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Intérét de la Cytométrie de Flux dans le Point of Care Infectieux :

étude de faisabilité aux urgences
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Introduction :

En Mai 2017, 'OMS caractérise les états de sepsis comme l'un des problémes de santé
publique majeur du XXI®™® siécle. ! Les données épidémiologiques les plus récentes font état de plus
de 30 millions de cas incidents de sepsis associés a plus de 6 millions de déces par an dans le monde.
Par exemple, aux Etats Unis, cela correspond a une affection plus fréquente que les infarctus du
myocarde et les cancers du sein ou du colon. %. L’organisation prend alors la résolution d’améliorer les
méthodes de diagnostic, de prévention et de prise en charge du sepsis. 1

C'est aux urgences, la porte d’entrée de I'hOpital, que se présente la majorité des patients
porteurs d’un sepsis.

Plusieurs étiologies peuvent alors étre envisagées. Les causes virales sont les plus fréquentes.
Cependant, une hypothése étiologique bactérienne est souvent d’emblée redoutée, devant le risque
d’aggravation et le retard d’initiation de I'antibiothérapie qui peut avoir un impact direct sur la survie
des patients. >* La situation actuelle tend donc vers une sur-prescription d’antibiotiques. Cette
prescription en exces n’est pas sans danger pour les patients. Elle améne également a I’'émergence de
résistances bactériennes, ce qui constitue un probléme majeur de santé publique, a I'échelle
mondiale.®

Ainsi, il existe un véritable enjeu a accroitre nos capacités a discriminer les étiologies d’un
syndrome fébrile infectieux.

Les données de la littérature rapportent la complexité du diagnostic aux urgences. © Il s’agit
d’un environnement ou la population est nombreuse, trés hétérogene, et les situations cliniques
toujours diverses. De nombreux outils sont a la disposition des praticiens pour les aider dans leur
recherche étiologique. Bien évidemment, la clinique est primordiale. 7 Le gold standard dans le
diagnostic des infections bactériennes reste la culture in vitro. Malheureusement, le délai de rendu
des résultats est long, entre 48 et 72 heures, et donc non adapté a un environnement comme celui des
urgences. L'imagerie constitue également un outil diagnostic précieux.

Enfin, depuis quelques années, on retrouve un intérét grandissant pour 'utilisation des biomarqueurs
aux urgences. °

La CRP, C-réactive protéin et la PCT, procalcitonine, sont aujourd’hui les marqueurs les plus
souvent utilisés pour la détection précoce de syndromes infectieux. Une revue de la littérature récente
insiste sur I'utilité de la PCT pour le diagnostic des infections bactériennes. ¥° Sa spécificité est
supérieure a celle de la CRP, qui serait plutdt un marqueur de suivi des infections. 1*2 Cependant, la
PCT peut également orienter le diagnostic vers une infection fungique ou parasitaire. Aussi, lorsqu’elle
est positive, une infection virale n’est a tort, pas toujours envisagée. Par ailleurs, elle ne permettrait
pas de distinguer les sepsis d’origine infectieuse du SIRS, syndrome de réponse inflammatoire
systémique. % Concernant son utilisation appliquée a la population hétérogéne des urgences, les
données de la littérature ne lui retrouvent qu’une capacité pauvre a faire le diagnostic d’infection
bactérienne. Certaines études montrent aussi que son utilisation n’est pas corrélée a une baisse de la
prescription superflue des antibiotiques aux urgences. 1°1¢

’

De nombreux autres biomarqueurs sont évalués constamment mais aucun consensus n’a été
véritablement établi concernant leur contribution significative dans le tri initial des patients aux

171819 | semblerait malgré tout, que les auteurs soient unanimes sur un point : les
20,21,22,23

urgences.
performances discriminatoires des marqueurs sont améliorées en association.



La véritable question est donc finalement la suivante : comment faire le diagnostic de certitude
des infections bactériennes ou virales aux urgences ?

Quelques biomarqueurs étudiés récemment semblent plus prometteurs.

