des registres de DIP sont disponibles pour des pays comme I'lran, la Jordanie, le Koweit,
Oman, le Qatar et I'Arabie saoudite. Le registre iranien des PID a été créé en 1999 (Rezaei
et al. 2006). Sur un total de 440 patients atteints de DIP, 14 (3,18%) ont été identifies
comme SCID et 15 autres (3,4%) comme CID dans le premier rapport couvrant la
période de mars 1999 a mars 2001. Les données du centre médical des enfants, un Center
incluant 234 patients, dont 6 étaient SCID et 5 étaient CID ont indiqué 83,3 % et 80 % de
consanguinité, respectivement (Rezaei et al. 2006). Dans un rapport actualisé en 2014
représentant 14 centres médicaux participants entre mars 2006 et mars 2013, un total de
731 cas de DIP a été rapporté. 154 cas de SCID ont été rapportés (21,1 %). Les auteurs
ont rapporté une population estimée & 75 669 750 habitants en 2011, et 1 959 000 non-
ressortissants supplémentaires. Le pourcentage de CID serait Iégérement supérieur a celui
du SCID seul (22,3 %). Par conséquent, I'incidence estimée est de 3,9/100 000 naissances
vivantes pour le SCID et de 4,2/100 000 naissances vivantes pour le CID. La
consanguinité a été identifiée chez les parents de 71,2 % des patients atteints de CID. La
sex-ratio pour le SCID était orientée vers le sexe masculin (95 :59), méme si le ratio de la
population étudiée était de 1,65:1, ce qui indique la nature liée au chromosome X
(Aghamohammadi et al. 2014).

Le premier rapport du Kuwait National primary Immunodeficiency Registry (KNPIDR)
couvrant la période de 2004 a 2006 incluait 76 patients. 21% des cas ont été rapportés
comme étant des immunodéficiences combinées des cellules T et B avec 3 SCID T-B+, 2
SCID T-B- et 6 syndromes d'Omenn . Les tests génétiques étaient rares mais 5 des 29
patients atteints de DIP testés ont été identifiés comme ayant des défauts de RAG1 (Al-
Herz 2008). Une étude portant sur les causes genétiques de I'immunodéficience primaire
a inclus 264 patients entre janvier 2004 et décembre 2017 du KNPIDR. Un dépistage
génétique a été effectué chez 83 patients identifiés comme SCID (Aghamohammadi et al.
2002) (Al-Herz, Chou, et al. 2019). Le nombre de patients correspondant a des défauts
dans des genes particuliers est le suivant : 9 RAG1, 6 RAG2, 7 Artemis/DCLRELC, 5
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JAK3, 5 AK2, 3 CD3D et 2 ADA (Al-Herz, Chou, et al. 2019). Une autre étude suivant
prospectivement des patients entre janvier 2004 et décembre 2018 a inclus 314 patients
SCID. Parmi les SCID T-B+, des défauts de JAK3 ont été detectés chez 5 patients et des
défauts de CD3D chez 3 patients. Le déficit en RAG1 était le défaut le plus fréquent chez
les SCID T-B- et a été observé chez 11 patients (Al-Herz, Al-Ahmad, et al. 2019) Le
déficit en RAG2 a été observé chez 6 patients, le déficit en Artemis/DCLRELC chez 7, le
déficit en AK2 chez 5 et le déficit en ADA chez 2 patients (Al-Herz, Al-Ahmad, et al.
2019). Une autre étude portant sur 286 patients enregistrés dans le KNPIDR entre janvier
2004 et decembre 2019 a rapporté des défauts génétiques dans RAGL1 (6 patients atteints
du syndrome d'Omenn), RAG2 (4 patients), CD3 (2 patients atteints du syndrome
d'Omenn) et Artemis/DCLRELC (1 patient atteint du syndrome d'Omenn) (Massaad,
Zainal, and Al-Herz 2020). Il existe une étude comparant directement les patients atteints
de CID enregistrés entre 2004 et 2014 au KNPIDR (69 patients) ou au US registre de
I’immunodéficience (98 patients). L'incidence du CID au Koweit a été estimée a
13,01/100 000 naissances vivantes, en comparaison avec 1,72/100 000 naissances
vivantes aux Etats-Unis. Les autres différences majeures étaient un diagnostic précoce
aux Etats-Unis (age moyen de 3,06 mois) par rapport au Koweit (4ge moyen de 20,71
mois), et un pourcentage plus élevé de patients ayant des antécédents familiaux et des
parents consanguins au Koweit. La plupart des patients atteints de CID aux Etats-Unis
présentaient des anomalies de I'ADA ou de I'lL2RG, tandis qu'au Koweit, les mutations
de RAGL1 et RAG2 étaient les plus fréquentes (Al-Herz et al. 2015).

L'incidence du CID en Arabie saoudite a été estimée a environ 4,3/100 000 naissances
vivantes, sur la base de l'incidence rapportée du DIP a 7,2/100 000 naissances vivantes, le
CID représentant 59,7% des DIP 43,44. Cependant, une étude de 2018 utilisant les
TREC pour le dépistage a estimé I'incidence du SCID a 34,4/100 000 naissances vivantes
en utilisant 36 copies/L comme seuil 2. Le SCID T-B- était le plus fréquent (17 %) parmi
les patients atteints de SCID 43. Le SCID T-B+ a été diagnostique chez 5 % des patients
atteints de CID et le syndrome d'Omenn chez 3,6 % d'entre eux. Le modele d'héritage
autosomique récessif a été observé chez 90 % des patients SCID (Al-Saud et al. 2015).
Dans une étude indépendante portant sur 261 patients suspectés de PID, dont 34 patients
avec des mutations connues du SCID, 27 SCID et 21 CID avec des changements
génetiques inconnus ont été sequencés en utilisant le NGS. Des défauts AK2 ont eté
détectés chez 4 patients SCID et des defauts Artémis/DCLRELC chez 5 patients SCID.
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Des défauts RAG1 ont été détectés chez 1 SCID et 1 patient atteint du syndrome
d'Omenn (Al-Mousa et al. 2016). Une mutation RAG2 et une mutation IL2RG ont
également été détectées chez deux patients SCID indépendants 45. L'étude de 2018 sur
les TREC a réalisé des NGS sur 16 patients présentant des TREC faibles. Une mutation
AK?2 et une mutation JAK3 ont été détectées 2. Une autre étude a examiné 20 SCID T-B-
NK+ a la recherche de mutations RAG1/2 et Artémis/DCLRELC. 9 défauts RAG1 et 4
RAG2 ont été identifies chez 13 des 20 patients (Al-Mousa et al. 2016).

Dans un rapport d'Oman, un taux d'incidence de 4,5/100 000 naissances vivantes a été
signalé pour le SCID. 91,7 % des SCID étaient associés a la consanguinité. Des
anomalies de RAG1 ont été signalées chez 5 des 36 enfants (13,9 %). Des mutations de
IL7R 4 ont été détectées chez 4 patients, des mutations de ADA chez 4 patients, JAK3
chez 3 patients, IL2RG chez 2 patients, CD3E chez 2 patients et NHEJ1 chez 1 patient
(Al Sukaiti et al. 2021).

1.6.2 Asie (Asie de I'Est)

Le Japon dispose d'un registre central bien établi pour les PID, nommé PIDJ
(http://pidj.rcai.riken.jp). La premiere enquéte sur les PID au Japon a été rapportée en
1981(Hayakawa et al. 1981). Sur un total de 628 patients signalés entre 1966 et 1975, 26
(3,8%) ont été diagnostiqués comme SCID. Un second questionnaire de suivi (incluant
les cas jusqu'en 1979) a recu 497 déclarants 48. 33 hommes et 13 femmes ont été
répertoriés comme SCID. Cela représentait 9,3% du total des SCID, bien que 5 cas aient
été classés comme douteux. Un patient a été diagnostiqué comme défectueux pour ADA
(Hayakawa et al. 1981). Une autre enquéte a éte réalisée en 2011. Sur 1 240 cas de NID,
93 (7 %) ont été identifies comme SCID. Parmi eux, 47 (50,5 %) étaient déficients pour
IL2RG et 9 (9,7 %) étaient déficients pour ADA (Ishimura et al. 2011). Dans une étude
portant sur 18 patients présentant un faible TREC et suivie d'un séquencage de I'ADN
génomique, il a été constaté que 11 d'entre eux présentaient des défauts dans IL2RG. Des
anomalies de JAK3 (2 patients), ADA (2 patients), LIG4 (2 patients) et RAG1 (1 patient)
ont également été observées (Morinishi et al. 2009).

Un réseau de référence, Asian Primary Immunodeficiency Network ou APIN, a
récemment eté créé a Hong Kong pour effectuer des tests genétiques sur des patients
d'Asie et d'Afrique 51. Dans un rapport de I'APIN, 88 mutations génétiques ont été
identifiées chez des patients SCID. 55,68 % étaient des mutations dans IL2RG. Les
mutations dans RAG1 (13,64 %) et RAG2 (9,09 %) étaient également fréquentes. Les
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autres mutations fréquentes étaient JAK3 (7,95 %), Artémis/DCLRELC (4,54 %), IL7R
(4,54 %) et ADA (2,27 %) 51. Ces résultats étaient cohérents avec la prévalence du SCID
lié a I'X (Wai Luk et al. 2017). 75,9% des patients étaient chinois et la consanguinité était
tres faible (4,8%) 51. Une autre étude indépendante identifiant des mutations chez 26
patients chinois et sud-asiatiques a trouve 73,08% de mutations IL2RG. Les mutations les
plus fréquentes étaient ensuite celles de IL7R (7,69%) et de JAK3 (7,69%), suivies de
RAG1, RAG2 et Artémis/DCLRELIC (3,8% chacun) (Lee et al. 2011). Un examen
rétrospectif de 44 patients & Shanghai, en Chine, a également révélé un rapport
hommes/femmes de 10 :1, 25 % d'entre eux recevant un diagnostic de SCID lié a I'X. Les
tests génétiques ont confirmé que 25 patients présentaient des mutations IL2RG (56,81
%) (Yao et al. 2013).

A Taiwan, on peut estimer que l'incidence du SCID se situe entre 1,88 et 3,76/100 000
naissances vivantes. Une étude de dépistage des nouveau-nés avec le nombre de copies
TREC a identifie 3 SCID et 1 variante SCID/SCID atypique sur un total de 106 391 en
2012. Cependant, seuls 2 des 4 patients ont été confirmés comme ayant des défauts
IL2RG et RAGI, respectivement. Les 2 autres patients ne présentaient pas de défauts
dans ces genes ou dans JAK3, IL7R, RAG2, CD3E, CD3D ou Artémis/DCLREIC et les
mutations causales restent non identifiées (Chien et al. 2015). Une autre étude du méme
groupe a identifié 7 cas de SCID et 8 variantes de SCID sur un total de 920 398 nouveau-
nés en 2017. Par conséquent, l'incidence pourrait étre aussi faible que 0,76 a 1,63/100
000 naissances vivantes. 3 patients présentaient des défauts dans IL2RG et 1 patient
présentait une mutation dans RAG1 (Chien et al. 2017). Par ailleurs, la consanguinité
n'est pas présente a Taiwan.

Dans une étude coréenne, 4 patients ont recu un diagnostic de SCID parmi 152 patients
atteints de PID (Rhim et al. 2012). Une méta-analyse de 101 rapports a identifié 398
patients atteints de DIP et 10 cas de SCID et 1 cas de DIC (Son et al. 2021).

1.6.3 Asie (y compris le Sud-Est et les autres)
Beaucoup de ces pays, contrairement au Japon, ne disposent pas d'un registre ou d'une
base de données centrale sur les PID. Les données présentées ici sont basées sur des
rapports de cohortes de patients atteints de DIP. Une étude de Singapour a rapporté 4 cas
de SCID, dont 1 avec mutation IL2RG, parmi 39 patients atteints de PID. L'incidence de
PID rapportée était de 2,65/100 000 naissances vivantes. Une étude thailandaise a
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rapporté 12 SCID sur 67 cas de salpingite (17,9%) (Benjasupattananan et al. 2009). Un
patient SCID avait un défaut IL7R tandis qu'un autre avait un défaut IL2RG. Une autre
étude a identifié 7 cas de SCID parmi 72 patients atteints de salpingite (9,7%) (Luecha et
al. 2012)60. Une étude de 2003 a rapporté que 24% des DIPs sont des SCID. Enfin, une
autre etude poursuivant le diagnostic moléculaire sur 5 cas de SCID T- B+ NK+, a
identifié un défaut IL7R chez 1 patient et des mutations IL2RG chez 2 autres patients.
Une revue systemique de la littérature en Malaisie a identifié 119 patients SCID, dont 36
ont été identifiés comme SCID 63. 22 patients ont regu un diagnostic de SCID. Trois
patients ont été identifiés comme ayant des mutations IL2RG et un comme ayant un
déficit en ADA (Abd Hamid et al. 2020). Une étude réalisée en 2019 en Inde a porté sur
57 patients SCID. 38 ont été diagnostiqués comme SCID typique et 19 ont été
diagnostiqués comme SCID atypique. Il y avait une forte prédominance du sexe, 70% des
patients étant des hommes, ce qui indique la prévalence du SCID lié au chromosome X.
La consanguinité était présente dans 36% des cas. 25% des patients avaient un SCID T-
B+ NK-, 21% un SCID T- B+ NK+, 17,5% un SCID T- B+ NK- et 3,5% un SCID T- B+
NK+. Les défauts génétiques ont été identifié chez 41 patients SCID. IL2RG était I'alléle
le plus fréguemment muté (21,95 % dans lI'ensemble, 38,89 % dans le SCID T-/+ B+ NK-
). La mutation de JAKS3 était également fréquente (21,95 % dans I'ensemble, 50 % chez
les patients T-/+ B+ NK- CID). Les défauts étaient ensuite le plus souvent trouvés dans
RAG1 (19,51 %). On a également trouve des deéfauts dans ADA (12,20 %), RAG2 (9,76
%), Artémis/DCLRELC (4,88 %) et IL7R, AK2 et PRKDC (2,44 % chacun) (Aluri et al.
2019). Une autre étude réalisée en 2021 a rapporté des données sur 277 CID dont 208
SCID, 17 SCID atypiques et 26 syndromes d'Omenn. Le rapport hommes/femmes était
de 196 :81. Un diagnostic moléculaire a été posé chez 162 patients. Le gene le plus
fréguemment muté a de nouveau été identifié comme étant IL2RG (22,22%). Un défaut
de RAG1 a été observe dans 16,05%, ADA dans 11,73%, RAG2 dans 10,50%, JAK3
dans 9,26%, Artémis/DCLRELC dans 8,02%, IL7R dans 5,56%, NHEJ1 dans 1,23%,
CD3E dans 1,23%, CD3D dans 1,23%, PRKDC dans 0,62% et CORO1A dans 0,62%
(Vignesh et al. 2021).
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|.7 Distribution de ’incidence et des

genes du SCID en Nort Afrique.

