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Introduction

Lors de la prise en charge d’un syndrome fébrile, I'orientation diagnostique vers une cause
infectieuse ou non infectieuse s’avére primordiale. Elle permet de débuter précocement des
thérapeutiques ciblées tout en orientant le patient vers un service adapté (1). Les étiologies
retrouvées peuvent étre bactériennes, virales, fongiques ou parasitaires. Aussi le diagnostic
étiologique peut s’avérer complexe, chronophage et devenir un véritable challenge pour le

praticien (2).

Les antibiotiques ont permis de faire considérablement reculer la mortalité associée aux
maladies infectieuses au cours du 20¢ siécle. Ainsi leur efficacité remarquable a conduit a leur
utilisation massive et répétée créant une pression de sélection sur les populations bactériennes
entrainant ainsi I'apparition de souches résistantes. La diminution de I'utilisation probabiliste des
antibiotiques est pour I'instant la seule solution pour lutter contre I’'émergence de résistances (4).
De méme, une antibiothérapie probabiliste inadaptée peut conduire a un état de sepsis avancé

et par conséquent la mise en jeu du pronostic vital=

Aussi la mise en évidence de I'agent pathogéne est indispensable et nécessaire a I'adaptation de
I'antibiothérapie. La culture bactérienne est considérée comme le gold standard puisque tres

spécifique mais nécessite des délais d’analyse prolongés (5) (6) (7).

Les techniques immunologiques basées sur la capacité d’'un anticorps a reconnaitre et a se lier
a une macromolécule spécifique, désignée comme antigéne, sont une alternative a la culture
cellulaire. Cependant leur spectre d’action étant tres limitée, ils ne peuvent étre envisagés que
comme une analyse complémentaire (5) (6) (7). Enfin, les techniques de biologie moléculaire
basées sur la détection de séquences génétiques d'ADN ou d’ARN caractéristiques d’un micro-

organisme, ont pour principal limite la diversité du génome bactérien. De plus, la distinction entre
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agents pathogénes et microbiote bactérien n’est pas toujours aisé. Aussi le colt d’un tel test le

limite a des analyses bien spécifiques (5) (6) (7) (8).

En alternative a ces techniques, le dosage de marqueurs biologiques est plus adapté a la
pratique quotidienne et a démontré son intérét (5). Les marqueurs les plus fréquemment utilisés
sont la protéine C-réactive (CRP), les globules blancs (GB) et plus spécifiqguement les
polynucléaires neutrophiles (PNN) et enfin la procalcitonine (PCT). Leur dosage plasmatique

permet de distinguer une atteinte infectieuse de maniére simple et objective (6).

Parmi ces marqueurs, les GB associent une forte sensibilité (72,7%) et spécificité (83,2%) avec
un seuil limite de >15.000 cellules/uL (6). Les PNN montrent une plus grande performance avec
un seuil limite de >10.000 cellules/uL (sensibilité : 56.6-79.7% ; spécificité : 89.6-96.3%) (6) et ce
d’autant plus lors de la phase initiale du sepsis (9). La CRP et la PCT sont des marqueurs
inflammatoires plus spécifiques avec un seuil limite >40 mg/L pour la CRP (5) (6) (10) et > 0.5
ng/mL pour la PCT (2) (6) (10). Ils ont pour principal intérét de discriminer les infections
bactériennes des infections non bactériennes PCT sensible a 38-97% et spécifique a 31-100% (11)

(12) (14) (15), CRP sensible a 61.2-100% et spécifique a 26-100% (16) (17) (18) (19).

Cependant, méme si ces marqueurs sont utilisés en routine, leurs performances sont limitées
par la variabilité interindividuelle, mais également par le délai entre I'apparition des symptomes
et leur positivité biologique (20). De méme, bien que la CRP soit un marqueur trés sensible de
I'inflammation, elle manque de spécificité pour les pathologies infectieuses (21). Enfin, la PCT est
performante en cas de sepsis ou sepsis sévere mais manque de sensibilité pour les infections

bactériennes localisées (22).

Aussi, ces différentes techniques manquent a la fois de sensibilité et de spécificité afin
d’identifier correctement les patients présentant une infection bactérienne et devant bénéficier
d’une antibiothérapie. Enfin pour les plus performantes d’entre elles, elles nécessitent des délais
de résultats prolongés.
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Quelques équipes scientifiques ont fourni des efforts croissants pour trouver de nouveaux
biomarqueurs. Kapasi et al. (23) ont répertorié les marqueurs les plus récurrents potentiellement
utilisables pour distinguer une infection bactérienne d’une infection non-bactérienne, sur
I'hypothése que les agents pathogeénes stimulent différentes voies protéiques lorsqu’ils infectent
le corps humain (20). Parmi les 193 citations identifiées, ils ont compté plus de 112 biomarqueurs

de I’h6te dans prés de 60 études.

