
HAL Id: dumas-02118459
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-02118459

Submitted on 3 May 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Intérêt de la nouvelle génération de la cytométrie de
flux en médecine d’urgence : exemple de la détection de

syndrome infectieux-étude prospective
Guillaume Le Diagon

To cite this version:
Guillaume Le Diagon. Intérêt de la nouvelle génération de la cytométrie de flux en médecine d’urgence :
exemple de la détection de syndrome infectieux-étude prospective. Sciences du Vivant [q-bio]. 2019.
�dumas-02118459�

https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-02118459
https://hal.archives-ouvertes.fr


 
 

 
 

 
 

Intérêt de la nouvelle génération de la cytométrie de fux en médecine 

d'urgence : exemple de la détection de syndrome infectieux - étude 

prospective 

 

T  H  È  S  E 

Présentée et publiquement soutenue devant 

LA  FACULTÉ  DES  SCIENCES MEDICALES  ET  PARAMEDICALES 

DE  MARSEILLE 

 

Le 8 Mars 2019 

Par Monsieur Guillaume LE DIAGON  

Né le 22 décembre 1989 à Enghien-Les-Bains (95) 

 

Pour obtenir le grade de Docteur en Médecine 

D.E.S. de MÉDECINE GÉNÉRALE 

 
 

Membres du Jury de la Thèse :  

Monsieur le Professeur MICHELET Pierre Président 

Monsieur le Docteur MARKARIAN Thibaut Directeur 

Monsieur le Professeur GERBEAUX Patrick Assesseur 

Monsieur le Professeur LEONE Marc Assesseur 

1



2



 
 

 
 

 
 

Intérêt de la nouvelle génération de la cytométrie de fux en médecine 

d'urgence : exemple de la détection de syndrome infectieux - étude 

prospective 

 

T  H  È  S  E 

Présentée et publiquement soutenue devant 

LA  FACULTÉ  DES  SCIENCES MEDICALES  ET  PARAMEDICALES 

DE  MARSEILLE 

 

Le 8 Mars 2019 

Par Monsieur Guillaume LE DIAGON  

Né le 22 décembre 1989 à Enghien-Les-Bains (95) 

 

Pour obtenir le grade de Docteur en Médecine 

D.E.S. de MÉDECINE GÉNÉRALE 

 
 

Membres du Jury de la Thèse :  

Monsieur le Professeur MICHELET Pierre Président 

Monsieur le Docteur MARKARIAN Thibaut Directeur 

Monsieur le Professeur GERBEAUX Patrick Assesseur 

Monsieur le Professeur LEONE Marc Assesseur 

3



A mon Président de jury, Monsieur le
Professeur MICHELET Pierre, 

Vous me faites l’honneur de présider ce jury de thèse.

Je vous remercie pour m'avoir fait confiance et permis de
réaliser ce travail. Veuillez trouver ici l’expression de mes
sincères reconnaissanceset de mon plus profond respect.

4



Remerciement au Professeur GERBEAUX
Patrick,

Je vous remercie d’avoir accepté de siéger à mon jury de
thèseet de l’intérêt que vous portez à mon travail.je vous

prie d’accepter mes sincères reconnaissances et mon
profond respect.

5



A Monsieur le Professeur LEONE Marc,

Je vous remercie d’avoir accepté de siéger à mon jury de
thèseet de l’intérêt que vous portez à mon travail.je vous

prie d’accepter mes sincères reconnaissances et mon
profond respect.

6



TABLE DES MATIÈRES

1. INTRODUCTION

2. MATÉRIEL ET MÉTHODE

2.1 Inclusion prospective de patient

2.2. Recueil des données informatiques

2.3. Techniques de dosage

2.4. Evaluation par cytométrie de flux

2.5. Analyse statistique

3. RÉSULTATS

3.1. Sujets inclus

3.2. Epidémiologie

3.3. Niveaux des biomarqueurs

3.4 Biomarqueurs dans l'analyse ROC

3.4.1. Diagnostic bactérien

3.4.2. Diagnostic viral

3.4.3 Comparaison avec la CRP et la PCT

4.  D ISCUSSION

5.  CONCLUSION

Bib l iog raph ie

Résumé

7



1. INTRODUCTION

De nos jours, l'un des principaux challenges pour les praticiens des services d'accueil

des urgences (SAU) est de confirmer l'étiologie infectieuse en présence de patients

présentant une fièvre ou des symptômes faisant suspecter une origine septique, et par

conséquent, de débuter précocément des thérapeutiques ciblées tout en orientant le

patient  vers  un  service  adapté  (1).  Dans  le  cas  des  infections  bactériennes,  une

antibiothérapie précoce est nécessaire afin d'éviter l'évolution vers le choc septique (2).

Dans le cadre des infections virales, un diagnostic rapide permettra de limiter l'utilisation

abusive d'antibiotiques ce qui évitera de développer des résistances bactériennes (4).

Cependant la multiplicité des formes cliniques ainsi que l’aspécificité des symptômes

obligent  le  praticien  à  recourir  quasi  systématiquement  à  des  examens

complémentaires tels que les mesures biochimiques. 

Les deux marqueurs les plus couramment utilisés sont la protéine C-réactive (CRP) et

de la procalcitonine (PCT) (6). Cependant, leurs performances en termes de sensibilité

et  de  spécificité  sont  limitées,  en  particulier  en  cas  de  syndromes  inflammatoires

d'étiologie non infectieuse (7). 

De  nombreuses  études  ont  défini  un  large  éventail  de  biomarqueurs  dont  des

marqueurs cellulaires pour réaliser le diagnostic étiologique des patients infectés (14-

18). L’une des limites des marqueurs cellulaires réside dans la technique par cytométrie

en flux utilisée pour leur détection. En effet, une telle technique semble peu adaptée

aux conditions des services d'urgence en raison de la complexité de ses procédures et

de  ses  exigences  en  terme  de  matériel  et  de  formation  pour  la  préparation  des

échantillons et l'utilisation du cytomètre en flux (19).

Le  résultat  d'études  récentes  nous  a  poussé  à  vouloir  développer  cette  technique.