Bien qu'en Afrique, une étude sauvage basée sur des études épidémiologiques spéecifiques
indique que jusqu'a 902 631 cas de salpingite sont présents, alors que seulement 1016 ont
été diagnostiqués dans les registres. Cela pourrait étre di au manque de ressources, de
résultats et a I'absence de programmes de dépistage neéonatal (Barbouche et al. 2011).

En 2018 un rapport actualisé du réseau des centres Jeffrey Model sur la classification des
maladies, les tendances régionales, les modalités de traitement et les résultats déclarés par
les médecins a déclaré que la prévalence des cas d'IPD en Afrique était de 1 836 patients
par rapport a un total mondial de 94 024, ce qui devrait étre beaucoup plus (Modell et al.
2018). Cela pourrait étre di aux programmes de sensibilisation lancés dans des pays
comme I'Egypte, la Tunisie, I'Algérie, le Maroc et le Soudan (El-Gamal et al. 2017)(El-
Sayed and Radwan 2020).

1.7.1  Afrique du Sud
La premiére étude de DIP en AFRIQUE a été enr6lée en Afrique du Sud entre (1983 -
1996) sur 93 patients DIP, I'incidence estimée est de 6,6 nouveaux patients par an, ce qui
semble similaire a ce qui est trouvé dans les pays développés. Plus tard, entre (1983 et
2009), une autre grande étude rétrospective inclut 168 patients atteints de PID parmi
52260000 de la population (de 1983 a 2009) et (10,7%) d'entre eux étaient SCID (Naidoo
et al. 2011). En 2020, dans le cadre du suivi des PID en sous Afrique, Moodley et ses
collégues ont publié un rapport sur la plus grande description monocentrique des SCID
chez les enfants sub-sahariens, il contient une étude descriptive complete des SCID
diagnostiqués a I'ndpital pour enfants Red Cross War Memorial entre (1975 et 2017),
dans lequel un total de 252 enfants males/femelles SCID (ratio 1. 5:1) ont été décrits et
classés selon la classification de 2017 de [I'Union internationale des sociétés
d'immunologie ; seulement 1,2 % de mariages consanguins parentaux ont été détectés, 45
17,9 % étaient SCID ((16 (6,3 %) T-B+ SCID et 9 (3,6 %) T-B- SCID) ; le diagnostic
moléculaire parmi les patients SCID ' a révélé 4 patients avec une mutation dans IL2R
suivie de 3 patients avec une mutation dans CD40LG, et 1 patient avec une déficience
RAG1 (Moodley et al. 2020). Tandis qu'en Somalie, des études ont identifié le SCID-

ADA comme étant le plus fréquent chez les personnes déplacées, mais en raison des
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carences socio-économiques et nutritionnelles, il est probable qu'il soit sous-diagnostiqué
(Sanchez et al. 2007).

1.7.2  Afrique du Nord
Les pays d'Afrique du Nord présentent une incidence plus élevée de mariages
consanguins elle varie entre 20 et 50% (Moodley et al. 2020). Pour cela de nombreux
pays avaient établi leurs registres de DIP. En 2017, 2456 patients atteints de DIP ont été
diagnostiqués parmi une population de 94 804 694, (Ahmed Aziz Bousfiha et al. 2013).
Donc la prévalence du DIP a été estimée a 2,56/100 000, Les troubles
d'immunodéficience combinée (CID) ont été suggérés comme les DIP les plus fréquents
avec une prévalence de la forme autosomique récessive dans les pays nord-africains
Egypte, Tunisie et Maroc,(Barbouche et al. 2011; Galal et al. 2016; Mellouli et al. 2015;
A. A. Bousfiha et al. 2014) D'autre part, I'incidence des DIP dans I'ensemble du Maghreb
est estimée a 9765 nouveaux patients par an selon l'incidence trouvée aux USA (Ahmed
Aziz Bousfiha et al. 2013). Pour cela, nous avons passé en revue la littérature du Maroc,
Tunisie, I'Algérie, et de I'Egypte comme pays représentatif de I'Afrique du Nord dans
notre revue. La Société marocaine de I'immunodéficience primaire (MSPID) a
diagnostiqué 421 patients atteints de DIP (228 patients masculins et 195 patients
féminins) (ratio 1,17) ; dans le premier registre marocain d'une immunodéficience
primaire dans une période de 14 ans entre (1998-2012) et cela donne une prévalence de
0,81/100000 habitants, parmi ces patients 20. 6% avaient un CID (37 cas de SCID et 26
de déficiences du CMH I1) ,43,2% avaient une consanguinité parentale positive ; En 2012
une étude récente compare la prévalence et le taux de couverture dans les registres de
DIP du Maghreb et a noté que la prévalence au Maroc a augmenté et a conduit a 2. 09/
100 000 habitants (Ahmed Aziz Bousfiha et al. 2013). Dans la littérature, l'incidence
exacte du SCID au Maroc n'est pas disponible, par contre, 8,74% des patients atteints de
PID souffrent de SCID selon la classification 1UIS des PID (A. A. Bousfiha et al. 2014).
En outre, une étude rétrospective de 30 SCID a montré que le SCID autosomique récessif
est plus fréguent 19 T- B- SCID avec une prédominance de T- B- NK+ (14),
probablement en raison d'un déficit en RAG1/2 mais aucune analyse moléculaire n'a été
faite pour confirmer cette. La méme chose a été mentionnée dans une étude rétrospective

de 75 patients algériens atteints de DIP collectés pendant sept ans (de janvier 2003 a
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juillet 2010) avec une prévalence de 1,46/100 000 habitants ; le plus souvent, 40 % des
descendants de patients atteints de DIP sont des enfants.

La prévalence des DIP en Algérie est estimée a 30 : agammaglobulinémie (30) et 13
avaient (SCID) (Kechout et al. 2011) tandis que le registre tunisien a rapporté 710 DIP
entre (1988-2012) estimation d'une prévalence plus élevée (Mellouli al.2015). L'Egypte
est le deuxiéeme pays d'Afrique du Nord pour ce qui est de la prévalence de
I'immunodéficience primaire, avec un taux de prévalence de 3,5 /100 000 habitants, ou
les DIP représentent la catégorie la plus courante (28,6 %), suivie par les anomalies
congénitales des phagocytes (25,4 %), selon la classification de I'Union internationale des
sociétés d'immunologie. L'Egypte est le deuxiéme pays d'Afrique du Nord & avoir mis en
place un registre des PID en 2009, dans lequel 64 patients égyptiens atteints de DIP, H/F
42/22 (ratio 1,9:1) ont été recueillis entre 2004 et 2008, le délai de diagnostic était de
29,9 mois. Le DIP le plus fréquent était le déficit en anticorps (35,9 %), suivi du SCID
(29,7 %), des mariages consanguins ont été relevés chez 62,5 % des patients, tandis que
23,4 % étaient issus d'un membre de la famille affecté (Reda, Afifi, and Amine 2009);
Quelques années plus tard, une grande étude de risque de dépistage menée par I'hopital
pédiatrique de l'université du Caire a diagnostiqué 476 enfants avec des troubles de PID
parmi 5000 enfants suspects recueillis entre 2010 et 2014 dans une population de
95690000 ; le SCID était le trouble le plus présent (130 cas), 46 (50,5%) T-B-SCID, 35
(38,5%) avec T-B + SCID, et (11%) syndrome d'Omenn. L'analyse moléculaire de tous
les SCID a révélé une mutation de RAG1&2 chez 6 patients et une mutation d'Artémis
chez 1 patient, (Galal et al. 2016). En outre, le séquencage de I'exome entier des patients
T - B + SCID a revélé que la mutation dans JAK3 était la plus fréquente, suivie par des
variantes dans IL2Ry (n = 6) (Galal et al. 2016).

1.8 Australie/Nouvelle-Zélande

Le premier registre national des DIP en Australie a été créé en 1990 par la Société
australienne d'allergie et dimmunologie clinique (ASCIA) afin de déterminer la
prévalence des DIP, d'améliorer le diagnostic de ces troubles et la thérapie de base, et de
défendre les intéréts des patients. Entre 1990 et 1994, 500 patients (M/F) (1,8:1) ont éte
inscrits dans le registre avec un taux de prévalence national cumulé estimé pour toutes les

formes 2,82/100000, il differe selon I'état de la population, ainsi la prévalence minimale
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était de 1,18/100000 dans le Queensland avec une population de 31,34,105 en 1993 et la
supérieure est de 4,57/100000 en Australie occidentale dans 16,84. Le diagnostic
moléculaire a montré qu'un patient était atteint d'un déficit en ADA et un autre d'un
déficit en CMH de classe | ou Il (Baumgart et al. 1997).

Plus tard en 2006, un nouveau registre ASCIA PID basé sur le web pour I'Australie et la
Nouvelle-Zélande a été lancé. Il comprend 1209 patients atteints de salpingite provenant
de 88 centres. M/F (Ratio 1.17:1) avec aucun sexe enregistré dans 9 cas, La gamme d'age
était (de I'enfance a 96 ans) sur les populations australiennes et néo-zélandaise ;20,6
millions, 4,1 millions perceptivement Australien Bureau of Statistiques. Statistiques de la
population australienne : 3101.0 ; juin 2006. Statistiques de la Nouvelle-Zélande.
National Population Estimates ; juin 2006. La prévalence des cas de DIP a été donnée
comme suit : Prévalence des études australienne et néo-zélandaise : 4,9/10000 ;
prévalence de I'étude australienne : 5,6/10000 ; prévalence de I'étude de I'Australie du
Sud : 12,4/10000 ; estimation de la prévalence ajustée : 13,2-14,5/10000. Les troubles
liés aux déficits en anticorps étaient présents chez 77,0 % des patients ; le SCID chez 6,3
% ; (SCID T-B- total 3,4 % ; déficit en adénosine désaminase 0,2 % ; SCID T-B+ total
0,7 % ; SCID lié a I'X 0,5 %) (Kirkpatrick and Riminton 2007). En outre, l'unité de
surveillance pédiatrique australienne a mené une surveillance nationale mensuelle active
des troubles rares avec des rapports de spécialistes de la santé de I'enfant, a identifié 33
cas de SCID au cours de la période de six ans, [incidence 1,8/105 naissances vivantes par
an ; intervalle de confiance a 95% (IC) 1,2-2,5]. 26 enfants avaient un SCID classique
H/F (20/6) ; cing d'entre eux avaient une consanguinité positive et I'dge médian au
diagnostic était de 6 mois, 7 enfants avaient un SCID atypique H/F (3/4), deux d'entre
eux avaient une consanguinité positive et I'age médian au diagnostic était de 16 mois.
L'incidence nationale rapportée du SCID classique en Australie (1,45/105 ou 4 cas par an
ou 1/69 000 naissances vivantes) Le diagnostic moléculaire a identifié 13 enfants avec un
SCID lié au chromosome X, 4 enfants avec un déficit en ADA, un avec un déficit en
chaine alpha du récepteur de l'interleukine-7 et deux enfants avec un syndrome d'‘Ommen
(Yee et al. 2008).
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3™ Partie caractérisation et étude des patients SCID au Maroc

1.1 RESULTATS

I1.1.1 Distribution des patients Analysés des patients de la
base de données

En Bref 1040 patients suspecté d’avoir un déficit immunitaire Primitif enregistré dans la
base de données informatisé du laboratoire d’immunologie cellulaire entre (2008-20018)
ont été analysé par un expert en DIP les résultats de cette classification était presenté a la
(Figure 33), 185 patients on était analysé a voir souffrir du DIP ; 93 CID,66 DIH,26 DIP
complexe. D’autre part 575 autres patients on était diagnostiqué comme ne pas avoir
souffrir du déficit immunitaire bien que 235 d eux avaient des valeurs de sous typage

lymphocytaire bases on les comparent aux valeurs normales.
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Figure 33. Distribution de 1040 patients analysé de la base de données
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11.1.2 Caractéristiques démographiques des groupes SCID

et non-SCID d'étudiés

Les informations démographiques collectées aupres des différents groupes SCID et du

groupe de contrble non-PID sont présentées dans le tableau X. Le rapport de masculinité

dans notre groupe SCID (M/F) était inférieur a celui des enfants non-PID (1,19 contre

1,69, respectivement ; p<0,05). La consanguinité était présente chez 39,5% des parents

des patients SCID, alors qu'elle n'était que de 24% chez les parents des enfants non-PID.

Le pourcentage d'antécédents familiaux de DIP dans le groupe SCID était également plus

élevé par rapport au groupe non-PID (68,5% contre 9%, respectivement ; p<0,05). Nous

avons observé que I'age médian de la premiere suspicion de SCID était significativement
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plus bas chez les enfants avec SCID confirmé, comparé au groupe non-PID (90 jours
contre 210 jours, respectivement ; p<0,05). De plus, méme dans le groupe SCID, cet age
était considérablement plus bas chez les 24 enfants ayant des antécédents familiaux de
SCID, par rapport a ceux sans antécedents familiaux (75 jours contre 165 jours,

respectivement ; p<0,05) (données non présentées).