Par exemple, les marqueurs les plus fréguemment étudiés sont les cytokines comme I'IL-6
(spécificité : 82.2-97.1% ; sensibilité : 50-64.3%) et I'IL-8 (spécificité : 67.2-94%- ; sensibilité : 82.5-
100%) (24). L'Interferon gamma Induced Protein-10 (IP-10) et le Tumour necrosis factor-Related
Apoptosis-inducing Ligand (TRAIL) sont d’autres protéines solubles qui, combinées a la CRP, ont
démontré une capacité a distinguer une infection bactérienne d’une infection virale avec une
sensibilité et spécificité de 93.8% et 89.8% respectivement (5) (6) (10) (20). Le Myxovirus
resistance protein A (MxA) a été aussi étudié dans une infection virale et a montré une spécificité
de 80 a 87% et sensibilité de 83 a 93%, en combinaison avec la CRP (25) (26). Le Human Neutrophil
Lipocalin (HNL) est dosé dans le sang et montre une réponse plus rapide que la CRP et PCT et ce

avec une spécificité et sensibilité supérieures (>90%) (27) (28).

Enfin d’autres biomarqueurs métaboliques, tels que le glucose ou le lactate, ont également été
étudiés. Leur fréquence d’utilisation et leur faible pouvoir discriminateur les rendent plus

fréguemment utilisés en complément d’autres biomarqueurs que seuls (23).

Tous ces signaux solubles sont ainsi décrits comme de bons marqueurs avec une valeur
diagnostique élevée pour la discrimination entre infections bactériennes et non-bactériennes.
Cependant, ceux-ci sont produits localement par un petit nombre de cellules, et peuvent donc
étre difficilement détectables. Kapasi et al (23) ont montré que, méme si d’autres agents non

solubles a la réponse infectieuse étaient moins connus et moins fréquemment utilisés, ces
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marqueurs de surface des cellules offraient une performance supérieure pour différencier les

infections bactériennes des non-bactériennes.

Parmi tous ces marqueurs potentiels, le groupe de différenciation (CD) 64 est cité comme le
plus pertinent, montrant une forte corrélation pour les infections bactériennes avec 87-95.2% de
spécificité et 71-96% de sensibilité (13) (31) (32) (33) et son expression sur les neutrophiles est
fortement corrélée a un diagnostic de sepsis avec 100% de sensibilité et 93% de spécificité (9)
(34) (35). Ces valeurs sont supérieures a celles retrouvées avec la CRP et la PCT (34). Par exemple,
contrairement a la CRP, le CD64 n’est pas détecté chez les patients ayant une inflammation
d’origine non infectieuse (35). De plus, le CD64 a été détecté dans des cas d’infections localisées

contrairement a la PCT (36).

Ce marqueur non soluble contribue a la discrimination entre infections bactériennes et
non-bactériennes, avec des taux élevés de sensibilités et spécificités. Cependant, lorsque le CD64
n’est pas exprimé chez des patients aux tableaux cliniques infectieux, un manque d’identification

étiologique supplémentaire apparait clairement.

Récemment, un nouveau biomarqueur de surface a été décrit comme utile pour l'identification
précoce d’infection virale (37). Effectivement, une augmentation de |I'expression monocytaire de
CD169 a été rapportée chez des patients atteints d’infection virale telle que Epstein-Barr virus
(EBV) et les infections par le Human Immunodeficiency Virus (HIV) (38) (39) (40). Ce biomarqueur
viral de surface des cellules, en combinaison avec le précédent discriminateur bactérien, devrait

permettre une meilleure discrimination entre une infection bactérienne et infection virale.

Dans cette étude nous avons choisi de répondre au besoin de stratification infectieuse dans le
milieu clinique des Urgences Adultes de I’'H6pital de la Timone a Marseille ou I'orientation rapide
des patients est primordiale. Nous avons évalué les niveaux d’expressions de deux biomarqueurs

de cellules de surface, CD64 et CD169, et leurs spécificités et sensibilités pour les infections
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bactériennes et virales. Nous les avons dosés grace a une méthode de cytométrie en flux

améliorée pour obtenir des résultats en seulement 15 minutes.
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Matériel et méthode

> Design de I'étude

Nous avons réalisé une étude rétrospective monocentrique incluant les patients admis au
service des Urgences Adultes de la Timone a Marseille sur cing jours répartis sur I'année 2017 (le
25 mars, le 05 mai, les 4, 5 et 6 octobre). Ce critere large de sélection a été choisi pour inclure le

plus grand panel de patient présentant des signes infectieux.