Certains  marqueurs  cellulaires  ont  ainsi pu  différencier  les  infections  bactériennes

comme le CD64 avec une spécificité de 91% (85-95.2) et une sensibilité de 79% (70-

86) (14), et des infections virales avec le CD169, dont l’expression monocytaire a été

rapportée  comme  augmentée  chez  des  patients  atteints  d’infection  virale  telle  que

Epstein- Barr virus (EBV) et les infections par le Human Immunodeficiency Virus (HIV)

(10-11). 
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De  plus,  une  récente  étude  rétrospective  réalisée  par  notre  équipe  a  analysé  les

niveaux  de  CD64  sur  les  neutrophiles  (nCD64)  et  de  CD169  sur  les  monocytes

(mCD169) dans le cadre d'infections virales et bactériennes. La Moyenne d’Intensité de

Fluorescence (MIF) du CD64 avait une sensibilité de 88% (73 - 96) et une spécificité de

90% (82 – 95) pour le diagnostic d'infections bactériennes lorsqu'on utilise un cut-off

>0,87 UI. Pour le diagnostic d'infections virales, une MIF >1,58 UI du CD169 avait une

sensibilité de 86% (42 – 100) et une spécificité de 100% (96 – 100).  

Récemment une nouvelle technique de cytométrie en flux a vu le jour, plus facile et plus

rapide permettant d'obtenir les résultats en moins de 15 minutes. Il nous paraissait ainsi

essentiel d’étudier les marqueurs cellulaires les plus performants pour les diagnostics

d’infections bactériennes et virales et ainsi envisager d’utiliser ce nouveau cytomètre en

flux au SAU et cela dès l'accueil du patient. 

Nous  formulons  donc  l'hypothèse  que  certains  marqueurs  cellulaires  mesurés  en

cytométrie en flux permettraient de confirmer l'étiologie bactérienne ou virale et ainsi

améliorer le triage et la thérapeutique des patients suspects d'infection au SAU.  

L'objectif  principal  de  cette  étude  était  donc  d'évaluer  de  façon  prospective  la

performance diagnostic du CD64 pour les infections bactériennes et du CD169 pour les

infections virales dans une population de patients consultant aux urgences. 

Les  objectifs  secondaires  étaient  d'analyser  la  performance  diagnostic  d'autres

marqueurs cellulaires couramment utilisés en biologie cellulaire. 
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2.  MATÉRIEL ET MÉTHODE

2.1 Inclusion prospective de patient

Il s’agissait d’une étude observationnelle, prospective et monocentrique dans le SAU

adultes de la Timone à Marseille. Les inclusions se sont déroulées sur une période de

douze jours chez des sujets âgés de plus de 18 ans suspects d'infection. 

 Critères  d'inclusion :  fièvre>  38°C  ou  hypothermie  <36,5°C  associée  à  un

potentiel  syndrome  infectieux  clinique,  soit  respiratoire  (toux,  expectoration,

dyspnée),  soit  urinaire  (polyurie,  brûlures  mictionnelles),  soit  abdominal

(douleurs,  diarrhée),  soit  neurologique  (syndrome  méningé,  confusion),  soit

cutané (éruption cutanée, érysipèle).
 Critères de non inclusion : un dossier clinique incomplet, patient traumatisé, ou

présentant  une  maladie  inflammatoire  et  auto-immune connue,  une  maladie

infectieuse chronique virale, fungique ou bactérienne, soit ayant un traitement

antibiotique  ou  anti  viral  préalable  à  l’admission,  traitement

immunosuppresseur, soit  si le patient présentait  une brûlure étendue ou une

chirurgie récente (< 1 mois).

Le comité d'éthique hospitalière a approuvé les protocoles de cette étude prospective

observationnelle et non interventionnelle. La confidentialité a été préservée à tous les

niveaux. Tout les participants ont donné leur consentement éclairé écrit. Les soins de

routine des sujets n'ont pas été modifiés et toutes les données évaluées dans l'étude

faisaient partie de la pratique clinique de routine et ont été extraites des dossiers des

sujets sans aucune intervention dans le cadre de l'étude.
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2.2. Recueil des données informatique. 

Une analyse de données épidémiologiques, cliniques et paracliniques a été effectuée

grâce au dossier médical informatisé : 

 Données épidémiologiques   :  sexe,  âge,  antécédents  (cancer  évolutif,  maladie

hépatique,  insuffisance  cardiaque  congestive,  maladie  cérébro-vasculaire,

maladie rénale), institutionnalisation ou non, statut mental altéré ou non, motif de

consultation (symptomatologie et durée), antibiothérapie initiée au SAU
 Variables physiologiques :  la Pression Artérielle Systolique (PAS),  la Pression

Artérielle Diastolique (PAD), la Pression Artérielle Moyenne (PAM), la Fréquence

Cardiaque (FC), ainsi que la température corporelle
 Données biologiques : le nombre de GB, le nombre de PNN ainsi que la CRP, la

PCT, l'urémie, la natrémie, la glycémie et l'hématocrite
 Données de l'examen médical : délais depuis le début de la symptomatologie,

symptômes  (respiratoires,  digestifs,  gynécologiques,  neurologiques,  urinaires,

ORL, cutanés, post-opératoires, non infectieux)
 Orientation :  retour  au  domicile,  hospitalisation  conventionnelle  ou  en

réanimation et décès

Lorsque le patient était hospitalisé, le diagnostic final correspondait au diagnostic établi

par les médecins spécialistes du service concerné, rapporté sur le dossier médical. En

cas  de  retour  au  domicile  après  passage  aux  urgences,  le  diagnostic  final  était

déterminé par un praticien des urgences à partir de l’ensemble des données patient

disponibles.  Dès lors  que le  diagnostic  était  discutable,  un  deuxième praticien  était

consulté. A partir de ce diagnostic final, trois groupes de patients ont pu être établis : 

 Groupe I :  Patients « Non Infectés »,  ne présentant  aucun signe clinique ou

biologique infectieux

 Groupe  II :  Patients  «  Infectés  Bactérien  »  ayant  une  bactérie  identifiée

biologiquement,  ou  un  dossier  clinique  fortement  évocateur  d’une  atteinte

bactérienne

 Groupe III :  Patients « Infectés Viral  » ayant un virus identifié,  ou un dossier

clinique fortement évocateur d’une atteinte virale
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2.3. Techniques de dosage.