Tableau X : Données démographiques des patients atteints d'immunodéficience

combinée séveére et des enfants non atteints de DIP

Nomt_)re des Sexe ratio (H/F) Mégi;::u:n((i)’i?ge Consanguinité Histoire familiale
patients (Min & max) du SCID
Group des SCID 35 19/16 (1.19) 3(0.2-24) 39.5% 68.5%
T-B+ SCID 10 4 /6 (0.6) 3(1-24) 33% 50%
T-B- SCID 25 15/10 (1.5) 4(0.2 - 24) 50% 63%
Group Non-PID 622 391/231 (1.69) 7 (0.53 - 24) 24% 9%

11.1.3 Caractéristiques immunologiques des patients SCID

marocain

Les résultats du phénotypage des lymphocytes sont résumés dans le (Tableau XI) La
répartition des patients en sous-types SCID a montré que les sous-types T-B-NK- et T-B-
NK+ sont plus fortement représentés par rapport aux autres sous-types (T-B+NK+ et T-
B+NK+). Dans le (Tableau XI) Les valeurs médiane, minimale (min) et maximale (max)

sont représentées en x1000 cellules/uL.

Tableau X1 : Comptage des sous-populations de lymphocytes dans les quatre sous-types
de SCID

Group du SCID
Group Non-PID T-B-NK- T-B-NK+ T'BNJ;EK' T-B+NK+
N=11 N=14 N=5
Valeurs Médian | Min | Max | Médian | Min Max | Médian | Min | Max | Médian | Min | Max | Médian | Min | Max
Lymphocytes | 59 | 04 | 22 | 022 | 007 | o058 | 061 | 004|406 | 172 | 074 | 410 | 158 | 030 | 2.48
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CD3+ 38 | 02 | 158 | 015 | 000 |043| 008 | 001|028 | 001 | 000|127 | 021 | 000 | 151

CD4+ 21 |o008| 74| 003 | 000 | 020 003 | 000|017 | 001 | 000|088 | 011 | 000|117

CD8+ 14 | 006 | 84 | 008 | 000 | 038 | 001 | 000|014 | 001 | 000|030 ]| 007 | 000|057
CD19+

106 | 009 | 114 | 002 | 000 | 017 | 003 | 000 | 024 | 127 | 054|377 | 071 | 034 | 1.28

CD56+16+ | 48 | 047 | 49 | 002 | 000 | 006 | 032 | 016 | 243 | 004 | 000 | 006 | 022 | 016 | 0.73

La distribution du nombre de cellules T, B et NK dans les patients Non-PID et les quatre
sous-types SCID est présentée dans la Figure 34. Comme prévu, nous avons observé
qu'en général, le nombre de sous-populations lymphocytaires est significativement plus
faible chez les patients du groupe SCID que chez les patients non-PID. En fait, une
lymphopénie (<1800 lymphocytes/pL) a été observée chez 77% des patients SCID, la
médiane étant de 560 cellules/uL. Néanmoins, six patients non-PID (0,96 %) ont présenté
des valeurs inférieures a la valeur moyenne (186 cellules/ pL) d'un sous-ensemble de 24
patients SCID (68,6 %). Les 11 autres patients SCID présentaient un nombre
extrémement faible de cellules T (5 cellules/ uL). Parmi les sous-types de SCID, le
nombre de lymphocytes était inférieur dans le sous-type T-B- par rapport au sous-type T-
B+ (médiane de 370 cellules/uL contre 1650 cellules/pL, respectivement ; p<0,05).

Les patients atteints de SCID sont typiquement définis comme ayant un niveau trés bas
de cellules T (<300 cellules/L, et/ou avec une forte présentation clinique de SCID
(infections récurrentes et retard de croissance), ainsi qu'une histoire familiale de SCID
favorable. Comme prévu, dans notre étude, 30 patients SCID (85,7 %) présentaient un
taux absolu de lymphocytes T < 300 cellules/pL. Fait remarquable, deux sujets du sous-
type T-B-NK (5,7 %) avaient un nombre de lymphocytes T compris entre 300 et 500
cellules/ul. De plus, deux patients du sous-type T-B+NK+ (5,7 %) et un patient du sous-
type T-B+NK- (2,85 %) avaient un nombre de cellules T > 500 cellules/uL.

Parmi les patients atteints du sous-type T-B-NK+, 52 % présentaient une absence totale
de cellules T (nombre de cellules T = 0). De méme, parmi les patients présentant le sous-
type T-B+ NK-, 57 % avaient un nombre de cellules T égal a zéro. Les patients SCID de
sous-type T-B-NK- et T-B-NK+ présentaient un pourcentage similaire de patients sans
lymphocytes B. Le pourcentage de patients sans lymphocytes B était plus éleve dans le
sous-type T-B-NK- que dans le sous-type T-B-NK+. Le pourcentage de patients sans
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cellules B était de 37,5 % pour les T-B-NK- et de 35,3 % pour les T-B-NK+. Les patients
atteints du sous-type T-B-NK- présentaient plus fréquemment une absence de cellules

NK par rapport au sous-type T-B+NK- (25 % contre 14 % respectivement, p<0,005).
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Figure 34. Numération des sous-populations lymphocytaires dans les sous-groupes SCID.
Distribution des données indépendantes données indépendantes pour les cellules T (), les cellules
B (b) et les cellules NK (c) dans les quatre sous-groupes SCID sont représentées graphiquement
avec les seuils ainsi que la médiane chez les patients non SCID (indiqués par des lignes
pointillées). Représentés graphiquement avec les seuils ainsi que la médiane chez les patients non-
PID (indiqués par des lignes pointillées). La zone grise représente l'intervalle ou les valeurs

mesurées chez les patients SCID et non-PID se chevauchent.

11.1.4 Caractéristiques cliniques des patients SCID

Marocain en comparaison aux patients non-PID
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La distribution des manifestations cliniques au sein des groupes de patients étudiés est
représentée dans la Figure 35. En général, on a observé que les infections respiratoires, le
retard de croissance et la diarrhée étaient les manifestations cliniques les plus fréquentes
dans le groupe SCID, tandis que le groupe non-PID présentait le plus souvent des
infections respiratoires et de la diarrhée. La méningite a été observee plus fréquemment
chez les patients SCID par rapport aux non-PID. Les infections des voies urinaires, le
muguet buccal, l'infection a CMV et l'infection disséminée par le BCG apres la
vaccination n'ont été observés que dans le groupe SCID et non dans le groupe non-PID.

En revanche, la septicémie était plus fréquente dans le groupe non-PID.
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Figure 35. Manifestations cliniques chez les patients non-PID et SCID. Représentation
graphique de la fréquence des différentes manifestations cliniques associées au SCID
dans les groupes de patients SCID et non-PID. Test de Mann-Whitney, n.s. = non
significatif, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 et **** p < 0,0001.

La distribution des manifestations cliniques dans les quatre sous-groupes de patients SCID est

représentee dans la figure 36. Des infections respiratoires ont été observées dans tous les groupes
SCID, a l'exception du T-B-NK+. Alors que les sous-groupes T-B-NK-, T-B-NK+ et T-B+NK+

présentaient un retard de croissance, un pourcentage plus élevé de patients du sous-type T-B-NK+

présentait cette manifestation clinique (34 % ; p< 0,05), par rapport aux autres sous-types. De plus,

au sein des sous-groupes SCID, le sous-type T-B+NK+ présentait un pourcentage plus elevé de

patients souffrant d'infections urinaires (50 % ; p<0,05), par rapport aux autres sous-types. Un
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pourcentage plus élevé de patients du sous-type T-B-NK- a souffert de diarrhée (40% ; p<0,05) par

rapport aux autres sous-types.
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Figure 36. Distribution des manifestations cliniques dans les quatre sous-groupes de
patients SCID. Représentation graphique de la fréquence des différentes
manifestations cliniques associées au SCID dans les quatre sous-groupes de patients
SCID.
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11.2 DISCUSSION

11.2.1 Distribution des patients Analyses des patients de la

base de données

L’analyse de notre base de données a démontré un nombre des patients souffrant d’un
DIP cellulaire élevé para-port au ceux présentant un DIP humoral ce qui est généralement
remarqué dans tous les pays de I’ Afrique du nord pour la raison de la fréquence élevee
des mariages consanguin noté dans ces pays comme dans d’autre pays asiatique (El-
Maataoui et al. 2011; A. A. Bousfiha et al. 2014; Al-Mousa et al. 2018). Parmi les
patients suspés, 235 patients non DIP présentaient des valeurs de sous populations
lymphocytaire diminuées le moment du diagnostic et ont récupérer leur valeurs normales
quelques mois apres; cette diminution peut étre causé par différentes infections
respiratoires causé par de nombreux germes, méme remarque était notée dans plusieurs
études étudiant I’'impact des infections sur ’état ainsi que sur le nombre des cellules

immunitaire T ; B, NK des patients (Aldirmaz et al. 2014).

11.2.2 Caractéristiques démographiques des groupes SCID
et non-SCID d'étudiés

Nous rapportons ici la fréquence des sous-types de SCID observés dans une population
marocaine. Le sous-type de SCID le plus commun observé dans nos études était T-B-
NK+, dont I'nérédité est autosomique récessive. Ce résultat est identique aux rapports
précédents des pays méditerranéens tels que Michos et al. De Gréce (Michos et al. 2011),
et ElI Maataoui et al. Du Maroc (El-Maataoui et al. 2011). Cependant, dans une étude
australienne, le sous-type T-B+NK- était le plus répondu. Ce dernier est également
autosomique récessif. Les mariages consanguins dans les populations augmentent la
prévalence du SCID autosomique récessif (Tasher and Dalal 2012 ; Suliaman, Al-
Ghonaium, and Harfi 2006 ; Saleem et al. 2013). Dans notre étude, une consanguinite
positive a été trouvée chez 34% des patients et I'information n'était pas disponible pour
14% des patients. Bien que nettement inférieure aux 80 % identifiés dans une étude
iranienne (Yeganeh et al. 2008), la consanguinité dans notre cohorte est encore
relativement élevée. Seulement 20,8% de consanguinité a été observée dans la population

australienne (Yee et al. 2008). Notre cohorte est caractérisée par une consanguinité élevée
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et la prévalence des SCID autosomiques récessifs, et non des SCID liés au chromosome

X qui présentent un biais masculin plus important.

Le pourcentage de patients de notre étude ayant une histoire positive d'immunodéficience
dans la famille était de 68.5 %. Ce chiffre est proche des 50% observés dans une étude
iranienne (Aghamohammadi et al. 2014). Dans notre étude, les patients ayant des
antécédents familiaux de SCID ont été diagnostiqués plus tot par rapport aux autres
patients SCID. Cela est probablement di au fait que les familles ayant des antécédents de
SCID sont plus conscientes de cet état pathologique en raison d'expériences antérieures.
Un résultat similaire a été trouvé dans I'étude de Stephan et al. (Stephan et al. 1993). La
sex-ratio dans notre cohorte était similaire a celui trouvé par EI Maataoui et al. (El-
Maataoui et al. 2011), mais était plus faible comparé a ceux décrits dans d'autres études
(Yeganeh et al. 2008 ; Neven et al. 2009 ; Rebecca H. Buckley 2004; R. H. Buckley
2000).

I1.2.3 Les caractéristiques immunologiques des patients

SCID marocain

La lymphopénie, définie comme étant <1000 a 1500 cellules/pL, est une caractéristique
du SCID. Cependant, Gossage et Buckley avaient précédemment démontré que les
nourrissons normaux ont un nombre de lymphocytes beaucoup plus élevé que les adultes
(la limite inférieure de l'intervalle de confiance a 95% est de 2000 a 4500 cellules/uL)
(Gossage, D., & Buckley 1990). Par conséquent, ils suggérent que tout compte inférieur a
2000 cellules/pL pourrait étre considére comme une lymphopénie chez les enfants. Dans
notre étude, une lymphopénie sanguine marquée (<1000 cellules/pL) a été notée chez la
grande majorité de nos patients, a l'exception de trois d'entre eux qui présentaient des
taux de lymphocytes plus élevés. Leur taux de lymphocytes était respectivement de 2 700
cellules/uL, 2 500 cellules/pl et 2 300 cellules/pL. Le dosage des immunoglobulines était
également faible chez la plupart des patients, a l'exception de cing d'entre eux. Ces
patients, qui étaient tous agés de moins de 6 mois, ont trés probablement conservé des
immunoglobulines maternelles. Les enfants d4gés de moins de 6 mois sont connus pour

conserver les immunoglobulines maternelles (Winkelstein et al. 2006).

L'énumération des sous-populations lymphocytaires par cytometrie de flux est un test

fondamental pour déterminer le nombre de cellules T, B et NK et identifier les cas
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potentiels de SCID. Les criteres diagnostiques du SCID mentionnent que le nombre de
cellules T doit étre inférieur au seuil de 300 cellules/ul (Herbinger et al. 2013). La
majorité de nos cas (85,7%) correspondaient au critére de <300 cellules T/ul. Néanmoins,
nous avons constaté que deux patients SCID (5,7%) de sous-type T-B-NK- avaient un
nombre de lymphocytes T compris entre 300 et 500 cellules/ul. Ces deux patients ont éte
considérés comme SCID en tenant compte des autres critéres cliniques. En effet, ces deux
patients présentaient des infections respiratoires répétitives, un retard de croissance, une
méningite et des infections urinaires depuis leurs premiers mois de vie. L'un de ces
patients est décédé et le nombre de lymphocytes T de l'autre est tombé a moins de 300
cellules/uL lors d'un nouveau test 3 mois plus tard. Ce dernier patient avait des
antécédents familiaux positifs de SCID et la famille était consanguine. Ces résultats sont
cohérents avec la proposition de Roifman et al. Selon laquelle les patients atteints de
SCID typique pourraient étre mieux identifiés par un seuil de <500 cellules T CD3+
circulantes puisque les cellules T de ces patients avaient des réponses in vitro nettement
diminuées a la phytohémagglutinine (PHA). De maniére surprenante, nous avons
également constaté que le nombre de cellules T de trois patients (8,7 %) était > 500
cellules/uL. L'un de ces patients était de sous-type T-B+NK-. Ce patient souffrait d'une
infection respiratoire, de diarrhée et d'une infection des voies urinaires. Les deux autres
patients étaient de sous-type T-B+NK+. lls présentaient tous deux une infection
respiratoire et une diarrhée. Bien que les valeurs des lymphocytes T de ces 3 patients
soient atypiques pour le SCID, et plus proches de I'immunodéficience combinée (CID)
(Roifman et al. 2012), des mutations dans des genes qui fonctionnent apres le
développement des lymphocytes T tels que I'ADN ligase 1V, CD3G, CD8, IL-2R,
p56LCK, ZAP70, STAT5, FOXN1, DOCKS, CD40, CD40L ou des deficiences dans les
génes codant pour le CMH de classe | ou le CMH de classe I, en particulier en cas de
fuite, peuvent donner lieu a un tel phénotype (Tasher and Dalal 2012). Les 3 patients des
deux sous-types avaient tous des antécédents familiaux positifs de SCID. Lorsque les
tests ont été refaits 6 mois plus tard, le nombre de lymphocytes T des 3 patients a chuté a
moins de 300 cellules/uL. Par conséquent, il s'agit tres probablement de SCID, ce qui
correspond a leur diagnostic clinique. Les patients identifiés comme SCID ou PID
subissent souvent des tests génétiques ultérieurs pour confirmation. Malheureusement, ni
le diagnostic moléculaire ni la mesure des niveaux des cercles d'excision des récepteurs

des cellules T (TREC) (van der Spek et al. 2015) n'étaient possibles pour la majorité des
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patients de notre cohorte. Pour les rares patients non atteints de DIP présentant une faible
numération lymphocytaire, la lymphopénie transitoire pourrait avoir été causee par des
infections qui induisent l'activation des lymphocytes immunitaires et leur fixation sur
I'endothélium (Herbinger et al. 2013). Elle pourrait également avoir été causée par les

glucocorticoides qui induisent I'apoptose des lymphocytes (Smith and Cidlowski 2010).