Une analyse de données anamnestiques, cliniques et paracliniques a été effectuée grace au
dossier patient médical informatisé Axigate de I'Assistance Publique des Hopitaux de Marseille

(APHM). Nous avons enregistré les données suivantes pour chaque patient :

e Données patients : Sexe, age, antécédents (cancer évolutif, maladie hépatique,

insuffisance cardiaque congestive, maladie cérébro-vasculaire, maladie rénales),
institutionnalisation ou non, statut mental altéré ou non, signes cliniques (durée et
symptomes), prise d’antibiothérapie (avant, pendant et aprés I’hospitalisation).

e Données physiologiques : Les constantes hémodynamiques dont la tension artérielle

systolique (TAS) et diastolique (TAD), calcul la pression artérielle moyenne (PAM), la
fréquence cardiaque (FC), la fréquence respiratoire (FR) et la température corporelle. Le
motif d’admission et le diagnostic suspecté.

e Données biologiques : CRP et PCT.

Nous avons ensuite transposé ces données sur un tableau Excel, permettant d’établir quatre

groupes de patients :

e Groupe |: Patients non infectés, ne présentant aucun signes cliniques ou biologiques

infectieux.
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e Groupe Il : Patients « infectés bactérien » ayant une bactérie identifiée, ou un dossier
clinique fortement évocateur d’une atteinte bactérienne.

e Groupe lll: Patients « infectés viral » ayant un virus identifié,ou un dossier clinique
fortement évocateur d’une atteinte virale.

e Groupe IV : Patients infectés mais d’étiologie indéterminée.

L’objectif est d’évaluer les résultats de nos biomarqueurs pour ces différents groupes et de les

comparer au test de référence qu’est la CRP.
» Déscription du test :

A L'entrée aux urgences, les patients avaient bénéficié, selon leur tableau clinique, d’un bilan
biologique sanguin standard, comprenant une analyse biochimique (CRP, PCT) et hématologique
(Globules blancs et polynucléaires neutrophiles) avec eventuellement un examen bactériologique
(hémocultures, cytobactériologie des urines ou crachats, liquide de ponction, etc..)en fonction de
la situation clinique. Nous avons envoyé 5uL de sang ,sur chaque tube de patient inclus une fois
I'analyse standard terminée, au laboratoire d’Hématologie pour ne pas interférer avec la
premiére analyse. Les tubes ont été anonymisés par un numéro de suivi. Au total un nombre de

139 patients a été inclus.

Les concentrations des biomarqueurs ont été mesurées dans les échantillons de sang total par
cytométrie de flux. Nous avons procédé a la lyse hématologique des globules rouges en utilisant
500uL de solution lysante VersalyseTM (Beckman Coulter), et nous avons coloré les globules
blancs avec les anticoprps monoclonaux suivants conjugués aux fluorochromes : anti-CD35
(J3D3)-FITC, anti-CD55 (JS11KSC2.3)-PE, anti-CD169 (7-239)-PE, anti-MHCI (B9.12 .1)-AF700, anti-
CD64 (22)-PB, anti-HLA-DR (Immu357)-PB, anti-CD14 (RM052)-KO et anti-CD32 (2f1)-KO de
Beckman Coulter ; anti-CD88 (C5aR)-PC7, anti-CD46 (TRA-2-10)-APC et anti-Gal-9 (10A2)-APC de

Biolegend.
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Les doses d'anticorps monoclonaux ont été indépendamment optimisées avant I'étude en ce
gui concerne leurs concentrations de saturation. Les noms abrégés des fluorochromes FITC, PE,
PC7 APC, AF700, PB et KO correspondent respectivement aux molécules suivantes : Fluorescéine
Isothyocyanate, Phycoérythrine, Phycoérythrine-Cyanine 7, Allophycocyanin, Alexa FluorTM 700,

Pacific BlueTM et Krome Orange.

Apreés 15 minutes de réaction, et en seulement 2 minutes, la technique de cytométrie de flux a
analysé nos échantillons hétérogénes en se basant sur leur coloration avec des anticorps
conjugués a divers fluorochromes. Aprés homogénéisation individualisée et alignement correct
des cellules avec un flux laminaire de liquide de gaine, les 3 lasers bleu, rouge et violet du
cytometre de flux font des excitations primaires respectivement a 488 nm, 638 nm et 405 nm, qui
déclenchent I'émission des fluorochromes de 455 a 780 nm. Les signaux d'émission collectés et
restitués donnent les intensités de fluorescence de chaque cellule dans chaque canal de

fluorescence.