Les échantillons de sang ont été envoyés au laboratoire d'hématologie de l'hôpital de

La Timone pour y être traités de manière standard dans le cadre des tests cliniques de

routine appliqués dans les hopitaux en cas de suspicion infectieuse. 

Les numérations des globules blancs (GB) et des polynucléaires neutrophiles (PNN)

étaient évaluées à l'aide du système Sysmex XN. La PCT et la CRP ont été mesurées :

pour la PCT par ADVIA Centaur® BRAHMS de Siemens et pour la Protéine C-réactive

par Gen.3 de COBAS. 

Pour la détection des virus, les échantillons de sang ou de liquide céphalo-rachidien ont

été examinés avec la technique de réaction en chaîne de la polymérase (PCR) et les

échantillons  de  sérum ont  été  testés  pour  la  recherche  d'IgG et  d'IgM à  l'aide  de

l'analyseur LIAISON® de DiaSorin. Pour la détection bactérienne, les hémocultures ont

été effectuées à l'aide du système de spectrométrie de masse Brucker et des tests

d'antigénurie urinaire (pour  Streptococcus pneumoniae et  Legionella),  de PCR (pour

Chlamydia et  Mycoplasma)  et/ou de cultures  des sécrétions  des voies respiratoires

(écouvillons  nasopharyngés,  trachéobronchiques,  aspiration  ou  lavage  broncho-

alvéolaire) ont également été utilisés.

2.4. Evaluation par cytométrie en flux 

Les échantillons de sang restants dans des tubes à l'EDTA ont été récupérés et traités

dans les deux heures suivant  le  prélèvement.  Les niveaux d'expression de nCD64,

mCD169,  mCD35,  nCD35,  mCD55,  nCD55,  mCD46,  rHLA-ABC,  lCD69,  mCD69,

nCD69, mCD14 et mHLA-DR ont été déterminés par cytométrie en flux dans le sang.

En résumé, des titrations des anticorps suivants ont été réalisées conformément au

protocole établi par notre équipe : les anti-CD169-Phycoérythrine (PE) (clone 7-239),

anti-CD64-Pacific  Blue  (PBE)  (clone  22),  anti-  CD35-Fluorescéine  Isothyocyanate

(FITC) (clone J3D3), anti-CD55-PE (clone JS11KSC2.3), anti-HLA-ABC-Alexa Fluor 700

(AF700) (clone B9.12.1), anti-CD69-Allophycocyanine (APC) ) (clone TP1.55.3), anti-

CD14-Krome  Orange  (KO)  (clone  RMO52)  et  anti-HLA-DR-PBE  (clone  Immu357),

produits  de Beckman Coulter  (Beckman Coulter Inc.,  Brea,  Californie,  USA) et anti-
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CD46-APC  (clone  TRA-2-10)  produit  de  Biolegend  (Biolegend  Inc.,  San  Diego,

Californie, USA).

Deux associations d'anticorps ont été réalisées, une première contenant des anti-CD64,

anti-CD169, anti-CD35 et anti-CD69, et une seconde, les anti-CD55, anti-CD46, anti-

HLA-ABC,  anti-CD14  et  anti-HLA-DR.  Les  deux  associations  d’anticorps

immunofluorescents ont été converties en quantités optimisées pour un seul test en une

couche « vitrifiée » au fond de deux tubes de test différents de 5 mL, en utilisant le

procédé  de  séchage  DURA Innovations  (Beckman Coulter  Inc.)  afin  de  réduire  les

sources d’erreur humaine et de variabilité, mais en préservant les caractéristiques de

performance du réactif (19-24).

Nous avons procédé à la lyse hématologique des globules rouges en utilisant 500µL de

la solution lysante VersalyseTM de Beckman Coulter Inc., transférée dans chacun des

deux tubes, puis 5 µL de sang à l'EDTA ont été ajoutés. Après 15 minutes d'incubation,

les échantillons ont été analysés par cytométrie en flux Navios à 3 lasers et 10 couleurs

(Beckman Coulter Inc.). Des billes Flow-Set (Beckman Coulter) ont été utilisées avant

chaque  analyse  afin  de  contrôler  une  variabilité  potentielle  des  performances  du

dispositif,  mais  aucune  harmonisation  entre  les  valeurs  mesurées  au  cours  de  la

période d'étude n'a été nécessaire.

L'analyse a été effectuée à l'aide du logiciel d'analyse Kaluza (Beckman Coulter Inc.).

Les  sous-populations  de  leucocytes  ont  été  sélectionnées  sur  la  base  de  leurs

caractéristiques de diffusion latérale (Forward Scatter) et vers l'avant (Side scatter). Les

niveaux d'expression de chaque biomarqueur ont été déterminés en tant que moyenne

des intensités de fluorescence (MIF).

Toute  influence  sur  les  procédures  médicales  et  le  diagnostic  a  été  empêchée  en

masquant les résultats de l'analyse par cytométrie en flux à tous les praticiens.
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3. RÉSULTATS

3.1. Sujets inclus

Sur la période d'inclusion, 60 patients ont été inclus. Les échantillons biologiques de

ces  sujets,  y  compris  les  tubes  de  sang,  ont  tous  été  traités  au  laboratoire

d'hématologie de l'hôpital,  mais seuls 50 patients ont  été définitivement inclus dans

l'étude. En effet, 10 sujets ont présenté des dossiers cliniques incomplets pour répondre

aux critères de l'étude et atteindre le diagnostic infectieux final.

Sur  les  50  patients  restants,  39  patients  (78%)  ont  été  classés dans le  groupe II

(infection bactérienne), tandis que 4 cas (8%) ont été classés comme infection virale

(groupe III). Les 7 patients restants (14%) ont été considérés comme n'ayant aucune

infection (groupe I). La figure n°1 ci-dessous présente un  aperçu de l'organigramme

de l’étude.
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Figure n°1. Schéma de l'étude
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3.2. Epidémiologie

Les 50 patients de la cohorte finale ont respecté l'équilibre hommes-femmes, 25 étant

des femmes (50%) et 25 des hommes (50%)  d'un âge moyen de 57 ans.

Ils affichaient en moyenne une température corporelle élevée (moyenne : 38,0 ° C) et

divers  symptômes  cliniques  infectieux  (respiratoires,  gastro-intestinaux,

urologiques/gynécologiques, neurologiques, ORL, cutanés et post-opératoires),  ayant

un délai d'apparition en moyenne de 5 (+/- 9) jours.