11.2.4 Caractéristiques cliniques des patients SCID

Marocain en comparaison aux patients non-PID

Les patients SCID étudiés dans notre présentaient également les symptomes classiques du
SCID. Des infections respiratoires ont été observées dans tous les groupes SCID comme
dans les patients non-PID, sauf dans le sous-type T-B-NK+. Cela était probablement di a
la taille de I'échantillon de I'étude. Comme le vaccin Bacillus Calmette-Guérin (BCG)
contient du Mycobacterium bovis vivant atténué, il est contre-indiqué chez les patients
atteints de SCID ou d'autres immunodéficiences car des infections disséminées peuvent
survenir apres la vaccination de ces patients (Marciano et al. 2014; Norouzi et al. 2012;
Mazzucchelli, J. T. L., Bonfim, C., Castro, G. G., Condino-Neto, A. A., Costa, N. M. X.,
Cunha, L., ... & Costa-Carvalho 2014). Néanmoins, I'un de nos patients SCID a présenté
des complications liées a la vaccination par le BCG. En fait, le respect de cette contre-
indication est difficile dans notre pays puisque le BCG est administré a la naissance dans
les pays endémiques de la tuberculose comme le Maroc.
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CONCLUSION
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Identifier la prévalence ou l'incidence du SCID dans un pays permet de confirmer I'état
de santé de ses nouveau-nés et d'établir un protocole bien défini pour la gestion et le
diagnostic précoce des enfants nés avec la maladie monogénique. Le dépistage néonatal
(NBS) permet de déterminer l'incidence précise au sein d'une population et permet un
diagnostic et un traitement précoces. Il est a noter que l'incidence de la maladie
monogeénique varie selon les régions. Ainsi La définition des variants pathogénes dans les
génes connus pour provoquer un déficit immunitaire combiné sévere aide a établir un
diagnostic définitif a savoir que certain formes et mutations génétiques du trouble

immunologique combiné étant plus fréquentes dans certains groupes ethniques.

Notre étude quantifie I'évolution des numérations et des pourcentages de la sous-
population des lymphocytes chez des enfants marocains en bonne santé de la naissance a
I'dge adulte. Ces valeurs de référence devraient étre utiles aux laboratoires marocains
pour l'interprétation correcte de Il'immunophénotypage des lymphocytes dans le
diagnostic du VIH, de la PID et d'autres maladies caractérisées par une lymphocytose ou

une lymphocytopénie chez les patients pédiatriques.

Les antécédents familiaux, la consanguinité des parents du patient, le profil clinique et
une anomalie dans la numération des sous-populations de lymphocytes doivent étre
considérés ensemble pour le diagnostic de l'urgence pédiatrique du SCID, car seul un
diagnostic précoce peut sauver la vie des patients. Les médecins doivent prendre en
considération les signes susmentionnés méme lorsque le critere de lymphopénie T
inférieure a 300 cellules/uL est absent pour leur permettre de réagir rapidement, car
14,3% des cas de SCID ne présentaient pas de lymphopénie <300 cellules/uL. Le
dépistage néonatal du SCID avant la vaccination pourrait également permettre d'éviter les

complications cliniques liées a la vaccination BCG chez ces patients.
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1. ACTIVATION with opsonized E.coli bacteria. PMA and fMLP
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3. LYSING and FIXATION
+«2mil1xrea . o
5 min, 250 g at2.8°C
‘:l x Iyslt;gm soP. tio‘n'). ®D decant
. incubate
vortex . J 20 min at RT
4. WASHING and DNA STAINING
s & min, 280 g at 28-c (DNA Ltainiag sonmon)
wmh so!uﬂon)
vortex and
incubate 10 min
at0°C
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Abstract. The number of circulating lymphocytes is altered in a number of diseases including either increase
(lymphocytosis) or decrease (lymphocytopenia). Therefore, the assessment of total blood lymphocyte numbers and
the relative distribution of lymphocyte subsets is a critical front-line tool in the clinical diagnosis of a number of
diseases, including pediatric diseases and disorders. However, the interpretation of this data requires comparison of
patient’s results to reliable reference values. Blood lymphocyte subpopulation numbers are also subject to genetic
polymorphisms, immunogenic and environmental factors and vary greatly between populations. While the best
practice reference values should be established within local representative populations of healthy subjects, to date,
Caucasian reference values are used in Morocco due to the absence of indigenous reference values. Potential
differences in blood lymphocyte subpopulation reference values between Caucasian versus Moroccan populations
can adversely affect the diagnosis of pediatric and childhood diseases and disorders such as primary
immunodeficiency (PID) in Morocco.

OBJECTIVE: The aim of this study was to establish the age-stratified normal reference values of blood lymphocyte
subsets for the pediatric Moroccan population.

METHODS: We measured the concentration of lymphocyte subpopulations by flow cytometry from 83 Moroccan
healthy subjects stratified into 5 age groups of 0-1, 1-2, 2-6, 6-12 and > 12-18 (adult).

RESULTS: The absolute and relative amounts of the main lymphocyte subsets of T-cells, B cells and Natural Killer
(NK) cells were measured and compared to previously described reference values from Cameroonian, Turkish,
American and Dutch populations. Additionally, we also observed an age-related decline in the absolute population
sizes of lymphocyte subsets within our study group. Relative proportions of CD3+CD4+ helper T lymphocytes
decreased with increasing age and by 12 years-adult

age, both proportions of CD3*CD4+ helper T lymphocytes and CD3+*CD8* cytotoxic T lymphocytes, as well as
CD3 CD19+

B lymphocytes were also decreased. Finally, we compared the median values and range of our Moroccan study group
with that of
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published results from Cameroon, Turkey, USA and Netherlands and observed significant differences in median and
mean values of absolute number and relative proportions of lymphocyte subsets especially at 0-1 years and 1-2 years
age groups. Above age 12 years, the Moroccan values were lower. For NK cells, the Moroccan values are also
lower.

CONCLUSIONS: The results of this study have a significant impact in improving the threshold values of the
references intervals routinely used in the diagnosis of paediatric diseases such as PIDs or mother-to-child
transmitted HIV within the Moroccan population.

Keywords: Primary immunodeficiency diseases, diagnosis, blood leucocytes, reference values, pediatric population
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1. Introduction

Lymphocytes are a subset of white blood cells that
constitute an integral part of the humoral and cel-
lular immune defence against foreign proteins and
pathogens. The number of circulating lymphocytes can
either increase (lymphocytosis) during certain infec-
tions such as mononucleosis or in lymphoprolifera-
tive disorders such as acute or chronic lymphocytic
leukemia, or decrease (lymphocytopenia) during vi-
ral infections such as human immunodeficiency virus
(HIV) or in inherited diseases such as primary immun-
odeficiencies (PID) [11,13,17]. On one hand, many
childhood and pediatric diseases and disorders can
reduce lymphocyte counts and/or subsets. Examples
include, PID, as well as mother-to-child transmitted
HIV [21,28]. Pediatric cancers, on the other hand, can
abnormally raise lymphocyte counts [8].

Flow cytometric determination of the total number
of lymphocytes and/or lymphocyte subsets plays a par-
ticularly important role in the initial assessment and
diagnosis of many clinical diseases and disorders, in-
cluding autoimmunity, immunodeficiencies, infections,
and malignancy [17,40]. The interpretation of routine
immunophenotyping performed with flow cytometry is
highly dependent on the comparison between measured
laboratory values of the sample being tested and normal
values obtained from healthy individuals [17,19]. The
total number of white blood cells, including lympho-
cytes as well as the distribution of its subsets are highly
variable in the population. The first National Health
and Nutrition Examination Survey in the USA demon-
strated that total leucocytes were different according
to the age [22]. Other studies have also demonstrated
the effect of age on peripheral blood lymphocytes [10].
Another study examined the total leukocyte counts be-
tween men and women all ages from €25 to €71 (at
5 year intervals) and concluded that this number was
significantly different between men and women at all
ages examined [3]. Similar differences were observed
in monocytes, and eosinophils [3]. However, the neu-
trophil percentage dropped for women above 50, while
lymphocyte numbers increased indicating the effect of
female hormones on leucocyte counts [3]. Therefore,
reference values should be age-stratified.

Other well-known regulators of the immune response
include environmental exposure, including prenatal ex-
posure [7], nutrition level [27,36] and also microbial ex-
posure or the “hygiene hypothesis” [2,16,34]. Because
total lymphocyte numbers, as well as its subsets, can

differ between countries due to local variations in these
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above-mentioned conditions, multiple studies have in-
vestigated ethnic populations to establish the reference
laboratory values [14,18,24,29,33,35]. Use of domestic
reference values is therefore expected to improve the ac-
curacy of flow cytometry-based diagnosis. In a previous
study, our group established the lymphocyte reference
values for the adult Moroccan population [30]. The aim
of this study was to establish the age-stratified normal
reference values of blood lymphocyte subsets for the
pediatric Moroccan population. Yet, a similar study has
not been heretofore performed on this population.

2. Methods

2.1. Subjects and samples

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) preserved
whole blood was obtained from healthy children at the
Immunology, Allergic and Respiratory Diseases Unit,
Children’s Hospital of Rabat in the period between Oc-
tober 2005 and March 2008. Samples were sent to Lab-
oratory of Cellular Immunology in the National Insti-
tute of Hygiene for immunological analysis. Parental
informed consent was obtained before assessing sub-
jects for the study. Each individual was assessed clini-
cally by a paediatrician to confirm if he/she was eligible
to take part in the study. We also asked the parents if
there were any histories of infectious diseases or im-
munologic and hematologic disorder in the child or in
the family. Eighty-three blood samples were obtained
by venipuncture and the samples were divided into 5
groups based on the age of the donor; Group I: from
0 to 1 year (n = 12), Group II: from > 1 to 2 years
(n = 13), Group IlI;: from > 2 to 6 years (n = 17),
Group IV: from > 6 to 12 years (n = 21) and Group V:
> 12 years (n = 20).

2.2. Immunophenotyping

Samples were analysed within 24 hr of collection by
four-color flow cytometry immunophenotyping in the
Laboratory of Cellular Immunology, National Institute
of Hygiene, Rabat). Absolute count and the percent-
age of the lymphocyte subsets were obtained after ly-
sis of erythrocytes in whole blood using a single plat-
form technology. Lymphocyte subsets investigated were
CD37/CD19+ B lymphocytes, CD3+ T lymphocytes,
CD3+/CD4+ T helper cells, CD3+/CD8+* cytotoxic
T cells, CD37/CD16+ and/or CD56* Natural Killer
(NK) cells. Blood cells staining was performed in BD
Bioscience true count® tubes using 2 separated com-
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bination mixtures of labelled monoclonal antibodies
(Multitest, BD Bioscience). Each mixture was added to
50 pL of whole blood, vortexed gently and incubated
for 10 min in the dark at room temperature (20-25C).
The red blood cells were lysed by adding 1 ml of di-
luted FACS lysing solution (BD Biosciences) followed
by 10 min incubation. Samples were analysed in a BD
FACSCanto flow cytometer (BD Biosciences). The in-
strument was calibrated using Calibration Beads fol-
lowing the guidelines and the instructions of the manu-
facturer (Beckman Dickinson).

2.3. Gating strategy

Data were analyzed in FlowJo software (BD Bio-
sciences). Cells were initially gated for lymphocytes
(CD45 versus FSC-A). CD3+ surface expression was
then determined. CD3+ cells were further analyzed
for expression for CD4 versus CD8 expression. CD3~
cells were examined for CD19, CD16 and CD56 ex-
pression. The numbers of following lymphocyte sub-
populations were determined: lymphocytes (CD45+),
T lymphocytes (CD3+), B lymphocytes (CD19+),
NK cells (CD3", CD16+ and/or CD56+), helper T
lymphocytes (CD3+CD4+), cytotoxic T lymphocytes
(CD3+CD8+*). Representative example of gating strat-
egy and identification of specific lymphocytic subsets
is shown in Fig. 1. The percentages of each gated lym-
phocyte subpopulation are directly given by the analy-
sis software. The subpopulation absolute size was de-
termined by reporting the acquired cells count by the
volume calculated using a known concentration of True
Count® beads.