Parmi ces biomarqueurs, on retrouve CD64 a la surface des polynucléaires neutrophiles : nCD64, mais
aussi CD169 a la surface des monocytes : mCD169. Une étude récente explique la physiopathologie de
ces marqueurs dans un contexte d’infection.? En réponse a une infection bactérienne, I'interféron
gamma induit directement en 6 heures, I'expression de CD64 sur les polynucléaires neutrophiles. Lors
d’une infection virale, I'interféron alpha induit quant a lui en 8 heures, I'expression de CD169 sur les
monocytes. Ces marqueurs ne sont habituellement pas présents a la surface des cellules en situation
d’homéostasie. Plusieurs méta analyses ont validé I'utilisation de nCD64 comme marqueur a la fois
sensible et spécifique des infections bactériennes.

2526 Son utilité aux urgences a été démontrée a plusieurs reprises, notamment grace 3 sa rapidité a se
positiver. 2”28 Concernant mCD169, sa capacité a discriminer les infections virales est moins reconnue,
du moins plus récente. Son application reste limitée a certaines espéces virales seulement, quelques
virus respiratoires dont le rhinovirus, le VIH, ’'EBV. ¥

Afin de quantifier ces marqueurs a la surface des cellules sanguines, on utilise la technique de
cytométrie de flux. Il s’agit d’une technique performante et répandue, mais habituellement
chronophage et nécessitant des manipulations humaines, ses résultats sont donc opérateur-
dépendant. Récemment, une nouvelle technique de cytométrie de flux « au lit du patient » a été
développée. Réalisable en une étape au lieu de deux, elle réduit le temps d’incubation a 15 minutes
contre 30 minutes habituellement et le volume sanguin nécessaire a 5ulL au lieu de 100uL. Cette
nouvelle méthode a été testée récemment pour mesurer nCD64 et un autre marqueur, HLA DR sur les
monocytes. Les résultats observés avec cette nouvelle méthode étaient semblables et non
significativement différents de ceux observés avec la méthode de référence. *°

L’objectif de notre équipe a donc été d’étudier les performances diagnostiques de ces deux
biomarqueurs, dans I'objectif de développer un test rapide a I'entrée des urgences afin de discriminer,
devant un syndrome fébrile, une infection bactérienne d’une infection virale. Pour cela, deux études
avaient été réalisées précédemment. Elles ont permis de valider la méthode de cytométrie dite « au
lit du patient » et ont donné des résultats de performance encourageants pour nCD64 et mCD169.
Cependant, ces études n’ont pas permis a I’heure actuelle de conclure de maniére définitive, par
manque de puissance. En effet, elles incluaient de trop faibles proportions de patients, notamment
dans les groupes d’infection virale. 332

Dans cette étude, I'objectif principal était d’évaluer nCD64 et mCD169 pour |'orientation
diagnostique infectieuse avec la nouvelle technique de cytométrie de flux, en situation d’épidémie
grippale.

L’objectif secondaire était d’établir si cette orientation pouvait étre améliorée par trois autres
biomarqueurs : HLA-DR sur les monocytes dit mHLA-DR, ainsi que le ratio HLA- ABC des monocytes sur
les polynucléaires neutrophiles dit rHLA-ABC. Aussi, nous avons évalué CD64 sur les monocytes, dit
mCD64, afin de le comparer a nCD64 pour l'identification bactérienne.

Tous les résultats ont enfin été comparés a I'orientation diagnostique donnée par les marqueurs de
référence, la PCT et la CRP.



1. Matériel et méthodes

1. Description de I'étude

Nous avons réalisé une étude prospective, observationnelle, non interventionnelle et
monocentrique au sein des urgences adultes de I'hopital de la Timone a Marseille.

Les patients, suspects d’infection et dgés de plus de 18 ans ont été inclus dans I'étude du
20 décembre 2018 jusqu’au 3 Mai 2019.

Volontairement, cette étude a été réalisée en période d’épidémie grippale, afin d’obtenir une
proportion plus importante de patients porteurs d’une infection virale, ce qui faisait défaut lors des
études précédemment réalisées par notre équipe.

Les critéres d’inclusion et d’exclusion étaient les suivants :

o Criteres d’inclusion :
- température >38 °Cou<36.5°C
- des signes cliniques faisant suspecter une infection, pouvant étre d’'origine :
respiratoire (toux, expectorations, dyspnée), urinaire (signes fonctionnels urinaires),

abdominale (douleur abdominale, troubles du transit), cutanée (érysipele), ou neurologique
(signes d’irritation méningée).

o Criteres d’exclusion :

- undossier clinique incomplet

- un patient traumatisé

- la présence d’une pathologie auto immune ou inflammatoire

- la présence d’un cancer

- une infection chronique fungique, bactérienne ou virale chronique
- untraitement préalable antibiotique, antiviral, immunosuppresseur
- l'existence de brilures extensives

- une chirurgie récente < 1 mois.