Dans notre étude, les données ont été recueillies sur un cytomeétre de flux NaviosTM (Beckman
Coulter), ol des billes Flow-SetTM (Beckman Coulter) furent utilisées a chaque jour d'évaluation
afin d'harmoniser les valeurs établies tout au long de I'année. L'analyse a été réalisée avec
KaluzaTM Analysis Software, version 1.5a. Les sous-populations de leucocytes ont été
sélectionnées sur la base de leurs caractéristiques de diffusion latérale (Forward Scatter) et vers
I'avant (Side Scatter). Les résultats ont été exprimés en tant que Moyenne des Intensités de

Fluorescence (MFI) de chaque biomarqueur de surface cellulaire.
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Résultats

> Etude rétrospective.

Sur la période de cinqg jours étudiés, un total de 145 tubes de sang des patients des urgences
sont mis de cOté au Laboratoire d’"Hématologie pour suspicion de pathologie infectieuse et/ou
inflammatoire. Les suivis cliniques de six patients se sont révélés étre incomplets, ils ont donc été
exclus de I'étude. Ce manque est venu du fait que les patients avaient quitté I’hopital avant
d’avoir acces a leurs résultats, excluant ainsi la possibilité de leur faire des tests supplémentaires
pour conclure sur I’étiologie de leurs pathologies. Sur les 139 patients restants, 40 (29%) ont regu
un diagnostic étiologique final d’infection bactérienne (Groupe Il), alors que 7 (5%) ont été classés
dans le groupe pathologie infectieuse d’origine virale (Groupe lll), 3 patients se retrouvant avec
une co-infection. L’étiologie infectieuse est restée indéterminée pour 4 patients (Groupe IV). Les

91 patients restants n’avaient pas d’infection (Groupe 1). La figure 1 présente cette classification.
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Recrutement

145 tubes de sang de patients
des Urgences

Cytométrie en flux

145 tubes de sang dosés au
sein du laboratoire
d'Hématologie

Enregistrement de:

139 patients avec d
cliniqgues com

cliniques

s données

es dossiers
plets

6 patients exclus car non suivis
cliniquement

Revue des données
classification en gri

Détermination des cohortes
de I'étude

un panel d'experts

cliniques et|
oupes par

Groupe Il - Infections

Groupe | - Pas d'infections - Groupe llI - Infections Virales Groupe IV - Infections
o1 outi Bactériennes 7 vati Indéterminées
patients 40 patients patients 4 patients
Traumatologie : 16 Pheumonie : 11 Otite: 1
Gastroentérite aigue : 6 Bronchite : 1

AVC/AIT:6
Douleurs thoraciques : 6
Malaise / syncope : 8

Douleurs abdominales : 7

Psychiatrie : 4

Décompensation de maladie
chronique : 6

Neuropathies : 5
Hémorragies : 4
Autres : 29

Infection urinaire : 6

Infection ORL (angine, sinusite,
..):5
Choc septique : 2
Bactériémie : 2
Psychiatrie (Intoxication

Médicamenteuse, Tentative de
suicide) : 2

Accident vasculaire cérébral : 1
Autres: 11

Pneumonie: 1

Lymphangite : 1
Maladie périodique : 1

Fig 1. Schéma de travail de I’étude. Construction de I’étude rétrospective avec les nombres de

patients inclus dans les groupes contréle, bactérien, viral et indéterminé, et leurs pathologies.
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> Répartition épidémiologique des infections:

Parmi les 142 patients, 83 étaient des femmes et 59 des hommes avec un dge moyen de 57, 3
ans (intervalle entre 22-87 ans). lls s’agissaient de patients avec un large éventail de signes
clinique (respiratoire, gastro-intestinal, gynécologique, urinaire, neurologique, ORL et cutanée),
des températures corporelles entre 36,6 et 39,2, et un délai moyen d’apparition de symptomes

de 2,8 jours. L’analyse univariée des quatre groupes est représentée sur le tableau 1.