2.4. Statistical analysis

Results (absolute counts) were calculated by Excel
(Microsoft) and statistical testing for normality was
performed using the Kolmogorov-Smirnov test and the
Shapiro-Wilks test. For the data on absolute humbers,
40 % of the values were skewed. For the relative size,
most of the data had normal distribution. Only 20 %
were skewed. An algorithmic for transformation was
performed using SPSS 20.0 to reduce the skewing. Fol-
lowing this correction, 100 % of the transformed data
fitted a normal distribution (Alpha > 0.05). The distri-
bution of patients by age groups varies between n = 12
and n = 21. Since this number is small for the determi-
nation of confidence interval, we chose to determine the
tolerance interval [23]. We set the proportion to be in-
cluded at 0.90 [two-sided, comparable to the percentile
points (p) 5 and 95] with a confidence level of 0.95.
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Fig. 1. Representative example of gating strategy and identifica-
tion of specific lymphocyte subsets. Lymphocytes were selected
based on their side-scatter and CD45 positive staining (A). Subse-
quently, T lymphocytes were identified as CD3* and subdivided into
CD4*CD8~ or CD4~CD8" cells (B) and (C). Non-CD3* lympho-
cytes were identified as CD19* B cells (D) or CD16*CD56* NK
cells (E).

The tolerance limits were calculated with Minitab 18
and the log-transformation values were retransformed
to original values; all the values given in the table are
original. Mean, Median, Maximum, Minimum values,
as well as significant difference within lymphocyte sub-
sets across different groups were calculated using Prism
8.0 (GraphPad).

3. Results

The absolute and relative values of the cytotoxic T
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Table 1
Absolute count of lymphocyte subsets
Age groups
Group I N =11 Group Il N =13 Group III N =17 Group IVN =21 GroupV N =20
Mean Mean Mean Mean Mean
Lymphocyte Median (5t to 95t Median (5t to 95th Median (5t to 95t Median (5t to 95t Median (5t to 95t
subsets (n X 109/L) percentile) (n X 109/L) percentile) (n X 109/L) percentile) (n X 109/L) percentile) (n X 109/L) percentile)
(n x 109/L) (n x 109/L) (n X 10%/1) (n x 10%/L) (n X 109/1)
CD3+ 6.30 6(3.2-7.9) 5.90 6.22 (2.9-10.00) 2.90 2.69 (0.20-5.20) 2.80 2.43 (0.9-4.90) 0.81 1.058 (0.8-4.3)
CD4+ 4.20 4.3(2.0-6.1) 3.80 3.94(1.9-6.3) 1.80 1.61(0.50-2.1 1.60 1.34(0.8-2.1) 0.44 0.53(0.13-1.45)
CD8+ 1.25 1.35(0.90-2.2) 2.10 2.40(0.90-3.60) 1.10 0.95 (0.30-1.8) 0.90 0.87 (0.30-1.60) 0.24 0.31 (0.08-0.75)
CD19+ 2.03 2.12(0.46-3.63) 2.26 2.29(0.95-3.72) 1.24 1.23 (0.54-2.03) 0.62 0.61(0.21-0.98) 0.11 0.12 (0.05-0.22)
CD16+56+ 0.44 0.64 (0.05-1.64) 0.48 0.62 (0.17-1.44) 0.53 0.48 (0.17-0.98) 0.26 0.33(0.12-0.65) 0.095 0.11(0.02-0.33)
Table 2
Relative size of lymphocytes subsets (%)
Age groups
Group I N =11 Group Il N =13 Group Il N =17 Group IVN =21 GroupV N =20
Mean Mean Mean Mean Mean
Lymphocyte  Median (5t to 95t Median (5t to 95t Median (5t to 95t Median (5t to 95t Median (5t to 95t
subsets % of percentile) % of percentile) % of percentile) % of percentile) % of percentile)
lymphocytes % of lymphocytes % of lymphocytes % of lymphocytes % of lymphocytes % of
lymphocytes lymphocytes lymphocytes lymphocytes lymphocytes
CD3+ 75.00 75.43 (54.4-92) 66.18 66.18 (51.50-80.00) 59.21 59.21 (38.70-76.90) 67.33 67.33 (44.44-86.67) 70.68 70.68 (46.03-81.90)
CD4+ 50.60 57.39 (35.7-96.8) 41.38 42.27 (30.48-58.54) 36.36 35.20(19.35-46.15) 36.96 36.84 (22.22-54.29) 36.58 35.91 (25.64-49.88)
CD8+ 16.40 17.69 (9.40-26.20) 25.00 25.05 (16.36-37.80) 21.70 20.95 (11.36-30.23) 22.20 23.71 (15.00-35.56) 25.80 25.50(10.90-41.12)
CD19+ 23.30 27.34(8.7-43.20) 27.56 26.63 (7.60-38.91) 29.77 28.03 (13.85-41.36) 19.50 19.25 (4.67-43.30) 10.28 11.11 (6.85-17.70)
CD16+56+ 4.90 8.56 (0.94-21.86) 7.06 6.67 (1.39-12.00) 10.59 12.64 (2.83-33.04) 9.04 9.15 (3.75-20.00) 7.86 8.60(2.43-16.18)
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lymphocyte subset (CD3+ T cell, CD3+CD4+ T helper
cells, CD3+CD8+ cytotoxic T cells, CD19+ B cells
and CD16+ and/or CD56+ NK cells) including the me-
dian, mean and range are presented in Tables 1 and 2,
respectively. The values provided in theses tables rep-
resent a 90 percent chance that 90 percent of healthy
children will fall within this range.

We also compared the changes in the numbers of
lymphocytes and its subsets with age. Analyses of the
changes in lymphocyte subpopulation numbers in pe-
ripheral blood with age showed no statistically signif-
icant differences in CD3+ cells between group | and
group Il or between group Il and group IV. Never-
theless, a significant age-associated reduction was ob-
served when either group | or group Il was compared to
group 11, group IV or group V and even when group Il
or group 1V were compared to group V (Fig. 2A). Iden-
tical results were obtained for the CD3+CD4+ popula-
tion (Fig. 2B). Numbers of CD3+CD8+ cells, showed
a statistically significant increase of total numbers from
group I to group Il. However, there were no significant
differences between groups | and I11 or between groups
I 'and IV. Significant differences were again noted when
group I was compared to group V. Group Il was signifi-
cantly different from groups IlI, IV and V. Groups 11
and 1V also significantly differed with group V. These
results indicate that CD3+CD8+ cell numbers tem-
porarily rise between ages 1-2 years, before decreas-
ing at ages more than 2 years (Fig. 2C). For CD19+
B cells, we noted that except for between group | and
group 1, there were statistically significant differences.
These results suggest that B cells decrease after age
of 2 years (Fig. 2D). Finally, when NK cells number
were compared across ages, we observed no significant
differences between groups, except for group | versus
group V, group Il versus group V and group 111 versus
group V. These results indicate that NK cell numbers
decrease after 12 years age (Fig. 2E).

Comparing changes in proportions of lymphocytes
and lymphocyte subsets, we did not observe any signif-
icant difference in proportions of CD3+ lymphocytes
between different age groups except for a decrease from
group | (0-1 year) to group 111 (2-6 years) (Fig. 3A).
The proportions, however, significantly increased be-
tween group 111 (2—6 years) to group V (12 years-adult)
(Fig. 3A). These results indicate that the proportion of
lymphocytes dipped slightly at ages 2—6 years before
increasing back to earlier levels. In contrast, propor-
tions of CD3+CD4+ helper T lymphocytes were signif-
icantly different in group I from the rest of the groups
(Fig. 3B). These results indicate that proportions of
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Fig. 2. Number of indicated lymphocyte subsets in the blood of
Moroccan donors as a function of age. Median and independent data
for the number of indicated lymphocyte populations across donors
with different ages (A)—(E). Groups represent samples from donors
with different ages as following, Group I: 0 to 1 year (n = 12), Group
11: 1 to 2 years (n = 13), Group IlI: 2 to 6 years (n = 17), Group IV:
6to 12 years (n = 21) and Group V: > 12 years (n = 20). One-way
ANOVA, only significant differences are shown. *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001 and ****p < 0.0001.

CD3+CD4+ helper T lymphocytes decreased between
ages 0-1 years to 1-2 years. Subsequently, the propor-
tions of this lymphocyte subpopulation did not change
any further and remained constant. Relative amounts
of CD3+CD8+ cytotoxic T lymphocytes did not ap-
pear to change with age except a significant increase
in the 12 years-adult group (Fig. 3C). Examination of
proportions of CD3"CD19+ B lymphocytes indicate
significant differences between group | and group 1V,
as well as between group Il and group V, group Il
with group IV and group V, and group IV with group
V (Fig. 3D). These results indicate that there is a sig-
nificant reduction in proportions of B cells around/after
year 12. Proportions of NK cells showed no differences
except for between group 11 and group 111 (Fig. 3E).
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Fig. 3. Percentage of indicated lymphocyte subsets in the blood of
Moroccan donors as a function of age. Mean and independent data for

the percentage of indicated lymphocyte populations within CD45*
leukocytes across donors with different ages (A)—(F). Groups repre-
sent samples from donors with different ages as following, Group I:
0 to 1 year (n = 12), Group II: 1 to 2 years (n = 13), Group IlI: 2
to 6 years (n = 17), Group IV: 6 to 12 years (n = 21) and Group V:
> 12 years (N = 20). One-way ANOVA, only significant differences
are shown. *p < 0.05, **p < 0.01and ****p < 0.0001.

Finally, we compared our median reference values
to that previously reported for studies performed in
Cameroon, Turkey, USA and the Netherlands [9,29,31,
33]. We observed that the median value of CD3+ lym-
phocytes, as well as CD4+, CD8+ and CD19+ cells
were higher in the Moroccan samples than the corre-
sponding medians reported in the Cameroonian [29],
Turkish [9] and USA [33] studies, especially in the
age groups 0-1 years and 1-2 years (Table 3). For NK
cells, the medians for the Moroccan population closely
approximated that of Cameroon and USA at ages 0-
1 years (Table 3). All three were lower than the Turk-
ish population (Table 3). At 1-2 years the Moroccan
population and the Turkish population were similar for
median numbers of NK cells, and were higher than the
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Table 3
Comparison between medians of the absolute count of lymphocyte
subpopulation in different countries

gg‘?f;s Morocco  Cameroon Turkey USA
X 109 x 109, X 109 9,
Geargy X109 (01X 109) (0 X 109)  (n x 10%0)
Cb3
0-1 6.30 3.12 3.80 3.93
1-2 5.90 2.64 3.70 3.55
2-6 2.90 2.29 2.40 2.39
6-12 2.80 n.a 2.00 1.82
> 12 0.81 n.a 1.80 1.48
CD4
0-1 4.20 213 2.70 2.85
1-2 3.80 1.67 2.10 2.16
2-6 1.80 1.28 1.50 1.38
6-12 1.60 n.a 1.00 0.98
> 12 0.42 n.a 0.90 0.84
CD8
0-1 1.25 0.72 111 1.05
1-2 2.10 0.82 1.00 1.04
2-6 1.10 0.77 0.70 0.84
6-12 0.90 n.a 0.80 0.68
> 12 0.24 n.a 0.60 0.53
CD19
0-1 2.03 194 1.50 1.55
1-2 2.26 1.52 1.40 131
2-6 1.24 0.96 0.70 0.75
6-12 0.62 n.a 0.50 0.48
> 12 0.11 n.a 0.40 0.30
NK
0-1 0.44 0.45 0.70 0.42
1-2 0.48 0.39 0.50 0.36
2-6 0.53 0.33 0.30 0.30
6-12 0.26 n.a 0.50 0.23
> 12 0.095 n.a 0.40 0.19

Cameroonian and the USA populations (Table 3). At
age 2-6 years, the Moroccan median was the highest
amongst the four groups, but again by 6-12 years it
dropped below that of Cameroon and Turkey to a level
similar to that of USA (Table 3). However, all param-
eters (CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, as well as NK
cells) were lower in the Moroccan population in com-
parison with Cameroonian, Turkish and USA popula-
tions, after age 12 years (Table 3). We also compared
the tolerance intervals between our values with a study
from the Netherlands [31] -the only one study that ex-
plored tolerance intervals-. Out of 50 parameters (10
parameters each for 5 age groups), 16 parameters (32%)
showed more than 57% difference (57% to 476%) in the
means (Table 4). Noticeably, means of absolute counts
and relative proportions of B cells were consistently
higher in all age groups in Morocco (55-79%), except
> 12 years group (Table 4). The means of relative pro-
portions of NK cells were higher in the Netherlands
study across all age groups (Table 4). We observe also
concordance of the means, 5" and 95" percentile
values



Table 4
Comparison between tolerance interval of lymphocyte subsets from Moroccan and Netherlands

Lymphocyte subsets Age groups
Group | Group Il Group 1l Group IV Group V
Mean 5" 95t Mean 5" 95" Mean &M 95" Mean 5" g5t Mean 5t 95t

CD3 (total) [n x 109/L]

Morocco 6.00 3.20 7.90 6.22 2.90 10.00 2.70 0.20 5.20 243 0.90 4.90 1.06 0.80 4.30

Netherlands (Schatorjé etal.)  4.00 1.40 11.50 2.50 0.70 8.80 1.90 0.85 4.30 1.80 0.77 4.00 1.50 0.78 3.00

d(1-2)% 33 56 —46 60 76 12 30 —325 17 26 14 18 —42 3 30
CD3 (%)

Morocco 75.43  54.40 92.00 66.18 51.50 80.00 59.21 38.70 7690 67.33 4444 86.67 70.68 46.03 81.90

Netherlands (Schatorjéetal.) 68.00  49.00 95.00 60.00 36.00 100.00 69.00 52.00 92.00 73.00 55.00 97.00 67.00 50.00 91.00

d(1-2)% 10 10 -3 9 30 —-25 —-17 —34 —-20 -8 —24 —12 5 -9 —-11
CD4 (total) [n x 109/L]

Morocco 4.30 2.00 6.10 3.94 1.90 6.30 1.61 0.50 2.10 134 0.80 2.10 0.53 0.13 1.45

Netherlands (Schatorjé etal.) 2.70 1.00 7.20 1.60 0.40 7.20 1.10 0.50 2.70 1.00 0.40 2.50 1.00 0.50 2.00

d(1-2)% 37 50 —18 59 79 —14 32 0 -29 25 50 —19 —89 —285 —38
CD4 (%)

Morocco 5739 35.70 96.80 42.27 30.48 58.54 3520 19.35 46.15 36.84 2222 54.29 35.91 25.64 49.88