Le tableau 1 présente toutes les données épidémiologiques, cliniques et para-cliniques.

Compte  tenu des données démographiques,  aucune différence statistique entre  les

groupes n'a été observée. Seul l’âge moyen a été significativement réduit avec 28 ans

(+/- 14) dans le groupe viral III comparé à 57 ans (+/- 24) dans la population étudiée

(p=0,01). Les constantes des patients étaient équivalentes entre les groupes, sauf la

fréquence  cardiaque  à  104  battements  par  minute  (+/-  21)  (bpm)  dans  le  groupe

bactérien II comparé à 99 bpm (+/- 22) pour la population étudiée (p=0,005).
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Tableau 1. Données épidémiologiques des quatres groupes

Variable Caractéristique
Populatio
n totale
(n=50)

Group II –
Infection

bactérienne
(n=39)

Group III-
Infection

virale (n=4)

Valeur-p
Group II

vs Group
I & Group

III

Valeur-p
Group III
vs Group
I & Group

II

Sexe
Homme 25 (50%) 19 (49%) 3 (75%)

0.733 0.609
Femme 25 (50%) 20 (51%) 1 (25%)

Age des
patients

Age 57 ± 24 61 ± 24 28 ± 14 0.081 0.010*

Histoire
clinique

Institutionalisation 9 (18%) 7 (18%) 0 (0%) 1.000 1.000
Etat mental altéré 9 (18%) 7 (18%) 0 (0%) 1.000 1.000
Cancer avancé 2 (4%) 2 (5%) 0 (0%) 1.000 1.000
Maladie du foie 4 (8%) 4 (10%) 0 (0%) 0.562 1.000
Maladie cardio-

vasculaire
4 (8%) 3 (8%) 0 (0%) 1.000 1.000

Maladie
vasculaire
cérébral

4 (8%) 4 (10%) 0 (0%) 0.562 1.000

Maladie rénale 2 (4%) 2 (5%) 0 (0%) 1.000 1.000

Constant
e

Tension systolique
(mm Hg)

127 ± 23 128 ± 25 127 ± 15 0.970 0.815

Tension
diastolique 

(mm Hg)
73 ± 15 73 ± 16 73 ± 11 0.556 0.957

Pression artérielle
moyenne (mm

Hg)
91 ± 16 91 ± 18 91 ± 10 0.774 0.706

Fréquence
cardiaque (bpm)

99 ± 22 104 ± 21 90 ± 7 0.005* 0.459

Température
corporelle (°C)

38 ± 1 38 ± 1 38 ±2 0.317 0.607
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Les différents symptômes infectieux sont  plus souvent  retrouvés chez les sujets  du

groupe bactérien II par rapport aux autres groupes (p=0,01). Cependant le nombre de

jours symptomatiques ne différait pas significativement entre les groupes  (tableau 2).

Les  symptômes  respiratoires  constituaient  la  présentation  clinique  le  plus  souvent

associé aux infections bactériennes (n=21 soit 54%). On a remarqué qu'à l'apparition de

leurs  symptômes,  les  sujets  chez  lesquels  des  infections  bactériennes  ont  été

diagnostiquées, un traitement antibiotique a le plus souvent était mis en place n=27

(69%) (p<0,01). De plus, les patients étaient hospitalisés, la durée d'hospitalisation était

significativement plus longue avec 6 jours (+/- 8) dans le groupe II versus 1 jour (+/- 0,5)

dans le groupe III (p=0,04). 

Tableau 2. Variables physiologiques, symptomatologiques et d'orientation

Variables Caractéristique
Population
total (n=50)

Group II –
infection

bactérienne
(n=39)

Group
III-

Infection
viral
(n=4)

Valeur-p
Group II

vs Group
I &

Group III

Valeur-p
Group III

vs Group I
& Group II

Symptômes

Nombre de jours
symptomatiques

5 ± 9 5 ± 10 2 ± 2 0,46 0,64

Respiratoires 22 (44%) 21 (54%) 1 (25%)

0.01* 0.23

Digestifs 5 (10%) 2 (5%) 0 (0%)
Gynécologiques 2 (4%) 2 (5%) 0 (0%)
Neurologiques 2 (4%) 0 (0%) 1 (25%)

Urinaires 7 (14%) 6 (15%) 0 (0%)
ORL 4 (8%) 3 (8%) 1 (25%)

Cutanés 3 (6%) 2 (5%) 0 (0%)
Post-opératoires 3 (6%) 2 (5%) 0 (0%)
Symptômes non

infectieux
2 (4%) 1 (3%) 1 (25%)

Antibiotherapie Initiale 29 (58%) 27 (69%) 2 (50%) ≤ 0.01* 0.48

Hospitalisation
Nombre de jours

si
d'hospitalisation

5 ± 8 6 ± 8 1 ± 0,5 0.04* 0.1

Orientation après
les urgences

Retour au
domicile

28 (56%) 20 (51%) 4 (100%)

0.76 0.33
Hospitalisation
conventionnelle

19 (38%) 16 (41%) 0 (0%)

Réanimation 1 (2%) 1 (3%) 0 (0%)
Mort 2 (4%) 2 (5%) 0 (0%)
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Enfin, la comparaison des mesures biochimiques et biologiques montre des différences

statistiquement significatives entre les groupes. La glycémie était significativement plus

élevée dans le groupe bactérien II (p=0,04) avec une glycémie en mmol/L à 8 (+/-5)

versus 5 (+/-1) dans le groupe viral  III  (p=0,02). L'hématocrite était  significativement

diminuée dans le groupe bactérien II 37%(+/-5)  versus 42 % (+/- 3) dans le groupe III

(p=0,005) tandis que la PCT et la CRP étaient significativement plus élevées dans le

groupe bactérien II comparé au groupe viral III, respectivement 1 ng/mL (+/- 2) versus

0,04 ng/mL (+/- 0,04) (p=0,03) et 86 mg/mL (+/- 74) versus 7 mg/mL (+/- 8) (p<0,01). 

Le tableau 3 présente les données biologiques et biochimiques.