Group | - Group.ll B Group llI- G.roup .IV "
. X , infection . X R infection
Variables L. Non infecté L. infection viral . L, p-value
caractéristiques (n=91) bactérienne (n=7) indeterminée
(n=40) (n=4)
Homme 36 (61%) 20 (33,9%) 2 (3,4%) 1(1,7%)
sexe
0,582
Femme 55 (66,3%) 20 (24,1%) 5(6%) 3(3,6%)
Age z
En années 54,02 £ 22,8 66,40 + 20,5 56,14 + 30,1 43,75+ 21,3 0,022*
Institutionalisation 4(22,2%) 11 (61,1%) 3(16,7%) 0 <0,01*
Statut mental altéré 6 (30%) 12 (60%) 2 (10%) 0 <0,01*
Néoplasie 12 (63,2%) 6 (31,6%) 1(5,3%) 0 0,952
Généralités ) L
Insuffisance hépatique 4(57,1%) 3 (42,9%) 0 0 0,683
Insuffisance cardiaque 8(57,1%) 6 (42,9%) 0 0 0,637
Maladie cérébrovasculaire 4(26,7%) 9 (60%) 2 (13,3%) 0 <0,01*
Maladie rénale 7 (58,3%) 5(41,7%) 0 0 0,754
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Pression artérielle systolique

(mmHg)

Pression artérielle diastolique

Constantes (mmHg)

Pression artérielle moyenne

(mmHg)

Fréquence cardiaque (bpm)

Température corporelle (°C)

Durée (jours)

Respiratoires

Gastro-intestinaux

Gynecologiques

Symptémes

Neurologiques

Urinaires

ORL

Cutanés

Pas de signes infectieux

140,05 +

26,0

74,71+ 16,8

96,4 + 17,5

82,2 +15,4

37+0,34

0,8+2,6

3(16,7%)

12 (52,2%)

2 (100%)

4 (80%)

3 (60%)

1 (25%)

66 (81,5%)

132,31+27,7

72,46 £13,9

92,4+ 16,7

91,8+ 17,5

37,3+0,96

50+12

12 (66,7%)

6(26,1%)

1 (20%)

1 (20%)

3 (75%)

3(75%)

14 (17,3%)

128,86 + 24,3

81,71+ 16,9

97,4+18,1

87,9 +20,3

37,5+0,8

3,4+4,7

2(11,1%)

4(17,4%)

1 (20%)

137,00 + 10,7

81,25+10,6

99,8 + 8,6

98,8 +24,3

38,0+1,18

25,4 + 44,0

1(5,6%)

1(4,3%)

1(25%)

1(1,2%)

0,383

0,425

0,598

0,011*

<0,01*

<0,01*

<0,01*
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Antibiothérapie Initiale 7 (19,4%) 25 (69,4%) 2 (5,6%) 2 (5,6%) <0,01*

CRP (mg/mL) 7,1+16,0 98,1+ 88,6 73,3+£103,8 29,1+29,9 <0,01*
PCT (ng/mL) 0,1+0,1 53+ 16,2 0,84+0,8 0,1+0,02 0,874
Biologie
Globules blancs (G/L) 9,6+4,1 11,8+6,0 11,3+6,1 9,3+2,6 0,040*
Polynucléaires neutrophiles (G/L) 8,6+4,8 10,9+6,33 17,0+ 1,4 No data 0,026*

Tableau 1. Caractéristiques de la cohorte. Les patients sont classés en fonction de leur sexe, dge, de
I’histoire de la maladie, des constantes hémodynamiques, des symptémes cliniques et des résultats
biologiques. Les résultats sont présentés en valeur absolu suivi du pourcentage entre parenthése ou de la
moyenne +/- de I'écart type. Les variables pour lesquelles les valeurs de p étaient inférieures a a = 5% ont

été mises en gras pour indiquer les différences statistiques significatives entre les groupes.

Des différences significatives sont retrouvées entre les différents groupes. L'age,
I'institutionnalisation et le statut mental altéré sont trois variables d’avantage associées au
groupe de patients infectés bactériologiquement. Ces patients sont plus vulnérables, et donc plus
a méme de développer des infections d’origine bactérienne. La température, la durée des
symptémes, l'instauration d’une antibiothérapie, le taux de CRP, de globules blancs et de
polynucléaires neutrophiles sont différents parameétres rentrant en compte pour le diagnostique
d’une infection : la CRP, les GB et PNN augmentent lors des états inflammatoires d’origine

bactérienne et virale alors que la PCT évolue que dans les infections bactériennes.

Les symptomes les plus représentés étaient principalement respiratoires dans le cadre des

infections bactériennes et les gastroentérites furent la majorité des étiologies d’infections virales.
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Sur I’'ensemble de I’étude, 20 différents pathogenes furent détectés a I'aide de différents tests
diagnostiques (hémoculture, examens cytobactériologiques des urines, ponction lombaire,

sérologie...).