Netherlands (Schatorjéetal.) 46.00 25.00 86.00 39.00 16.00 91.00 40.00 25.00 66.00 40.00 26.00 61.00 42.00 28.00 64.00

d (1-2)% 20 30 11 8 48 —55 —14 —-29 —-43 -9 -17 -12 -17 -9 —28
CD8 (total) [n x 109/L]

Morocco 1.35 0.90 2.20 2.40 0.90 3.60 0.95 0.30 1.80 0.87 0.30 1.60 0.31 0.08 0.75

Netherlands (Schatorjé etal.)  1.10 0.20 5.40 0.70 0.20 2.80 0.60 0.20 1.80 0.60 0.20 1.70 0.50 0.20 1.20

d(1-2)% 1852 77.78 —145.45  70.83 77.78 22.22 36.84 33.33 0.00 31.03 3333 -—6.25 —61.29 —150.00 —60.00
CD8 (%)

Morocco 17.69  9.40 26.20 25.05 16.36 37.80 20.95 1136 30.23 2371 15.00 35.56 25.50 10.90 41.12

Netherlands (Schatorjéetal.) 16.00 6.00 41.00 16.00 7.00 40.00 21.00 9.00 49.00 25.00 13.00 47.00 22.00 12.00 40.00

d(1-2)% 10 36 —56 36 57 -6 0 21 —62 =5 13 —-32 14 —10 3
B cells (total) [n X 109/L]

Morocco 212 0.46 3.63 2.29 0.95 3.72 1.23 0.54 2.03 0.61 0.21 0.98 0.12 0.05 0.22

Netherlands (Schatorjé etal.)  0.94 0.11 7.70 0.76 0.16 3.70 0.49 0.18 1.30 0.29 0.10 0.80 0.23 0.06 0.82

d (1-2)% 55.66 76.09 —112.12 66.81 83.16 0.54 60.16 66.67 3596 5246 52.38 18.37 —91.67 —39.13 —272.73
B cells (%)

Morocco 2734 870 43.20 26.63 7.60 38.91 28.03 13.85 4136 19.25 467 43.30 11.11 6.85 17.70

Netherlands (Schatorjé etal.)  7.00 1.00 64.00 11.00 1.00 96.00 6.00 2.00 25.00 8.00 2.00 31.00 15.00 5.00 49.00

d(1-2)% 74 89 —43 59 87 —147 79 86 40 58 57 28 -35 27 —177
NK cells (total) [n X 109/L]

Morocco 0.64 0.05 1.64 0.62 0.17 1.44 0.48 0.17 0.98 0.33 0.12 0.65 0.11 0.02 0.33

Netherlands (Schatorjé etal.)  0.52 0.07 3.90 0.47 0.06 4.00 0.18 0.06 0.51 0.20 0.07 0.59 0.34 0.10 1.20

d (1-2)% 19 —36 —138 24 68 —178 63 64 48 39 42 9 —209 —456 —264
NK cells (%)

Morocco 8.56 0.94 21.86 6.67 139 12.00 12.60 2.83 33.04 9.15 3.75 20.00 8.60 243 16.18

Netherlands (Schatorjéetal.) 15.00 3.00 77.00 19.00 8.00 45.00 18.00 8.00 39.00 12.00 4.00 33.00 10.00 4.00 28.00

d(1-2)% —75 —219 —252 —185 —476 —275 —43 —183 —18 —31 -7 —65 —-16 —65 —-73
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between the two populations for relative proportions of
CD3+, CD4+ and CD8+ as well as absolute counts of
CD4+ (Table 4).

4. Discussions

The reference values of peripheral blood lympho-
cyte subsets were determined by flow cytometry im-
munophenotyping to aid in the diagnosis of the var-
ious immunological defects and dysfunction such as
HIV infections [11,39] or PID [12,25,26] in the Moroc-
can population. Paediatric HIV patients have reduced
CD4+ counts [1]. Untreated HIV causes progressive
CD4+ loss [6]. PID encompasses heterogenous, mostly
inherited disorders that affect the development, func-
tion or both of several lymphocyte subsets [25]. For
example, in PID, mutations may result in the loss of
expression of markers such as CD19 [37]. Additionally,
PID can be caused by mutations in genes, that affect
the terminal differentiation of a specific lineage of lym-
phocytes, such as mutations in BTK that leads to the
near complete loss of B cells [5,15]. Such changes can
be revealed by flow cytometric analyses and careful
comparison with reference values. Individuals affected
by HIV can develop immunological diseases, infections
and oncological complications, as well as several other
common morbidities. PID patients are high susceptible
to routine and/or recurrent infections of a variety of
organs including the skin, throat, ears, lungs, urinary
or intestinal tracts [20]. These patients are also at a
higher risk of failing to clear the infections or unusu-
ally severe degree of infection. An early diagnosis of
HIV or PID by flow cytometry and comparison with
reference values is critical for preventing dangerous
disease-associated morbidity and mortality [20].

Since lymphocyte numbers and subsets are known
to vary regionally, in a previous study our group estab-
lished lymphocyte reference values for the adult Mo-
roccan population [30]. In this study we established
lymphocyte reference values for the children Moroc-
can population at ages 0-1 years, 1-2 years, 2—6 years,
6-12 years and > 12 years. Results of lymphocytes
immunophenotyping with flow cytometry can be in-
fluenced by many variables such as the anticoagu-
lant used, sample preparation, monoclonal antibod-
ies used, selected staining protocol and technical plat-
form. In this study, samples were treated according
to the single platform method-lyse no-wash procedure
and the gating strategy recommended by the manufac-
turer. Eighty-three individuals were carefully selected,
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to meet the standards of healthy subjects. Our results
demonstrate that the CD8+ T cell numbers increased
after early infancy [16]. This may result from increased
antigen exposure in the first months of life. The de-
creasing total numbers of T and B cells at adult age ob-
served in our studies is also consistent with previous re-
ports [4,9,32,38]. NK cell numbers, in contrast, appear
to be stable from 0-1 year till 6-12 years, similar to that
reported by Ikinciogullari et al. [9]. In contrast to total
numbers, the percentage values of lymphocyte subsets
did not change substantially with age. This result con-
firms previous reports that change in absolute count of
lymphocytes are not consistent with the changes in their
percentages [4].

Importantly, we observed increased median values
of CD3+ and CD4+ cells at 0-1 years and 1-2 years
of age in Moroccan population compared to that of
Cameroon, Turkey and the USA [9,29,33]. These differ-
ences may be due to different antigen exposure. It has
been reported that children who encounter more anti-
gens in their environment present with a higher count
of lymphocytes [24]. Alternatively, environmental fac-
tors, genetics and/or nutritional status may contribute
to these differences [2,16,27,34,36].

5. Conclusion

Our study quantifies the changing counts and per-
centages of lymphocytes subpopulation in healthy Mo-
roccan children from birth to adulthood. These refer-
ence values should be useful for Moroccan laborato-
ries for the correct interpretation of lymphocytes im-
munophenotyping in the diagnosis of HIV, PID and
other diseases characterized by lymphocytosis or lym-
phocytopenia in pediatric patients.
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Abstract. Severe combined immunodeficiency (SCID) is a form of primary immunodeficiency disease (PID). It is
characterized by a serious abnormality of the cellular and sometimes humoral system due to a deficiency in
development of T cells, B cells and/or NK cells. The early diagnosis of SCID improves the prognosis. Typically, the
initial consideration of SCID is made based on low lymphocyte counts. Notwithstanding, the heterogeneity of
lymphocyte count presentation makes the diagnosis of SCID a significant challenge. The objective of this cross-
sectional retrospective study was to analyze the lymphocyte subpopulation counts along with clinical manifestations
within a Moroccan cohort diagnosed as SCID compared to children diagnosed with non-PID diseases. Thirty-five
SCID confirmed patients were selected in the period between 2008 and 2018 and compared with non-PID patients.
Results of peripheral blood T, B, and NK lymphocyte subpopulation counts were measured by flow cytometry for
each SCID subtype. As expected, T cell count was less than 300 cells/uL in most patients with SCID (85.5%).
Unexpectedly, significantly higher T cell counts were detected in some patients with a confirmed clinical diagnosis
and family history of SCID.5.7% of our SCID Moroccan cohort had T cell numbers in the range between 300 and 500
cells/uL. 8.7% of our SCID Moroccancohort had T cell numbers higher than 500 cells/uL. Of the SCID subtypes, the
proportion of SCID with B cell deficiencies washighly represented in our cohort. 71.4% of Moroccan SCID patients
(25 out of 35 patients) were of T-B-subtype. Furthermore,

40% of the patients (14 out of 35 patients) had a T-B-NK" profile and 31.4% had a T-B-NK- profile (11 out of 35
patients). The most common clinical manifestations observed in our SCID cohort were pneumonia, failure to thrive,
candidiasis, diarrhea,

bronchitis and urinary tract infections. Our results not only highlight the relatively frequent presence of atypical
SCID in the Moroccan population with unexpectedly high T cell numbers, but also describes the incidence pattern of
common SCID subtypesin Morocco. Physicians in Morocco may find this local region-specific difference in SCID
important for making improved earlydiagnosis of this disease.
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1. Introduction

Severe combined immunodeficiency (SCID) is a
genotypically and phenotypically heterogenous set of
inherited primary immunodeficiencies (PID). SCID is
considered a life-threatening pediatric emergency [16].
SCID Kids are normal during childbirth and start suf-
fering from severe infections in the first month of their
life [6]. Transplantation of HLA-identical or T-cell-
depleted haploidentical marrow from related donors
is a life-saving treatment in patients with any type
of SCID. SCID results in early death unless urgently
treated by allogeneic hematopoietic stem cell transplan-
tation, highlighting the critical importance of early di-
agnosis [7,16]. Respiratory infections, failure to thrive,
chronic diarrhea, persistent oral candidiasis, pneumo-
nia, and sepsis are the most common presentation in
SCID patients [6,26].

SCID immunodeficiencies can be classified based on
presence or absence of B and NK cells in the peripheral
blood into T B'™NK~ or T B NK" and
T B'NK or T B'NK". The different subtypes of
SCID re- sult from discrete mutations in genes
essential for T cell differentiation, which are variably
associated with abnormal development of B and/or
NK cells [24,33]. Mutations in ADA (adenosine
deaminase) or AK (2) (adenylate kinase) are most
frequently associated with T"B"NK™ SCID and are
autosomal recessive [24,33]. Mutations such as in
RAG1 and RAG2 that affect V(D)J recombination,
critical for functional T cell receptors (TCRs), give
rise to T'B"NK" SCID [24,33]. Muta- tions in
Artemis/DCLRE1C and DNA-PKcs (PRKDC) also
result in T'B"NK" SCID [24,33]. NHEJ1 and
LIG4 deficiencies also give rise to T"B"NK"SCID
[24,33]. Mutations affecting the common y-chain of IL-
2,4, 7,9 and 15 receptors that signals through JAK3
tyrosine kinase cause T"B"NK™ SCID [24,33].This
is an X-linked inherited disease [24,33]. How- ever,
JAK3 mutations can also give rise to a sim-ilar
T B'NK™ disease, which is autosomal reces- sive
[24,33]. IL2RG mutations give rise to T B'NK™
SCID. Mutations in IL7R, CORO1A, CD45 (PTPRC),
CD3D, CD3E, CD3Z (CD247) and LAT give rise to
T B'NK" SCID [24,33]. Finally, there are Com-
bined Immunodeficiencies (CID) with residual T cells,
which are less profound than SCID [24]. Mutations
in genes such as DOCK2, ICOS, CD40, CD40LG,
CD3G, CD8A, ZAP70, TAP1, TAP2, TAPBP, B2M, CI-
ITA, RFXANK, RFX5, RFXAP, DOCK8, RHOH, STK4,
TRAC, p56/LCK, MALTI, CARD11, BCL10, BCL11B,
IL21, IL21R, TNFRSF4, IKBKB, MAP3K14, RELB,

MSN, and TFRC are associated with CID [24]. Other
genetic defects such as mutations in STAT5, FOXN1 or
IL2RA can also decrease the number of T cells [24].
Because of this heterogeneity, the immunological and
clinical presentations of SCID are diverse, making di-
agnosis a significant challenge. The knowledge of the
characteristics of the regional presentation of SCID,
including the range of lymphocyte counts, can help in-
crease the awareness of local physicians and help in
more rapid diagnosis. In the framework of its mission in
the immunological exploration of PID in Morocco, our
group recently published the normal reference values
for lymphocytes populations within Moroccan children
population [9]. Here we report our immunological find-
ings on Moroccan patients clinically diagnosed as SCID
from a group of total 657 patients suspected of PID
during the last 10 years. We report that some patients
have higher than expected T cell numbers.

We also describe the prevalence of SCID subtypes in
Morocco and their clinical characteristics. The preva-
lence of SCID worldwide is estimated to be 1 in 40,000
to 75,000 live births [16]. Amongst Mediterranean pop-
ulations, SCID represents 8.2% of PID in Tunisian Pop-
ulation [20], and 5.7% of PID in a Spanish study [18].
As indicated in the first report on the Moroccan registry,
8.74% of PID in the Moroccan population were diag-
nosed as SCID [4]. The distribution of various subtypes
of SCID differs in different countries. In countries with
consanguineous marriages, autosomal recessive SCID
incidences can be higher [12,29,32,33], although X-
linked SCID is the most common worldwide form [33].
The percentage of SCID is significantly higher (21.1%)
in the Iranian population [1]. It was also reported that, in
Iran, the prevalence of undiagnosed PID was extremely
high [3]. EI Maataoui et al. reported that in Morocco, the
most common subtype of SCID was T"B"NK" [10].
We similarly observe more frequent T"B~ SCID and
its association with consanguinity, versus less consan-
guinity associated with T"B* SCID.