Tableau 3. Données biologiques et biochimiques

Variables Caracteristique
Population
total (n=50)

Group II –
Infection

bactérienne
(n=39)

Group III -
Infection

viral (n=4)

p-value
Group II vs
Group I &
Group III

p-value
Group III vs
Group I &
Group II

Biologie

CRP (mg/mL) 71 ± 72 86 ± 74 7 ± 8 ≤ 0.001* 0.01*

PCT (ng/mL) 1 ± 2 1 ±2
0,04 ±
0,04

0.03* 0.05

Globules blancs
(G/L)

10 ± 5 11 ±5 7 ± 2 0.52 0.23

Polynucléaires
neutrophiles (G/L)

7 ± 5 7 ±5 6 ± 0,1 0.73 0.82

Biochimie

Urée (mmol/L) 10 ± 17 11 ± 19 5 ± 2 0.31 0.46
Natrémie (mmol/L) 140 ± 6 140 ± 6 140 ± 2 0.08 0.69

Glycémie
(mmol/L)

8 ± 5 8 ± 5 5 ± 1 0.04* 0.02*

Hématocrite (%) 38 ± 5 37 ±5 42 ± 3 0.005* 0.07
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Au total, 11 espèces pathogènes communes ont été détectées. Ces dernières sont 

répertoriées dans le tableau 4. Escherichia coli n=3 (28%) et Klebsiella pneumonia n=2

(18%) sont les agents pathogènes les plus représentés.

Tableau 4. Identification des pathogènes identifiés dans la cohorte

Pathogène identifié
Nombre d'identification

(n=11)
Escherichia coli 3 (28%)

Klebsiella pneumoniae 2 (18%)
Staphylococcus aureus 1 (9%)

Staphylococcus hominis 1 (9%)
Staphylococcus epidermidis 1 (9%)

Streptococcus pyogenes 1 (9%)
Enterobacter clocacae 1 (9%)

Haemophilus influenzae 1 (9%)

3.3. Niveaux des biomarqueurs

Au  total,  9  biomarqueurs  ont  été  évalués  par  cytométrie  en  flux  sur  1  à  3  sous-

ensembles de leucocytes : nCD64, mCD169, mCD35, nCD35, mCD55, nCD55, rHLA-

ABC, mCD46, mCD14, mHLA-DR, mCD69, lCD69 et nCD69. Le tableau 5 montre les

moyennes  d'intensités  de  fluorescence  dans  l'ensemble  de  la  cohorte  et  plus

spécifiquement  chez  les  sujets  atteints  d'infections  bactériennes  et  chez  les  sujets

présentant des affections virales.

Concernant l'objectif principal, les patients du groupe bactérien II présentaient des taux

de nCD64 significativement plus élevés que le groupe contrôle III, avec 2 UI (+/-1) pour

le groupe II (p<0,001) versus 1 UI (+/-1) pour le groupe viral (p<0,001). Pour le taux de

mCD169, on retrouve un taux à 7 UI (+/-5) pour le groupe viral comparé à 1 UI (+/-3)

pour le groupe bactérien (p = 0,003). 

Concernant les objectifs secondaires, les résultats sont présentés également dans le

tableau 5. On notera un taux de rHLA-ABC 5 UI (+/-1) pour le diagnostic infecté viral
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versus 4 UI (+/-1) (p = 0,02) pour le diagnostic infecté bactérien et  mHLA-DR 12 UI (+/-

1) pour le groupe viral versus 6 UI (+/-5) (p = 0,003) pour le groupe bactérien, donc des

taux significativement plus élevés dans le groupe III que dans le groupe II. 

Tableau 5. Résultats de la cytométrie de flux

Variables
Population

totale
(n=50)

Group II –
Infection

bactérienne
(n=39)

Group III-
Infection

virale (n=4)

p-value Group
II vs Group I &

Group III

p-value Group
III vs Group I

& Group II

nCD64 1 ± 1 2 ±1 1 ≤ 0.001* 0.02*

mCD169 2 ± 3 1 ±3 7 ± 5 0.66 0.003*
mCD35 28 ± 11 31 ± 11 14 ± 1 0.001* ≤ 0.001*
nCD35 24 ± 9 26 ±9 12 ± 3 ≤ 0.001* ≤ 0.001*
mCD55 41 ± 14 45 ± 14 31 ± 10 0.001* 0.164
nCD55 24 ± 8 26 ± 8 20 ± 3 0.001* 0.19

rHLA-ABC 4 ± 1 4 ± 1 5 ± 1 0.04* 0.02*
mCD46 47 ± 15 47 ± 15 56 ± 19 0.86 0.16
mCD14 39 ± 9 39 ± 9 40 ± 6 0.14 0.82

mHLA-DR 7 ± 5 6 ± 5 12 ± 1 0.14 0.003*
lCD69 14 ±6 15 ±7 11 ± 2 0.01* 0.26

mCD69 11 ±2 12 ± 3 11 ± 1 0.26 0.96
nCD69 10 ±2 10 ± 2 9 ± 1 0.06 0.90
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La  figure 2 montre les niveaux d'expression des 8 paramètres pour chaque groupe

infectieux.

Figure 2. Niveaux des biomarqueurs pour les trois groupes 
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À titre de comparaison, la figure 3 présente la répartition des niveaux de CRP et de 

PCT entre les groupes. Comme indiqué précédemment, la CRP est significativement 

plus élevée dans le groupe bactérien II 86 mg/mL (+/- 74) (p<0,001) versus 7 mg/mL 

(+/-8) dans le groupe viral III (p=0,008), alors que la PCT est significativement plus 

élevée dans le groupe bactérien II 1(+/-2) ng/mL (p=0,03) versus 0,04 (+/-0,04) ng/mL 

(p=0,05) dans le groupe viral.

Figure 3. Niveaux de CRP et PCT pour les trois groupes de patients

23



3.4 Biomarq  u  eurs dans l'analyse ROC

Une courbe ROC a été réalisé pour chaque marqueur cellulaire afin d’analyser  ses

performance en termes de diagnostic infectieux bactérien ou viral.

3.4.1. Diagnostic bactérien

Les biomarqueurs connus pour être exprimés dans des conditions bactériennes sont

nCD64, mCD35, nCD35, mCD55 et nCD55, et potentiellement lCD69, mCD69, nCD69,

mCD14 et mHLA-DR. 