Cette étude a été approuvée par le comité éthique hospitalier et le comité de protection des
personnes. Les patients inclus dans I’étude ont également fourni un consentement.

La prise en charge classique et standardisée a I'entrée des urgences n’a pas été modifiée, les
données évaluées dans I'étude faisaient partie de la pratique clinique de routine, sans intervention
supplémentaire.

La confidentialité fut préservée a tous les niveaux.



2. Données cliniques et paracliniques

Pour chaque patient, les données cliniques et paracliniques ont été récupérées via le dossier
médical informatisé du logiciel Axigate. Toutes ces données ont été analysées en aveugle par rapport
a I'analyse des biomarqueurs.

Les informations suivantes ont été enregistrées pour chaque patient, puis transposées au sein
d’un tableau comparatif Excel :

o Données épidémiologigues

- sexe

- age

- antécédents du patient : présence ou non d’un cancer évolutif, d’'une insuffisance cardiaque,
d’une maladie cérébro-vasculaire, d’'une maladie hépatique chronique, d’un statut mental
altéré

- institutionnalisation du patient le cas échéant

o Données physiologigues a I'entrée : constantes : pression artérielle systolique, diastolique,
fréquence cardiaque, saturation, température, fréquence respiratoire, durée de la fievre,
nécessité d’une instauration ou non d’oxygénothérapie.

o Données clinigues et anamnese :
- type de symptomes : respiratoires, urinaires, neurologiques, abdominaux, cutanés
- date de début des symptomes
- diagnostic suspecté initial puis final
- existence d’une antibiothérapie préalable a I'admission
- instauration d’une antibiothérapie aux urgences ou non

o Orientation :
- hospitalisation ou retour a domicile
- hospitalisation en secteur conventionnel ou en réanimation
- durée du séjour hospitalier

o Données biologiques : numération formule sanguine, ionogramme, créatinine, urémie,
glycémie, valeurs de la CRP et PCT

o Noms des pathogenes infectieux isolés

o Examens d’'imagerie : radiographie, scanner, échographie, si ces examens étaient réalisés.




3. Gold standard pour le diagnostic infectieux final :

Le gold standard pour le diagnostic infectieux final dans cette étude était le diagnostic clinique
établi par un comité d’adjudication, constitué de deux experts en médecine d’urgence.

Ces experts ont analysé I'ensemble des données cliniques, biologiques et d’imagerie des
patients, depuis leur entrée aux urgences jusqu’au retour a domicile, y compris durant
I’"hospitalisation en service lorsqu’il y en avait une.

Il s’agissait donc d’un diagnostic clinique, qui a ensuite permis de classer les patients selon les
modalités suivantes :
- 1. Patients sans infection documentée
- Il. Patients porteurs d’une infection bactérienne simple documentée
- lll. Patients porteurs d’une infection virale simple documentée
- IV. Patients porteurs d’une co-infection : virale et bactérienne documentées

4. Description des tests :

Les patients inclus ont bénéficié d’un bilan sanguin standardisé habituellement réalisé devant
un syndrome fébrile a I'entrée des urgences. Les données biologiques ont été obtenues a partir de ces
échantillons sanguins.

Comme il a déja été décrit par Bourgoin et al, 32, les numérations des globules blancs (GB) et
des polynucléaires neutrophiles (PNN) ont été évaluées a l'aide du systeme Sysmex XN. La PCT et la
CRP ont été mesurées par ADVIA Centaur BRAHMS de Siemens pour la PCT, et par Gen.3 de COBAS
pour la CRP. Pour la détection des virus, les échantillons de sang ou de liquide céphalo-rachidien ont
été analysés par la technique de réaction en chaine de la polymérase (PCR) et les échantillons de sérum
ont été testés pour la recherche d'lgG et d'IgM a l'aide de I'analyseur LIAISONR de Dia Sorin. Pour la
détection des bactéries, les hémocultures ont été effectuées a I'aide du systéme de spectrométrie de
masse Brucker. Des tests d'antigénurie urinaire (pour le Pneumocoque et la Légionelle), de PCR (pour
Chlamydia et Mycoplasma) et de cultures des sécrétions des voies respiratoires (écouvillons
nasopharyngés, trachéo-bronchiques, aspiration ou lavage broncho-alvéolaire) ont également été
utilisés.