2. Materials and methods

2.1. Subjects and samples

The study subjects were selected during a 10-year
period from 2008 to 2018, from patients admitted to
the Immuno-allergology and Respiratory Diseases unit
of the Children’s Hospital of Rabat and referred to the
Cellular Immunology Laboratory of the National Insti-
tute of Hygiene for determination of the lymphocyte
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Fig. 1. Representative example of flow cytometry gating strategy and identification of specific lymphocyte subsets. Lymphocytes were selected
based on their side-scatter and CD45 positive staining. Subsequently, T lymphocytes were identified as T cells (CD3*). Non-CD3* lymphocytes
were identified as B cells (CD19*) or NK cells (CD16*CD56). Non-PID patients are shown in (b). The four SCID subgroups are shown in c—f.

subpopulations. Thirty-five patients were confirmed as
SCID, while 622 young patients (< 2 years) who were
initially suspected as suffering from PID were later
confirmed to be affected by non-SCID diseases. Con-
firmed diagnoses of SCID were made by pediatricians
based on the age < 2 years, low lymphocyte count and
clinical profile suggestive of SCID. Patients with SCID
are typically defined as with very low level of T cells
(< 300 cells/uL) and/or with strong clinical presenta-
tion of SCID (recurrent infections and failure to thrive),
as well as supportive SCID familial history. Clinical
profile included failure to thrive, repetitive infections,
oral thrush, pneumonitis and other clinical features
characteristic of SCID. Information on clinical mani-
festations, familial history of SCID and consanguinity
were collected from medical records. Blood samples
were obtained by venipuncture.

2.2. Immunophenotyping

Lymphocyte subpopulations were determined from
peripheral whole blood by lyse, no-wash flow cytom-

etry protocol [9]. Fluorochrome-labeled monoclonal
antibodies were used to identify and estimate the per-
centage of CD4" T and CD8" T, B and NK lympho-
cyte subpopulations. The following antibodies were
used: PerCP-CD45, FITC-CD3, PE-CD8, PE-CD56,
PE-CD16, APC-CD19 and APC-CD4 (all from BD
Sciences). Sample acquisition was performed using a
FACS Canto Il cytometer (BD Sciences) and data anal-
ysis was done using FlowJo software (Tree Star, Inc).

2.3. Gating strategy

Data were analyzed in FlowJo software (BD Bio-
sciences). Cells were initially gated for lymphocytes
(CD45 versus FSC-A). CD3" surface expression was
then determined. CD3™ cells were examined for CD19,
CD16 and CD56 expression. The numbers of following
lymphocyte subpopulations were determined: lympho-
cytes (CD45"), T lymphocytes (CD3"), B lymphocytes
(CD19%), NK cells (CD3", CD16" and/or CD56%).
Representative example of gating strategy and iden-
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Table 1

Demographic data of patients with severe combined immunodeficiency and children with non-PID

Cohort size Sex ratio (M/F)  Median age in months (min & max)  Consanguinity SCID familial history
All SCID group 35 19/16 (1.19) 3(0.2-24) 39.5% 68.5%
T~B* SCID subtype 10 4/6(0.6) 3 (1-24) 33% 50%
T~B~ SCID subtype 25 15/10(1.5) 4(0.2-24) 50% 63%
Non-PID group 622 391/231(1.69) 7 (0.53-24) 24% 9%
Table 2
Lymphocyte sub-population counts within the four SCID sub-types
Phenotypes
Non-SCID group B NKR™ T B~ NK* T B*NK~ T B*NK*
n=11 n=14 n=5 n=5
VALUES Median Min Max Median Min Max Media Min Max Media Min Max Media Min Max
n n n
WBC (median-min-max) 9.86 174 1811 1.88 0.40 513 3.13 0.10698 6.41 288 1.13 9.20 0.83 1.76
Lymphocytes (median-min-max) 5.9 04 22 0.22 0.07 0.58 0.61 0.04 406 172 0.74 410 158 0.30 2.48
CD3* (median-min-max) 3.8 0.2 15.8 0.15 0.00 0.43 0.08 0.010.28 0.01 0.00 127 0.21 0.00 1.51
CD4* (median-min-max) 2.1 0.08 7.4 0.03 0.00 0.29 0.03 0.000.17 0.01 0.00 0.88 0.11 0.00 1.17
CD8* (median-min-max) 1.4 0.06 8.4 0.08 0.00 0.38 0.01 0.000.14 0.01 0.00 0.30 0.07 0.00 0.57
CD19* (median-min-max) 1.06 0.09 114 0.02 0.00 0.17 0.03 0.00 0.24 1.27 0.54 3.77 0.71 0.34 1.28
CD56%16" (median-min-max) 0.48 0.17 4.9 0.02 0.00 0.06 0.32 0.16 243 0.04 0.00 006 0.22 0.16 0.73

Median, minimum (min) and maximum (max) values are represented as x1000 cells/ul.

tification of specific lymphocytic subsets in non-PID,
T B'NK, T B'NK", T B"NK™ and
T B NK"

are shown in Fig. 1. The percentages of each gated lym-
phocyte subpopulation are directly given by the analysis
software. The subpopulation absolute sizes were deter-
mined by multiplying the acquired cells count by the
volum%calculated using a known concentration of True
Count™® beads. Deficiencies in T, B or NK lymphocytes
subpopulation were estimated using the minimal cutoff
of normal values corresponding to 1-year-old children
(T cell: 3.2-7.9 cells/uL, B cells: 0.46-3.63 cells/uL
and NK cells: 0.05-1.64 cells/uL) or to 2 years old
children (T cell: 2.9-10.00 cellsu/L, B cells: 0.95-3.72
cells/uL, NK cells: 0.17-1.44 cellsuL) [9]. The hema-
tological and serological assessment of the subjects also
included complete blood count (CBC) and the levels
of serum immunoglobulins (IgA, IgM, and IgG). Pa-
tients with HIV-positive serology, as well as those with
DiGeorge syndrome, were excluded.

2.4. Statistical analysis

Cell counts were expressed as medians (min-max).
Statistical analysis was performed using SPSS 20.0.
The non-parametric Kruskal-Wallis test was used to
determine differences in predominance, biological and
clinical features across the study subjects’ groups. p <
0.05 values were considered statistically significant.

2.5. Ethics

Permissions were obtained from the datasets owner

institutions for this retrospective study to use de-
identified information from their databases.

3. Results

3.1. Characteristics of the study groups

Collected demographic information from different
SCID groups and non-SCID control group is presented
in Table 1. The sex ratio in our SCID group (M/F)
was lower compared to non-SCID children (1.19 ver-
sus 1.69, respectively; p < 0.05). Consanguinity was
present in 39.5% of SCID patient’s parents, while it
was 24% within non-SCID children’s parents. The per-
centage of familial history of PID in the SCID group
was also higher in comparison to the non-SCID group
(68.5% versus 9%, respectively; p < 0.05). We ob-
served that the median age at the time of the first suspi-
cion of SCID was significantly lower in children with
confirmed SCID compared to the non-SCID group (90
days versus 210 days, respectively; p < 0.05). Further-
more, even among the SCID group, this age was consid-
erably lower in the 24 children with a familial history of
SCID, in comparison to those without a family history
(75 days versus 165 days, respectively; p < 0.05) (data
not shown).

3.2. Laboratory findings

Results of lymphocyte phenotyping are summarized
in Table 2. As was expected, in our study lymphope-
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nia (< 1800 lymphocytes/p/L) was observed in 77%
of SCID patients with the median being 560 cells/uL.
Lymphopenia, defined as < 1000 to 1500 cells/uL, is a
hallmark of SCID [13]. However, Gossage and Buckley
had previously demonstrated that normal infants have
much higher lymphocyte numbers than adults (lower
limit of the 95% confidence interval is 2000 to 4500
cells/uL) [13]. Therefore, they suggest that any count
lower than 2000 cells/L could be considered as lym-
phopenia within kids. Regardless, a marked blood lym-
phopenia (< 1000 cells/uL) was noted in the vast ma-
jority of our patients. The exception were three pa-
tients who had higher lymphocyte levels. Their lym-
phocyte counts were 2,700 cells/uL, 2,500 cells/uL and
2,300 cellspL, respectively. Lymphocyte subpopulation
counts were significantly lower within patients of SCID
group when compared to the non-PID patients. Only
30% of non-PID patients had lymphocyte numbers un-
der normal range. Nevertheless, six non-PID patients
(0.96%) showed values lower than the average value
(186 cells/uL) of a subset of 24 SCID patients (68.6%).
The measurement of immunoglobulins was also low
in most patients, with the exception of five patients.
Kids younger than 6 months of age are known to retain
maternal immunoglobulins [35]. These patients, who
were all less than 6 months of age, most likely still
retained maternal immunoglobulins. Among the SCID
subtypes, lymphocyte counts were lower within
T~ B subtype compared to the T"B" subtype (median
of 370cells/uL versus 1650 cells/uL, respectivel; p <
0.05).

T%e remaining 11 SCID patients had extremely
low number of T cells (5 cells/uL). As expected, in
our study, 30 SCID patients (85.7%) had an absolute
count of T cells of < 300 cells/uL. The partitioning
of SCID patients into subtypes demonstrated that the
T B"NK™ and the T"B”"NK" subtypes are more
highly represented in comparison with the other sub-
types (T"B"NK" and the T"B*NK™). The distribu-
tion of T, B and NK cells counts within the non-PID
and the four SCID subtypes are shown in Fig. 2. Within
the patients with T"B"NK" subtype, 52% of
patients
showed a complete absence of T cells (T cell count = 0)
(Fig. 2). Similarly, within the patients with
T B'NK™ subtype, 57% had T cell count of zero.
Both TTB'NK and T B"NK" subtype of SCID
patients had similar percentage of patients with an
absence of B cells. The
percentage of patients lacking B cells was 37.5% for
T B 'NK™ and 35.3% for T B"NK". Patients
withT"B™NK™ more frequently showed an absence of
NK cells in comparison to T B*NK~ subtype
(25% vs 14% respectively, p < 0.005). Remarkably,
two sub-

jects from the TTB™NK™ subtype (5.7%) had T cell
counts in the range between 300 to 500 cells/y (Fig. 2).
These two patients were clinically diagnosed as SCID
taking into account other clinical criteria. In fact, these
two patients manifested repetitive respiratory infection,
failure to thrive, meningitis and urinary tract infections
since their first months of life. One of these patients died
and the T cell count in the other dropped to less than
300 cells/L when re-tested 3 months later. This later
patient had positive famlial history of SCID and the
family was consanguineous. These findings are consis-
tent with the proposal of Roifman et al. suggesting that
patients with typical SCID could be better identified by
a threshold of < 500 circulating CD3" T cells since T
cells from such patients had markedly decreased in vitro
responses to phytohaemagglutinin (PHA) [28]. More-
over, two patients from the T B*NK" subtype
(5.7%) and one patient from the T"B*NK™ subtype
(2.85%) had T cell counts > 500 cells/u (Fig. 2). One
of the pa- tients was of T"B*NK™ subtype. This
patient suffered from respiratory infection, diarrhea
and urinary tract infection. The other two patients
were of T B'NK" subtype. Both manifested
respiratory infection and di- arrhea. Although the T
cell values for these 3 patients are atypical for SCID,
and more similar to CID [28], all 3 patients across
both subtypes had positive family history of SCID.
When re-tested after 6 months, the Tcell counts for all
3 patients dropped to less than 300 cells/uL. The
percent incidence of the SCID subtypes in Morocco (this
study and [10]) is compared with percent incidence of
SCID in Brazil [19], Greece [21], India [2], Iran [11]
and Italy [8] in Table 3.

3.3. Clinical findings

The distribution of the clinical manifestations within
the study patient groups is represented in Fig. 3. In gen-
eral, respiratory infections, failure to thrive and diar-
rhea were observed to be the most frequently present
clinical manifestation within the SCID group, while the
non-PID group most commonly presented with respira-
tory infections and diarrhea. Meningitis was observed
more frequently in SCID patients in comparison with
non-PIDs. Urinary tract infections, oral thrush, CMV
infection and disseminated BCG infection after vacci-
nation was only observed in the SCID group and not in
non-PID group. By contrast, sepsis was more prevalent
in non-PID group.

Distribution of clinical manifestations within the four
subgroups of SCID patients is represented in the Fig. 4.
Respiratory infections were observed across all the
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Fig. 3. Clinical manifestations in non-PID and SCID patients. Graphical representation of frequency of different clinical manifestations associated

with SCID in SCID and non-PID patient groups. Mann-Whitney test, n.s. = non-significant, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 and ****p <
0.0001.