La figure 4 illustre les résultats de leur courbe ROC pour distinguer les patients atteints

d'infections bactériennes comparés aux patients des autres groupes. Avec un seuil ≥

0,96  UI  pour  les  patients  bactériens  du  groupe  II,  le  nCD64  offre  les  meilleures

performances de discrimination bactérienne avec une sensibilité de 82% (66,5 - 92,5),

une spécificité de 91% (58,7 - 99,8), un rapport de vraisemblance positif de 9,03 (1,4 -

58,8), un rapport de vraisemblance négatif de 0,20 (0,10 - 0,4). L'aire sous la courbe est

de 0,92 (0,80 - 0,98) et l'intervalle de confiance à 95%. 
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Figure 4. Caractéristiques des biomarqueurs
pour la recherche d'infection bactérienne
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nCD64 ≥ 0.96 

ASC : 0.916 (0.803-0.976)
Se : 82.05 (66.5-92.5)
Sp : 90.91 (58.7-99.8)

mCD35 ≥ 24.52 

ASC : 0.839 (0.708-0.928)
Se : 66.67 (49.8-80.9)
Sp : 90.91 (58.7-99.8)

nCD35 ≥ 22.54 

ASC : 0.852 (0.723-0.936)
Se : 66.67 (49.8-80.9)
Sp : 90.91 (58.7-99.8)

mCD55 ≥ 36.61 

ASC : 0.825 (0.692-0.918)
Se : 74.36 (57.9-87.0)
Sp : 90.91 (58.7-99.8)

nCD55 ≥ 23.03 

ASC : 0.839 (0.708-0.928)
Se : 58.97 (42.1-74.4)

Sp : 100 (71.5-100)

lCD69 ≥ 14.52 

ASC : 0.753 (0.611-0.864)
Se : 46.15 (30.1-62.8)

Sp : 100 (71.5-100)

mCD69 ≥ 11.8 

ASC : 0.613 (0.465-0.747)
Se : 33.33 (19.1-50.2)
Sp : 90.91 (58.7-99.8)

nCD69 ≥ 10.04 

ASC : 0.684 (0.537-0.808)
Se : 46.15 (30.1-62.8)
Sp : 90.91 (58.7-99.8)

mCD14 ≥ 40.3 

ASC : 0.648 (0.500-0.778)
Se : 48.72 (32.4-65.2)
Sp : 90.91 (58.7-99.8)

mHLA-DR < 7.9 

ASC : 0.646 (0.498-0.776)
Se : 76.92 (60.7-88.9)
Sp : 54.55 (23.4-83.3)



3.4.2. Diagnostic viral

Les  biomarqueurs  connus  pour  augmenter  dans  des  cas  d'affections  virales  sont

mCD169, rHLA-ABC et mCD46, et potentiellement lCD69, mCD69, nCD69, mCD14 et

mHLA-DR. La figure 5 présente les résultats de leur courbe ROC pour distinguer les

patients présentant  des infections virales comparés aux patients de tous les autres

groupes.

Avec un seuil ≥ 2,28 UI pour les patients viraux du groupe III, le mCD169 offre l’une des

meilleures discriminations avec une sensibilité de 75% (19,4 - 99,4), une spécificité de

98% (88,5 -  99,9),  un rapport  de vraisemblance positif  de 34,5 (4,6 -  259,9)  et  un

rapport  de  vraisemblance  négatif  de  0,26  (0,05  -  1,4)  pour  détecter  les  infections

virales. L'aire sous la courbe est de 0,91 (0,80 - 0,97) et l'intervalle de confiance à 95%.

Outre  le  mCD169,  avec  un  seuil  ≥  10,44  UI,  le  mHLA-DR présente  également  de

bonnes performances discriminantes avec une sensibilité de 100% (39,8 - 100), une

spécificité de 85% (71,1 - 93,7), un rapport de vraisemblance positif de 6,57 (3,3 - 13) et

un rapport de vraisemblance négatif de 0 pour détecter les infections virales. L'aire sous

la courbe est 0,91 (0,80 - 0,97).

Enfin,  avec un seuil  ≥  5,45 UI  pour  les patients viraux du groupe III,  le  rHLA-ABC

montre de bonnes performances discriminantes avec une sensibilité de 75% (19,4 -

99,4), une spécificité de 94% (82,1 - 98,6), un rapport de vraisemblance positif de 11,5

(3,4 - 39,4) et un rapport de vraisemblance négatif de 0,27 (0,05 - 1,5) pour détecter les

infections virales. L'aire sous la courbe est de 0,84 (0,71 - 0,93).
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Figure 5. Résultats des biomarqueurs pour la recherche d'infection virale
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mCD169 ≥ 2.28 

ASC : 0.913 (0.799-0.974)
Se : 75 (19.4-99.4)

Sp : 97.83 (88.5-99.9)

rHLA-ABC ≥ 5.45 

ASC : 0.837 (0.705-0.926)
Se : 75 (19.4-99.4)

Sp : 93.48 (82.1-98.6)

mCD46 ≥ 49.7 

ASC : 0.717 (0.572-0.836)
Se : 75 (19.4-99.4)

Sp : 78.26 (63.6-89.1)

lCD69 < 14.06 

ASC : 0.679 (0.532-0.804)
Se : 100 (39.8-100)

Sp : 47.83 (32.9-63.1)

mCD69 ≥ 11.43 

ASC : 0.511 (0.366-0.655)
Se : 0 (0-60.2)

Sp : 60.87 (45.4-74.9)

nCD69 < 10.04 

ASC : 0.522 (0.376-0.665)
Se : 100 (39.8-100)
Sp : 41.3 (27.0-56.8)

mCD14 ≥ 39 

ASC : 0.538 (0.391-0.680)
Se : 75 (19.4-99.4)
Sp : 50 (34.9-65.1)

mHLA-DR ≥ 10.44 

ASC : 0.913 (0.799-0.974)
Se : 100 (39.8-100)

Sp : 84.78 (71.1-93.7)



3.4.3 Comparaison avec la CRP et la PCT.

En comparaison avec les marqueurs cellulaires antérieurs,  la  figure 6 présente les

courbes ROC de la  CRP et  de  la  PCT pour  la  discrimination  des  patients  atteints

d'infections bactériennes ou virales. 