Pathogene identifié Nombre d’identification
Escherichia coli 5
Klebsiella pneumoniae 3
Staphylococcus aureus 2
Proteus mirabilis 1
Enterococcus faecalis 1
Coxiella burnetti 1
Staphylococcus hominis 1
Staphylococcus 1

haemolyticus

Bacteroides fragilis 1
Pseudomonas stutzeri 1
Klebsiella oxytoca 1
Hepatitis C Virus 1
Parainfluenzae 1

Tableau 2. Pathogénes identifiés dans I’étude de cohorte. Nombre de bactéries et virus

identifiés et/ou détectés sur une hémoculture, un examen cytobactériologique ou une sérologie.
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> Expression du CD64 et du CD169 :

Les figures 2A et 2B montrent respectivement les valeurs du CD64 et du CD169 pour les Groupes
[, Il et 1. 35 (87.5%) des 40 patients du Groupe Il, contre 9 (9.9%) des 91 patients du Groupe |
contréle, ont eu des niveaux de CD64 > 0,87 (0,87 - 6,32). Inversement, 6 (85.7%) des 7 patients
du Groupe lll, contre aucun des 91 patients du Groupe | contréle, ont eu des niveaux de CD169 2

1,58 (1,68-5,85).
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(A) Group | ' Group Il (B) Group | Group Il

Fig 2. Niveaux de CD64 et CD169 pour les trois groupes de patients. (A) Expression du CD64
pour le Groupe | (pas d’infection) en comparaison du Groupe Il (infection bactérienne). (B)
Expression du CD169 pour le Groupe | (pas d’infection) en comparaison du Groupe Il (infection

virale). Les lignes noires horizontales correspondent aux moyennes d’expression des marqueurs.

Les seuils optimaux de chacun des marqueurs sont estimés indépendamment par courbe ROC
et leurs sensibilités et spécificités sont exprimées avec leurs intervalles de confiance a 95%. La
figure 3 présente la courbe ROC du CD64 seul pour la discrimination des patients infectés
bactériens des patients non-infectés bactériens (3A), la courbe ROC du CD169 seul pour la
discrimination des patients infectés viraux des patients non-infectés viraux (3B), et les courbes
ROC de la CRP seule pour la discrimination des patients infectés bactériens (3C) ou viraux (3D) par

rapport aux patients des autres groupes.
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Fig 3. Courbes ROC. (A) CD64 seul pour la discrimination bactérienne. (B) CD169 seul pour la
discrimination virale. (C) CRP seule pour la discrimination bactérienne. (D) CRP seule pour la

discrimination virale.

Avec le seuil optimal > 0,87, pour les patients du Groupe I, la MFI (Moyenne d’intensité de
fluorescence) du CD64 a une sensibilité de 87,5 (73,2 - 95,8), une spécificité de 90,1 (82,1 — 95,4),
un ratio de vraisemblance positive de 8,85 (4,7 — 16,6) et un ratio de vraisemblance négative de
0,14 (0,06 — 0,3). Laire sous la courbe est de 0,93 (0,87 — 0,97). Cependant, pour ce marqueur
des infections bactériennes, la sensibilité doit étre maximale pour assurer la plus grande
proportion de patients positifs et ainsi ne manquer aucun cas infectieux. Avec le nouveau seuil >

0,66, pour les patients du Groupe I, la MFI du CD64 a une sensibilité de 100 (91,2 - 100), une
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spécificité de 48,35 (37,7 — 59,1), un ratio de vraisemblance positive de 1,94 (1,6 — 2,4) et un ratio

de vraisemblance négative de 0. Ce seuil est donc plus optimal pour la stratification infectieuse.

En prenant un seuil > 1,58, pour les patients du Groupe llI, la MFI du CD169 a une sensibilité de
85,71 (42,1 — 99,6), une spécificité de 100 (96 — 100), un ratio de vraisemblance positive de 0 et
un ratio de vraisemblance négative de 0,14 (0,02 — 0,9). L’aire sous la courbe est de 0,97 (0,91 —
0,99). Pour ce marqueur des infections virales, la spécificité doit étre maximale pour assurer avec

certitude I’étiologie virale du cas infectieux ; le seuil est donc optimal.

Pour les deux mémes groupes précédents, le niveau de CRP a aussi été évalué comme test de
référence. Pour les patients du Groupe Il bactérien, le seuil optimal est > 19.3, avec une sensibilité
de 93,18 (85,7 — 97,5), une spécificité de 85 (70,2 — 94,3), un ratio de vraisemblance positive de
12,47 (5,7 — 27,3) et un ratio de vraisemblance négative de 0,16 (0,08 —0,3). L’aire sous la courbe
est de 0,92 (0,86 — 0,96). Pour les patients du Groupe lll viral, le seuil optimal est > 5.3, avec une
sensibilité de 85,71 (42,1 — 99,6), une spécificité de 73,86 (63,4 — 82,7), un ratio de vraisemblance
positive de 3,28 (2,1 — 5,2) et un ratio de vraisemblance négative de 0,19 (0,03 — 1,2). L’aire sous

la courbe est de 0,87 (0,78 — 0,93).