5. Cytométrie de flux :

Les échantillons sanguins des patients suspects d’infection ont ensuite été analysés par une
procédure de cytométrie de flux nouvellement décrite. *°

Les tubes EDTA ont été récupérés et analysés dans les deux heures suivant le prélevement. Un
panel d’anticorps fluorescents a été constitué, et séché de maniere a étre étalé sur une vitre au fond
de tubes de 5ml, selon la procédure de séchage de DURA innovations (Beckman Coulter Inc.).

Les anticorps étaient a des taux optimisés pour un test réalisé en une étape. Nous avons utilisé
les anticorps suivants : I'anticorps anti-CD169-phycoerythrin (PE) (clone 7-239), anti-CD64-PacificBlue
(PBE) (clone 22), anti-HLA-DR-allophycocyanin (APC) (clone Immu357) et anti-HLA-ABC-Alexa Fluor 700
(clone B9.12.1).

Ensuite, 5uL ont été prélevés des échantillons sanguins EDTA, mélangés avec 500 uL de
solution de lyse Versalyse (Beckman Coulter Inc) pour la lyse des globules rouges, pour enfin étre
transférés dans I'un des tubes secs contenant les anticorps.



Aprés une incubation de 15 minutes, les échantillons constitués ont été analysés par un
cytomeétre en flux Navios a 3 lasers et 10 couleurs (Beckman Coulter Inc.).

Des billes Flow-Set (Beckman Coulter) ont été utilisées avant chaque analyse afin de controler
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 a l'aide du logiciel
d'analyse Kaluza (Beckman Coulter Inc. Les sous-populations de leucocytes ont été dinstinguées sur la
base de leurs caractéristiques de diffusion latérale (Forward Scatter) et vers I'avant (Side Scatter).

Les niveaux d'expression de chaque biomarqueur ont été déterminés en tant que moyenne
des intensités de fluorescence (MFI).

Toute influence sur les procédures médicales et le diagnostic a été empéchée en masquant les
résultats de I'analyse par cytométrie en flux a tous les praticiens.

6. Analyse Statistique :

L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel IBM SPSS Statistics version 2020 (IBM
SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Les données quantitatives étaient exprimées en moyennes et déviations
standards. Les variables qualitatives étaient exprimées en fréquences et pourcentages.

La comparaison des variables quantitatives parmi les différents groupes a été réalisée en
utilisant le test de Student ou de Mann Whitney U. La comparaison des pourcentages a été réalisée en
utilisant le test de Chi 2 ou de Fisher. Lorsque plusieurs groupes étaient comparés, la comparaison était
réalisée par le test adapté aux variables qualitatives de Freeman Halton, et le test pour les variables
guantitatives de I'analyse de variance de Kruskall Wallis.

L'utilité dans la stratégie diagnostique des infections de chaque biomarqueur a été analysée
par des courbes ROC, pour chaque biomarqueur, afin de déterminer également le meilleur seuil des
index des biomarqueurs. Les analyses se sont basées en fonction de I'aire sous la courbe (AUC), la
sensibilité, la spécificité, les ratios de vraisemblance positifs et négatifs. Les valeurs sont exprimées
entre 0 et 100 avec leur intervalle de confiance a 95 %. Pour tous les tests, des valeurs du degré de
significativité p inférieures a 0,05 étaient considérées comme significatives.



. Résultats :

1. Inclusion des patients

Durant les quatre mois de période d’étude, 104 patients ont été inclus dans I’étude via les
urgences de I’hopital de la Timone.

Parmi les 104 échantillons sanguins prélevés, 6 échantillons n’ont pas été acheminés jusqu’au
laboratoire d’hématologie. Ainsi, seulement 98 échantillons sanguins ont été analysés en cytométrie
de flux. En analysant correctement les dossiers cliniques, le panel d’expert a pu constater que
13 patients présentaient des dossiers informatisés incomplets. Pour ces patients, il n’était donc pas
possible d’établir un diagnostic final pertinent. Ces 13 dossiers incomplets ont donc été exclus de
I’'analyse afin d’éviter un biais de classement.