Pour les patients du groupe II, le seuil optimal de CRP est ≥ 33,1 mg/mL, avec une

sensibilité de 69% (52,4 - 83), une spécificité de 91% (58,7 - 99,8) et une aire sous la

courbe de 0,86 (0,73 - 0,94). Le seuil optimal pour la PCT est ≥ 0,02 ng/mL, avec une

sensibilité de 93% (76,5 - 99,1), une spécificité de 60% (14,7 - 94,7) et une aire sous la

courbe de 0,81 (0,64 - 0,93).

Pour les patients du groupe III, le seuil optimal pour la CRP est inférieur à 20,1 mg/mL,

avec une sensibilité de 100% (39,8 - 100), une spécificité de 72% (56,5 - 84) et une aire

sous la courbe de 0,88 (0,76 - 0,96). Le seuil pour la PCT est inférieur à 0,09 ng/mL,

avec une sensibilité de 100% (29,2 - 100), une spécificité de 67% (47,2 - 82,7) et une

aire sous la courbe de 0,84 (067 - 0,94).
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Figure 6. Résultats de l'analyse caractéristique pour la CRP et la PCT
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4. DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons pu observer une bonne performance diagnostique du

marqueur cellulaire CD64 pour les infections bactériennes. 

Le CD169 ainsi que d’autres biomarqueurs présentés dans cette étude semblent être

également intéressants pour le diagnostic d’infections virales. Cependant, compte tenue

de la taille de l’échantillon, il est impossible de généraliser ces résultats. 

A notre connaissance, il s'agit de la première étude prospective s’intéressant au dosage

de marqueurs cellulaires en cytométrie en flux dans un service d’accueil des urgences.

Le  but  de  cette  étude  observationnelle  prospective  était  d’évaluer  plusieurs

biomarqueurs pour le diagnostic d'infection bactérienne et virale chez les patients se

présentant dans un SAU avec des symptômes infectieux.

Dans notre étude, le CD64 a permis de faire le diagnostic d’infection bactérienne avec

une sensibilité et une spécificité supérieure aux analyses actuelles de la CRP et de la

PCT (6,7). Ce diagnostic est en accord avec les nombreuses études déja réalisées sur

ce marqueur (3,12,13,36,45 ). Ce résultat est primordial car le développement de cette

technique rapide nous permettrait de traiter rapidement les infections bactériennes et

ainsi éviter leur aggravation avec une bonne sensibilité. Il apparait également vital afin

de  limiter  la  prescription  d'antibiotiques  et  ainsi  limiter  les  résistances  bactériennes

grâce à une bonne spécificité.

Concernant le CD169 pour le diagnostic d’infection virale, comme supposé initialement

et en accord avec des études antérieures (8,9,10), ce marqueur a permis de faire le

diagnostic avec une bonne sensibilité et une bonne spécificité. Ces résultats pourraient

apporter un vrai bénéfice en période d'épidémie comme lors de la grippe saisonnière

(29-31). On pourrait ainsi imaginer un test avec deux marqueurs cellulaires, le CD169

pour le diagnostic d'infection viral et le CD64 pour le diagnostic de surinfection combiné

à une PCR qui permetterait l'orientation rapide des patients ce qui est un des objectifs

majeurs des urgentistes. La détection rapide d'une grippe surinfectée impliquerait une

prise en charge rapide par traitement antibiotique, alors qu'une grippe non surinfectée

et  bien  tolérée serait  rapidement  orientée vers  un  retour  au domicile  pour  éviter  la
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transmission du virus aux SAU et ce de façon sécuritaire avec une réévaluation par le

médecin traitant.

Les données des biomarqueurs étant conformes à celles d'études précédentes (16,36),

on  a  remarqué  que  les  sujets  infectés  par  un  virus  présentaient  des  taux

significativement plus élevés de rHLA-ABC et de mHLA-DR, ce qui a été confirmé dans

notre  étude  (17,  37).  Les  résultats  sont  donc  encourageants  concernant  ces  deux

marqueurs  cellulaires  pour  déterminer  les  sujets  ayant  des  affections  virales  et  la

détermination de leur seuil diagnostic optimal apparait donc cruciale. On pourrait ainsi

imaginer un test combinant ces deux marqueurs au CD169 (15).

L'équipe  de Dittrich et AL a mis en évidence les principales exigences d'un examen

diagnostique aux urgences (1). La technique de cytométrie en flux étant très exigeante

(19), elle présente de nombreuses limites aux SAU. L'une des principales innovations

de cette étude est le protocole de cytométrie en flux utilisé pour évaluer les niveaux de

biomarqueurs.  Cette  procédure  semble  satisfaire  aux  caractéristiques  optimales

minimales attendues pour un test bactérien ou viral aux SAU. En effet, il s'agit d'une

méthode rapide qui nous apporte des résultats en moins de 15 minutes sur échantillon

de sang grâce à un cytomètre "portatif"  en accés rapide dès l'entrée des urgences.

Cette  méthode,  plus  simple,  combinée  aux  performances  diagnostiques  des

biomarqueurs devrait  permettre  le  développement d'une nouvelle  méthode très utile

pour la discrimination des infections bactériennes et virales. 

De plus, même si l’étude a été réalisée avec des tubes de sang prélevés sur EDTA,

seuls 5 µL de l’échantillon ont été nécessaires à la procédure, ce qui permet aux futures

études  d'envisager  l'utilisation  du  sang  capillaire.  Les  patients  suspects  d’infections

seraient ainsi rapidement triés et ce de façon optimale. Les antibiotiques pourront ainsi

être introduits de façon précoce et limités aux seules infections bactériennes.  

Pendant  de  nombreuses  années,  cette  recherche  perpétuelle  de  nouveaux

biomarqueurs pour  la  stratification infectieuse a été citée comme essentielle  par  de

nombreuses équipes pour le triage, l'orientation et le traitement appropriés des patients

présentant  une infection systémique (15,  17,  26).  La  CRP  est  souvent  cité  comme

marqueur  très  sensible  de  l’inflammation,  mais  manque  de  spécificité  et  a  par

conséquent une utilité limitée en urgence pour identifier l’étiologie de l’infection chez les
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patients fébriles (43). La PCT est performante en cas de sepsis ou choc septique mais

elle manque de sensibilité pour les infections bactériennes localisées (46). 