Enfin, les deux biomarqueurs CD64 et CD169 ont été évalués ensemble dans leurs performances
de discrimination des infections bactériennes et virales. Avec un seuil optimal 2 0,66 pour la MFI
du CD64 et un seuil optimal 2 1,6 pour la MFI du CD169, le test a une sensibilité de 92,5 (80,14 —
97,42), une spécificité de 48,35 (38,36 — 58,48), un rapport de vraisemblance positive de 1,79

(1,71 - 1,88) et un rapport de vraisemblance négative de 0,15 (0,08 — 0,31).
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Discussion.

Dans cette étude, nous proposons une nouvelle méthode de stratification des patients
infectieux en évaluant dans leur sang total leurs niveaux d’expression des biomarqueurs CD64 et

CD169 grace a la cytométrie en flux.

Les courbes ROC de chacun de ces marqueurs ont permis de déterminer un seuil optimal de la
MFI du CD64 > 0,66 (sensibilité : 100 — spécificité : 48.35) et un seuil optimal de la MFI du CD169>
1,6 (sensibilité : 85.71 — spécificité : 100). Combinés en un test, ils discriminent les patients qui
ont des infections bactériennes des patients qui ont des infections virales avec une sensibilité de

92.5 et une spécificité de 48,35.

Par rapport a la CRP, le CD64 est un meilleur marqueur discriminateur bactérien car sa
sensibilité au seuil finalement établi a 0.66 est de 100 contre 93.18 pour la CRP. Pour la
stratification des infections bactériennes, il est en effet impératif de ne manquer aucun diagnostic
d’infection bactérienne, qui risque sinon, sans prise en charge ni traitement antibiotique, une
évolution défavorable, en choc septique par exemple. La minimisation du nombre de faux cas
négatifs est donc nécessaire, méme si cela fait alors augmenter le nombre de faux positifs ; il
s’avere donc important d’avoir une sensibilité de détection maximale, que I'on retrouve pour
notre marqueur CD64. Nous pouvons y opposer une premiéere réserve car dans notre étude, le
CD64 n’est comparé qu’a la CRP, et il aurait fallu également le comparer a la PCT, autre
discriminateur de référence pour les maladies infectieuses. Cependant, trop peu de valeurs de

PCT étaient documentées dans les dossiers cliniques et la comparaison n’a pas pu étre établie.

Pour la stratification des infections virales, si le diagnostic viral est établi, on recherche a
renvoyer les patients a leurs domiciles car on ne peut leur apporter davantage de soins ou de
traitements. On recherche ainsi a n’avoir aucun faux positif, car le cas échéant, les patients

seraient renvoyés chez eux sans recherche d’une autre étiologie infectieuse et sans traitement.
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Dans cette minimisation, le nombre de cas de faux négatifs augmente, mais I'impact médical n’est
pas considérable, si ce n'est que des patients qui pourraient étre renvoyés chez eux restent aux
urgences. Il s’avere donc primordial de maximiser la spécificité de détection, ce que I'on
retrouve pour notre marqueur CD169. En revanche, nous y opposons une seconde réserve car le
nombre de patients avec une infection virale qui ont été inclus dans I’étude est trop faible pour
gue la valeur de spécificité soit significative. D’autres études sont actuellement en cours d’analyse
pour compléter ces données avec les dossiers de nouveaux patients infectés par des virus, et une
étude prospective devrait débuter lors de la saison de grippe pour sélectionner davantage de
patients atteints d’infection virale et donc de dossiers documentés avec des résultats de tests

viraux sérologiques ou immunologiques.

De méme, lorsque les seuils des CD64 et CD169 sont intégrés ensemble dans une discrimination
des patients bactériens par rapport aux patients viraux, les résultats de spécificité et de sensibilité
des deux marqueurs ne sont pas améliorés. Il s’agira la encore de compléter notre étude
rétrospective avec les futures études prospectives, car la combinaison des deux marqueurs
présente un réel intérét médical important qui réside dans le fait d’avoir ce double contréle de
stratification infectieuse. En effet, méme si pour l'instant, leurs performances sont encore
mitigées, notamment par rapport a des tests déja en place comme la CRP qui indiquent des
valeurs plus satisfaisantes, ces deux biomarqueurs restent compétitifs car ils tendent a étre
intégrer dans une version Point-of-care de cytométrie en flux. Avec une formation minimale, cette
application permettrait aux cliniciens de stratifier les infections en quinze minutes seulement
(contre 1h30 pour la CRP) sur une machine entiérement automatisée et n’utilisant que des
réactifs secs donc stables a température ambiante, unitisés et préts a I’emploi sur une goutte de
sang total seulement. L’application optimiserait ainsi le triage des patients présentant des
symptémes infectieux aux urgences, et permettrait leur meilleure prise en charge, leur triage