La cohorte finale était donc constituée de 85 patients. Sur ces 85 sujets restants, 7 (8%) ont
été définis comme non infectés, 38 (45%) ont été définis comme ayant une infection bactérienne,
11 (13%) présentaient une infection virale et 29 (34%) présentaient une infection a la fois virale et
bactérienne.

Devant le grand nombre de co-infections finalement constaté, nous avons décidé de regrouper
les sujets porteurs de co-infections au sein des groupes « infections virales simples » et « infections
bactériennes simples ». En effet, afin de réaliser une analyse de performance des biomarqueurs de
qualité, il était nécessaire de considérer et d’inclure ces co-infections au sein de chaque groupe. Aussi,
cela nous permettait d’obtenir des effectifs plus importants et ainsi d’augmenter la puissance des
résultats. Enfin, ce regroupement permet d’évaluer les marqueurs et leur variabilité en situation réelle,
c’est a dire lors de la présence d’une co-infection.

Pour I'analyse, les infections bactériennes comprennent donc les patients présentant une
infection bactérienne simple ainsi que les patients présentant une co-infection virale et bactérienne,
tandis que les infections virales comprennent les patients présentant une infection virale simple ainsi
gue les patients présentant une co-infection virale et bactérienne.

Le schéma de travail de I'’étude est présenté sur la figure 1.
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URINAIRES : 6 (9%)
CUTANES : 1 (1.2%)

Figure 1. Schéma de travail de I’étude

Symptémes

RESPIRATOIRES : 34 (85%)
NEUROLOGIQUES : 1 (2.5%)
ABDOMINAUX : 4 (10%)
URINAIRES : 1 (2.5%)

CUTANES : 0 (0%)



2. Epidémiologie :

La cohorte finale était constituée de 85 patients, incluant 30 femmes (35%) et 55 hommes
(65%), avec une moyenne d’age de 56 (+ 25) ans. Les caractéristiques épidémiologiques, cliniques et
paracliniques sont présentées dans la table 1.

En se penchant sur les données démographiques, on constate qu’il n’existait pas de différence
significative entre les groupes pour le genre (p = 0.223), I'dge moyen (p = 0.761).

Il n’existait pas non plus de différence significative entre les groupes concernant les
antécédents des patients. Nous pouvons remarquer qu’une faible proportion de patients présentait
des comorbidités telles qu’un cancer (n=1, 1.2%), un statut mental altéré (n=2, 2.4%), une maladie
hépatique (n=1, 1.2%) ou cérébro-vasculaire chronique (n=2, 2.4%). Peu de patients présentaient une
insuffisance cardiaque congestive associée, (n=4, 4.7%).

Les patients avaient une température élevée (38.1 + 1.1°C) sans différence significative entre
les groupes (p = 0.215).
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Tableau 1. Epidémiologie et Constantes des patients a I’entrée

Caractéristiques Cohorte Infe:c-tions Infc.ections _ D?g_ré de )
totale Bactériennes virales significativité
(n=85) (n=67) (n=40) p
Données démographiques :
Sexe Féminin 30 (35%) 28 (42%) 12 (30%) 0,223
Masculin 55 (65%) 39 (58%) 28 (70%)
Age Années 56 £ 25 59+25 58 £ 26 0,761
Institutionnalisation 2 (2,4%) 2 (3%) 1(2,5%) 1
Statut mental altéré 2 (2,4%) 2 (3%) 1(2,5%) 1
Cancer évolutif 1(1,2%) 1(1,5%) 0 (0%) 1
Maladie hépatique chronique 1(1,2%) 1(1,5%) 1(2,5%) 1
Insuffisance cardiaque congestive 4 (4,7%) 4 (6%) 1(2,5%) 0,649
Maladie cérébro vasculaire 2 (2,4%) 2 (3%) 0 (0%) 0,527
Constantes Tension artérielle systolique 13127 13126 132£28 0,874
(mm Hg)
Tension artérielle diastolique 72+ 16 71+ 15 71+18 0,898
(mm Hg)
Tension artérielle moyenne 92+18 91+17 91+20 0,878
(mm Hg)
Fréquence cardiaque (bpm) 100+ 21 100+ 21 102 £ 22 0,639
Fréquence respiratoire (b) 217 227 22+7 0,885
Oxygénothérapie Initiée aux urgences 15 (17,6%) 15 (22%) 11 (27,5%) 0,643
Saturation d’oxygéene (%) 96 +4 965 95+5 0,472
Fievre Température(°C) 38,1+1,1 38,0+1,2 383+1,1 0,215
Durée (heures) 40 £ 29 41 + 30 45 + 30 0,618