De plus, la rapidité du diagnostic étant un paramètre tout aussi important aux SAU, le

résultat des prélèvements de la PCT et de la CRP est obtenu après 60 à 90mn dans la

majorité des centres et prèsente un coup de respectivement 21,6€ et 5,4€ alors que l'on

peut apprécier l'avantage d'un test combiné CD64/CD169 obtenu en moins de 15min et

qui ne reviendrait qu'à 5€.

Cependant, notre étude présente plusieurs limites. La première est la faible cohorte de

patients  et plus particulièrement dans le groupe "Infecté Viral" pour l'interprétation du

CD169. Bien que positifs  et  encourageants,  nos résultats  devront  être confrontés à

ceux que l'on pourrait  obtenir en période d'épidémie comme celle de la  grippe ainsi

qu’aux résultats des différentes études éxistantes (29–31). 

La seconde limite est la méconnaissance de la cinétique de ces marqueurs cellulaires

en fonction des thérapeutiques mises en place. Ainsi, les recherches futures devraient

se concentrer sur la façon de les incorporer dans le cadre d'une gestion clinique globale

des sujets  fébriles (45)  en évaluant  leur  cinétique (26).  Des études prospectives et

interventionnelles  seront  nécessaires  afin  d'établir  un  protocole  de  recherche  avec

confirmation microbiologique obligatoire afin de limiter les erreurs d'étiquetages (42).

Afin d'améliorer la prise en charge des patients infectés adressé aux SAU, il apparait

intérréssant  de  développer  cette  technique  diagnostique.  Il  faudra  pour  ce  faire

confirmer nos résultats dans une étude prospective randomisée et interventionnelle, de

préférence en période d'épidémie comme lors de la grippe avec des tests rapides qui

nous permettraient de confirmer la présence du germe et valider ainsi notre marqueur

viral.  Le  test  combiné sera  également  un  élément  important  pour  le  dépistage des

surinfections bactériennes. 

En outre, une évaluation de la cinétique dans le temps de nos biomarqueurs apparait

comme un des enjeux majeurs pour le développement de cette technique dans le cadre

d'une prise en charge complète des patients. 
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5. CONCLUSION

Ces dernières années, un certain nombre d'essais prometteurs ont été décrits dans la

littérature comme utilisant un seul ou plusieurs combinaisons de marqueurs cellulaires

pour prédire les causes bactériennes ou virales de la fièvre. Cette étude a démontré

l'intérêt d'évaluer les niveaux de biomarqueurs nCD64, mCD169, mHLA-DR, rHLA-ABC

chez des sujets présentant une infection systémique fébrile dans le service d'accueil

des urgences. 

Dans une volonté globale d'amélioration, leurs niveaux sont mesurés par une procédure

de cytométrie en flux innovante, simple et rapide. Ce protocole, dans les contextes

d'urgences, pourrait être considéré comme une alternative encourageante aux dosages

de CRP ou de PCT pour guider les décisions de triage et de traitement pour un large

éventail de sujets infectés.
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ABRÉVIATIONS

CRP: Protéine C-réactive.

GB: Globules blancs.

MIF: Moyenne d'intensité de fluorescence.

PCT: Procalcitonine.

PNN: Polynucléaires neutrophiles.

Se: Sensibilité.

Sp: Spécificité.

Uf: Unité de fluorescence.

VPN: Valeur prédictive négative.

VPP: Valeur prédictive posotive.

ASC: Aire sous la courbe.

SAU: Service d'acceuil des urgences.

APHM: Assistance Publique Hôpitaux de Marseille.

Bpm: Battements par minute.
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RÉSUMÉ

Introduction. Au service des urgences, le triage, la gestion et le traitement des patients 

présentant une infection systémique demeurent essentiels. Une précédente étude 

rétrospective avait montré l'intérêt d'évaluer les niveaux de deux biomarqueurs de 

surface cellulaire de leucocytes, CD64 sur les neutrophiles (nCD64) et CD169 sur les 

monocytes (mCD169), afin de discriminer potentiellement les sujets dans des 

conditions bactériennes ou virales. Leurs niveaux ont été évalués dans cette nouvelle 

étude prospective, ainsi que d’autres biomarqueurs, dont on a signalé le changement 

en cas de maladies infectieuses: CD14, CD35, CD46, CD55, CD69, CD69, HLA-ABC et

HLA-DR.

Matériel  et  méthodes. Dans  le  cadre  d’une  étude  prospective  monocentrique,  les

patients du SAU de La Timone ont  été inclus s’ils  présentaient de la fièvre ou des

symptômes aigus. Les niveaux des 9 biomarqueurs ont été mesurés par une nouvelle

procédure de cytométrie de flux en une étape et comparés aux dossiers cliniques des

patients et  aux mesures biochimiques de référence telles que la protéine C-réactive

(CRP) et la Procalcitonine (PCT).

Résultats.  39  des  50  patients  inclus  (78%)  avaient  des  infections  bactériennes

confirmées et 4 des infections virales (8%). nCD64 a montré 82% de sensibilité et 91%

de spécificité pour identifier les sujets dans des conditions bactériennes et mCD169,

75% de sensibilité et 98% de spécificité pour ceux dans des conditions virales. Fait

intéressant, les rapports HLA-ABC (rHLA-ABC) et HLA-DR sur les monocytes (mHLA-

DR) ont respectivement montré une sensibilité de 75% et 100% et une spécificité de

94%  et  85%  pour  l'identification  des  sujets  dans  des  conditions  virales.  D'autres

nouveaux  biomarqueurs  testés  présentaient  des  performances  discriminantes  plus

faibles.

Conclusion.  Cette  étude  préliminaire  a  démontré  l'intérêt  d'évaluer  les  niveaux  de

biomarqueurs nCD64, mCD169, mHLA-DR et rHLA-ABC chez des sujets présentant

une infection systémique fébrile afin de différencier ceux de conditions bactériennes ou

virales.  La  procédure  de  cytométrie  de  flux  en  une  étape  permet  d'effectuer  des

mesures simples et rapides comme l'exigent les paramètres du SAU.

Mots-clés. CD64, CD169, mHLA-DR, rHLA-ABC, cytométrie de flux, urgence, infection

bactérienne, infection virale.
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