efficace et leur meilleur traitement.
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Enfin, nous discuterons le fait que cette étude conduite de maniére rétrospective a nécessité
gue les dossiers cliniques soient analysés a posteriori des prises en charge médicales des patients.
Nous avons donc été parfois limités dans le recueil de données, et cela a pu peut-étre introduire
un biais dans la formation des groupes de patients. En effet, des patients se retrouvent alors dans
un méme groupe alors que les pathologies qu’ils présentent ont des notions de gravité et/ou de
sévérité qui peuvent étre différentes. L'une des analyses qui auraient été intéressantes aurait été
de regrouper les patients par pathologie plutét que par étiologie d’infection pour décrire des
phénotypes d’expression de nos deux biomarqueurs plus certains. La encore, nous avions trop
peu de données pour effectuer une telle classification, mais cela serait a envisager pour les

futures études.
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Conclusion:

Cette étude préliminaire et rétrospective a permis de mettre en évidence l'intérét de
biomarqueurs tels que le CD64 et le CD169 pour la discrimination des infections bactériennes et
virales. Elle ouvre ainsi la voie a I’exploration du dosage de biomarqueurs par cytométrie de flux
pour la stratification des patients présentant des symptémes infectieux. Leur intégration a une
application Point of Care permettrait d’obtenir des valeurs en quinze minutes permettant ainsi
un triage rapide et efficace des patients infectés se présentant dans les services d’accueil des

urgences et ainsi améliorer leurs prises en charge.
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Abréviations :

CRP : proteine C-réactive.

PCT : procalcitonine.

GB : Globules blancs.

PNN : Polynucléaires neutrophiles.

MFI : Moyenne d’intensité de fluorescence.

APHM : Assistance Publique des Hopitaux de Marseille.
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Résumé :
Introduction : Le triage et la prise en charge d’un syndrome fébrile aux urgences pose a 1’heure
actuelle de nombreuses difficultés aux cliniciens quant a la distinction entre une étiologie

bactérienne ou virale. Deux nouveaux biomarqueurs, le CD64 pour I’étiologie bactérienne et le

CD169 pour I’étiologie virale devrait permettre une meilleure discrimination diagnostique.

Matériel et méthode : Nous avons réalisé une étude rétrospective monocentrique incluant les
patients admis au service des Urgences Adultes de la Timone a Marseille sur cing jours répartis sur
I’année 2017 (le 25 mars, le 05 mai, les 4, 5 et 6 octobre). Puis nous avons analysé les dossiers
informatisés des patients avec logiciel Axigate pour classer les patients en quartes groupes
différents grace a 1’observation clinique et les données paracliniques (biologie, imagerie.) : non
infectés, infectés bactériens, infectés viral, infecté mais d’étiologie indéterminée. L’objectif est de
comparer les résultats des deux nouveaux biomarqueurs au gold standard qu’est la CRP grace a

une analyse de sang par cytométrie de flux en 15 minutes seulement.

Résultats : Sur la période de cing jours étudiés,139 patients ont été inclus, 40 (29%) ont eu un
diagnostic final d’infection bactérienne, 7 (5%) d’infection virale, 3 patients se retrouvant avec une
co-infection. L’étiologie infecticuse est restée indéterminée pour 4 patients. Les 91 patients
restants n’avaient pas d’infection. L’analyse du CD169 et du CD64 ensemble retrouve pour les
infections bactériennes une sensibilité relativement proche de celle de la CRP (92,5 vs93,18) mais
pour les infections virales les deux biomarqueurs sont plus sensibles que la CRP (92,5 vs 85,7). La
spécificité des deux biomarqueurs et cependant moins bonne que la CRP pour les deux types
d’infections bactérienne (48,3 vs 85) et virale (48,3 vs 73,8).

Conclusion : Ces deux nouveaux biomarqueurs présentent une réelle alternative pour le futur
dans la démarche diagnostique des infection bactérienne et virale aux urgences du fait de leur trés

bonne sensibilité et spécificité mais aussi de I’extréme rapidité de la méthode par cyométrie de flux

Mots-clés : CD64, CD169, urgences, cytométrie en flux, infection bactérienne, infection virale.
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