A. El Allam et al. / Cytometric analysis and clinical features in a Moroccan cohort with severe combined immunodeficiency 73

Table 3
Comparison of incidence (%) of SCID subtypes in Morocco and other countries
Country Total number of patients Incidence of SCID subtypes 1 (%) Sex ratio (M/F)
T B™NK™ T B~NK* T B*NK™ T~ B*NK*
Morocco (this study) 35 11(31.4%) 14 (40%) 5 (14.3%) 5 (14.3%) 19/16 (1.19)
Morocco (El Maataoui et al.)3 30 2 (8%) 14 (56%) 3(12%) 6 (24%) 17/13 (1.31)
Brazil (Mazzucchelli et al.)® 70 17 (24.3%) 23 (33%) 8(11.4%) 15 (21.4%) 49/21 (2.33)
Greece (Michos et al.)® 30 2(6.7%) 12 (40%) 6 (20%) 3 (10%) 19/11 (1.73)
India (Aluri et al.)! 57 10 (17.5%) 12 (21%) 14 (25%) 2 (3.5%) 40/17 (2.35)
Iran (Fazlollahi et al.)* 63 15 (23.8%) 22 (34.9%) 9 (14.3%) 10 (15.9%) 43/20(2.15)
Italy (Cirillo et al.)? 111 13 (12%) 17 (15%) 18 (16%) 19 (17%) 63/48 (1.31)

Notes: 1J. Aluri, M. Desai, M. Gupta, A. Dalvi, A. Terance, S.D. Rosenzweig, J.L. Stoddard, J.E. Niemela, V. Tamankar, S. Mhatre, U. Bargir, M.
Kulkarni, N. Shah, A. Aggarwal, H.P. Lashkari, V. Krishna, G. Govindaraj, M. Kalra and M. Madkaikar, Clinical, Immunological, and Molecular
Findings in 57 Patients With Severe Combined Immunodeficiency (SCID) From India, Front Immunol 10 (2019), 23. 2E. Cirillo, C. Cancrini, C.
Azzari, S. Martino, B. Martire, A. Pession, A. Tommasini, S. Naviglio, A. Finocchi, R. Consolini, P. Pierani, I. D’Alba, M.C. Putti, A. Marzollo, G.
Giardino, R. Prencipe, F. Esposito, F. Grasso, A. Scarselli, G. Di Matteo, E. Attardi, S. Ricci, D. Montin, F. Specchia, F. Barzaghi, M.P. Cicalese,
G. Quaremba, V. Lougaris, S. Giliani, F. Locatelli, P. Rossi, A. Aiuti, R. Badolato, A. Plebani and C. Pignata, Clinical, Imnmunological, and
Molecular Features of Typical and Atypical Severe Combined Immunodeficiency: Report of the Italian Primary Immunodeficiency Network, Front
Immunol 10 (2019), 1908. 3A. EI Maataoui and Z. Ouzzif, [Haemoglobin C/OArab: About a family], Pathol Biol (Paris) 60 (2012), 320-321.
“M.R. Fazlollahi, Z. Pourpak, A.A. Hamidieh, M. Movahedi, M. Houshmand, M. Badalzadeh, M. Nourizadeh, M. Mahloujirad, S. Arshi, M.
Nabavi, M. Gharagozlou, A. Khayatzadeh, A. Dabbaghzade, L. Atarod, F. Zandieh, M. Sadeghi Shabestary, M. Mesdaghi, I. Mohammadzadeh,
S.A. Mahdaviani, M.H. Eslamian, F. Pesaran, E. Bahraminia, F. Abolnezhadian, Z. Arij and M. Moin, Clinical, Laboratory, and Molecular
Findings for 63 Patients With Severe Combined Immunodeficiency: A Decade s Experience, J Investig Allergol Clin Immunol 27 (2017), 299-304.
5J.T. Mazzucchelli, C. Bonfim, G.G. Castro, A.A. Condino-Neto, N.M. Costa, L. Cunha, E.O. Dantas, V.M. Dantas, M.l. de Moraes-Pinto, J.F.
Fernandes, H.C. Goes, E. Goudouris, A.S. Grumach, L.M. Guirau, G. Kuntze, M.C. Mallozzi, F.P. Monteiro, L.S. Moraes, V. Nudelman, J.A.
Pinto, M.C. Rizzo, A.C. Porto-Neto, P. Roxo-Junior, M. Ruiz, V.E. Rullo, A. Seber, O.A. Takano, F.S. Tavares, E. Toledo, M.M. Vilela, and
B.T. Costa-Carvalho, Severe combined immunodeficiency in Brazil: management, prognosis, and BCG-associated complications, J Investig
Allergol Clin Immunol 24 (2014), 184-191. ®A. Michos, M. Tzanoudaki, A. Villa, S. Giliani, G. Chrousos and M. Kanariou, Severe combined
immunodeficiency in Greek children over a 20-year period: rarity of gammac-chain deficiency (X-linked) type, J Clin Immunol 31 (2011),
778-783.

SCID groups, except T"B"NK*. While TTB"NK", we also found that the T cell counts of three patients
T B"NK" and T"B"NK" subgroups presented with (8.7%) were > 500 cells/uL. Leaky expression of the
failure to thrive, a higher percentage of patients from mutated genes or mutations in genes that function after

T B NK" subtype had this presentation (34%; p < the development of T cells can explain this surprisingly
0.05), compared to other subtypes. Additionally, within high number of T cells. Although our patients presented
the SCID subgroups, The T"B*NK" subtype showed with the classical symptoms of SCID, patients identified

a higher percentage of patients suffering from urinary with SCID or PID often undergo subsequent genetic
tract infections (50%; p < 0.05), compared to other sub- testing for confirmation. Unfortunately, neither molec-
types. A higher percentage of patients from ular nor T cell functional exploration [34] was possi-

T-B"NK™ subtype had diarrhea (40%: p < 0.05) ble for the pgtients _in our cohort. We rarely detected
compared to other subtypes. Additionally, a non-PID patients with low lymphocyte counts. These
comparison of the clin- ical manifestations in our could be transient lymphopenia caused by infections
cohort with that of studies from China [36], Egypt that induce immune lymphocyte activation and binding

[25], France [31], India [2], Iran [11] and ltaly [8] is to endothelium [14]. Alternatively, it could be caused
presented in Table 4. by glucocorticoids that induce apoptosis of lympho-

cytes [30]. Collectively, our studies indicate that future
diagnosis of SCID in Morocco can be improved by not
simply depending on < 300 T cells/uL or even < 500 T

4. Discussion cells/uL. Instead, immunophenotyping should also in-
clude quantitation of naive and activation markers. A re-
The most intriguing finding in our study is that some cent paper from the EuroFlow consortium recommends

SCID patients have unexpectedly high lymphocyte and using CDG62L'CD45RO HLA-DRCD31"  for

T cell numbers. Diagnostic criteria of SCID mentions recent thymic emigrants, CD62L*CD45RO HLA-
that T cell count should be lower than the cut off of 300 DR~ for naive CD8" and CD4* T cells while

cells/uL [18]. The majority of our cases (85.7%) did
match the criteria of < 300 T cells/t/L. Nevertheless,
two SCID patients (5.7%) of T"B”NK™ subtype had
T cell counts between 300-500 cells/uL. Surprisingly,

eliminating acti- vated HLA-DR™ cells as well as
TCR yd™ cells, when assaying for functional T cell
deficiencies [15]. Ex vivo
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Table 4
Comparison of presentation (%) of clinical features of SCID in Morocco and other countries
Clinical manifestations SEH; China, 2013% Egypt, 2009* France, 1993° India, 2019 Iran, 20173 Italy, 20192

Lung/respiratory infections 36%  86.36% 100% 58% 66% 77.80% 67%
Persistent diarrhea 22% 77.27% 89.74% 61% 35% 23.80% 24%
Failure to thrive 22%  38.64% 94.74% NR 60% 20.6% 17%
Meningitis 14%  15.91% 10.53% 4.40% NR NR 3%
Candidiasis 8%  45.45% 94.74% 34% 21% 46% 17%

CMV infections 8%  4.55% NR NR 3.50% NR 16%
Disseminated infection following BCG 8%  41.18% 21.05% 35.71% 12% 34.90% 4.50%

NR, not reported. Notes: J. Aluri, M. Desai, M. Gupta, A. Dalvi, A. Terance, S.D. Rosenzweig, J.L. Stoddard, J.E. Niemela, V. Tamankar,
S. Mhatre, U. Bargir, M. Kulkarni, N. Shah, A. Aggarwal, H.P. Lashkari, V. Krishna, G. Govindaraj, M. Kalra and M. Madkaikar, Clinical,
Immunological, and Molecular Findings in 57 Patients With Severe Combined Immunodeficiency (SCID) From India, Front Immunol 10 (2019),
23. 2E. Cirillo, C. Cancrini, C. Azzari, S. Martino, B. Martire, A. Pession, A. Tommasini, S. Naviglio, A. Finocchi, R. Consolini, P. Pierani, I.
D’Alba, M.C. Putti, A. Marzollo, G. Giardino, R. Prencipe, F. Esposito, F. Grasso, A. Scarselli, G. Di Matteo, E. Attardi, S. Ricci, D. Montin, F.
Specchia, F. Barzaghi, M.P. Cicalese, G. Quaremba, V. Lougaris, S. Giliani, F. Locatelli, P. Rossi, A. Aiuti, R. Badolato, A. Plebani and C. Pignata,
Clinical, Immunological, and Molecular Features of Typical and Atypical Severe Combined Immunodeficiency: Report of the ltalian Primary
Immunodeficiency Network, Front Immunol 10 (2019), 1908. 3M.R. Fazlollahi, Z. Pourpak, A.A. Hamidieh, M. Movahedi, M. Houshmand, M.
Badalzadeh, M. Nourizadeh, M. Mahloujirad, S. Arshi, M. Nabavi, M. Gharagozlou, A. Khayatzadeh, A. Dabbaghzade, L. Atarod, F. Zandieh,
M. Sadeghi Shabestary, M. Mesdaghi, I. Mohammadzadeh, S.A. Mahdaviani, M.H. Eslamian, F. Pesaran, E. Bahraminia, F. Abolnezhadian,
Z. Arij and M. Moin, Clinical, Laboratory, and Molecular Findings for 63 Patients With Severe Combined Immunodeficiency: A Decade s
Experience, J Investig Allergol Clin Immunol 27 (2017), 299-304. *S.M. Reda, H.M. Afifi and M.M. Amine, Primary immunodeficiency diseases
in Egyptian children: a single-center study, J Clin Immunol 29 (2009), 343-351. °J.L. Stephan, V. Vlekova, F. Le Deist, S. Blanche, J. Donadieu,
G. De Saint-Basile, A. Durandy, C. Griscelli and A. Fischer, Severe combined immunodeficiency: a retrospective single-center study of clinical
presentation and outcome in 117 patients, J Pediatr 123 (1993), 564-572. ®C.M. Yao, X.H. Han, Y.D. Zhang, H. Zhang, Y.Y. Jin, R.M. Cao, X.
Wang, Q.H. Liu, W. Zhao and T.X. Chen, Clinical characteristics and genetic profiles of 44 patients with severe combined immunodeficiency
(SCID): report from Shanghai, China (2004-2011), J Clin Immunol 33 (2013), 526-539.

assays such as PHA activation of T cells should also be because families with history of SCID are more aware
performed along with immunophenotyping. of this disease state through previous experiences. The

Consanguineous marriages in populations increase majority of SCID infants in Morocco are diagnosed in a
the prevalence of autosomal recessive SCID [12,29,32, specialized pediatric medical center, often in a different
33]. In our study, positive consanguinity was found in city, after the family travels extensive distances to seek
34% and information was not available for 14% of pa- medical intervention. The understanding of SCID is
tients. Albeit significantly less than the 80% identified generally poor without a family history and the symp-
in an Iranian study [37], consanguinity in our cohort is toms are confused with repeated bouts of common in-
still relatively high. The most common SCID subtype fections. Albeit the diagnosis was earlier than SCID
observed in our studies was T"B"NK", which is auto- patients with no family history, it still took 75 days from
somal recessive. This finding is identical to previous re- time of birth. Brown et al. recently reported that detec-
ports from Mediterranean countries such as by Michos tion of SCID at birth because of positive family history
et al. [21] from Greece and by El Maataoui et al. [10] can improve outcome by over 90% [5]. Universal new-
from Morocco. Sex ratio in our cohort was similar to born screening could radically transform the outcome
the one found by EI Maataoui et al. [10] but was lower of SCID in Morocco, but in its absence, at the least Mo-
compared to those described in other studies [17,18]. In roccan patients with positive family history should be
summary, our cohort is characterized by high consan- tested at birth. Family history-based recommendation
guinity and prevalence of autosomal recessive SCIDs, for testing at birth is likely to greatly increase the out-
and not X-linked SCID that displays a more significant come in the interim, while we await universal newborn
male bias. screening.

The percentage of patients in our study with a pos- The clinical findings in the Moroccan cohort were
itive history of immunodeficiency in the family was mostly similar with other studies. For example, respi-
68.5%. This number is near to the 50% observed in an ratory infection was the most frequent symptom across
Iranian study [1]. In our study, the patients with SCID all the SCID groups, except in the T B NK”*
familial history were diagnosed earlier in comparison subtype,in our study. The exception was probably due
to the other SCID patients. A similar result was found to the sample size of the study. Previously, lung and
in the study by Stephan et al. [31]. This is probably upper airway infections were reported as the most

common
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Fig. 4. Distribution of clinical manifestations within four subgroups
of SCID patients. Graphical representation of frequency of different
clinical manifestations associated with SCID in the four subgroups of
SCID patients.

clinical finding in studies from France [31], Italy [8],
Iran [11], and India [2]. Meningitis appears to be more
common in the Moroccan cohort. Early hematopoietic
stem cell transplant (HSCT) is crucial for improving the
outcome in SCID. An age over 3.5 months and active
infection at the time of HSCT drastically reduces the
survival rate [23]. Given the preponderance of viral and
fungal infections in SCID patients, it is imperative to
contain infections while the patients await HSCT. For
example, following the Australasian Society of Clinical
Immunology and Allergy (ASCIA)-Transplantation and
Primary Immunodeficiency (TAPID) consensus guide-
line for the use of co-trimoxazole and fluconazole for
prophylaxis against Pneumocystis and fungal infections,
respectively as well as acyclovir and palivizumab for
prophylaxis against herpes simplex virus (HSV) and
respiratory syncytial virus (RSV) infections may help
improve outcome [27]. CMV infections were seen in
8% of Moroccan SCID patients. Since mothers who
are breast feeding or who wish to breastfeed are not
routinely checked for CMV in Morocco, breastfeeding
should be stopped if SCID is suspected. Another recom-

mendation would be to screen for SCID before Bacil-
lus Calmette-Guérin (BCG) vacciation. BCG, which
contains live attenuated Mycobacterium bovis, is con-
traindicated in patients with SCID or with other im-
munodeficiencies as disseminated infections can oc-
cur following vaccination in these patients [17,19,22].
This was seen in 8% of our patients. Compliance with
this contraindication is, however, difficult since BCG is
given at birth in tuberculosis endemic countries such as
Morocco.

5. Conclusion

Family history, consanguinity of patient’s parents,
clinical profile and an abnormality in lymphocytes sub-
population counts should be considered together for the
diagnosis of SCID in Morocco. Physicians must take
into consideration the above mentioned signs even when
the criteria of T lymphopenia less than 300 cells/uL
is absent since 14.3% of SCID cases in Morocco did
not present with lymphopenia < 300 cells/uL. Inclu-
sion of additional markers for immunophenotyping
such as CD62L'CD45RO HLA-DRCD31"  for
re-
cent thymic emigrants, CD62L"CD45RO HLA-DR™
for naive CD8" and CD4" T cells and eliminating
activated HLA-DR™ cells as well as TCR yd™ cells,
along with ex vivo functional T cell assays is recom-
mended to improve the diagnosis of SCID. Screening
of SCID at birth, at least in families with clinical his-
tory of SCID, together with prophylactic treatment with
antifungals, delaying BCG vaccination and avoidance
of breast feeding may help improve SCID outcome in
Morocco.
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