Tableau 1. Epidémiologie et Constantes des patients a I’entrée : les données épidémiologiques et les
constantes des patients sont présentées sur ce tableau. Les valeurs sont présentées soit sous forme de
moyennes et déviations standards soit sous forme de pourcentages. Comme précisé précédemment,
les infections bactériennes comprennent les patients présentant une infection bactérienne simple ainsi
que les patients présentant une co-infection virale et bactérienne, tandis que les infections bactériennes
comprennent les patients présentant une infection virale simple ainsi que les patients présentant une
co-infection virale et bactérienne. Les variables pour lesquelles les valeurs de p étaient inférieures a
0.05 sont indiquées en gras et marqués d’un astérisque (*) pour indiquer des différences statistiques
significatives entre les groupes.
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3. Antibiothérapie, clinique et orientation des patients :

Un large panel de symptémes infectieux a été observé au sein des groupes (respiratoires,
abdominaux, neurologiques, urinaires, cutanés, autres).
Les symptomes les plus fréquemment associés aux infections bactériennes étaient respiratoires (n=42,
63%) ou neurologiques (n=9, 13,5%), alors que les symptomes associés aux infections virales étaient
surtout respiratoires (n=34, 85%).

En ce qui concerne I'orientation des patients, il n’y avait pas de différence significative entre
les groupes. La moyenne de durée d’hospitalisation au sein de la cohorte totale était de 5 + 8 jours.
Sur les 85 patients inclus, 32 patients sont rentrés a domicile aprés une surveillance aux urgences
(37,6%), 50 patients (58,8%) ont été hospitalisés en secteur conventionnel et seulement 3 patients
(3,5%) ont été hospitalisés en soins intensifs.

Enfin, nous avons pu constater que les patients ayant un diagnostic d’infection bactérienne
ont été traités plus fréquemment par des antibiotiques de maniére significative (n=59,9%, p=0.005).

Tableau 2. Clinique, antibiothérapie et orientation des patients

T T Cohorte lnfelcfions Inf€ctions ' De.g'ré c.ie' )
totale bactériennes virales significativité
(n=85) (n=67) (n=40) p
Symptdmes cliniques | Respiratoires 54 (63,5%) 42 (63%) 34 (85%) 0,136
Abdominaux 14 (16,5%) 8 (12%) 4 (10%)
Neurologiques 9 (10,6%) 9 (13,5%) 1(2,5%)
Urinaires 6 (7,1%) 6 (9%) 1(2,5%)
Cutanés 1(1,2%) 1(1,5%) 0 (0%)
Autres 1(1,2%) 1(1,5%) 0 (0%)
Antibiothérapie Instaurée aux urgences 67 (78,8%) 59 (92%) 27 (71%) 0,005*
Hospitalisation Durée (jours) 5+8 6+9 5+8 0,855
Retour a domicile 32 (37,6%) 20 (30%) 13 (32,5%) 0,817
Hospitalisation conventionnelle 50 (58,8%) 45 (67%) 25 (62,5%)
Hospitalisation aux soins intensifs 3(3,5%) 2 (3%) 2 (5%)

Tableau 2. Clinique, antibiothérapie et orientation des patients : les données concernant la clinique,
I'orientation et I'antibiothérapie des patients sont présentées sur ce tableau. Les valeurs sont
présentées soit sous forme de moyennes et déviations standards soit sous forme de pourcentages.
Comme précisé précédemment, les infections bactériennes comprennent les patients présentant une
infection bactérienne simple ainsi que les patients présentant une co-infection virale et bactérienne,
tandis que les infections bactériennes comprennent les patients présentant une infection virale simple
ainsi que les patients présentant une co-infection virale et bactérienne. Les variables pour lesquelles les
valeurs de p étaient inférieures a 0.05 sont indiquées en gras et marqués d’un astérisque (*) pour
indiquer des différences statistiques significatives entre les groupes.
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4, Examens para-cliniques:

La comparaison des données biologiques et biochimiques a montré une différence significative
entre les groupes concernant le nombre de globules blancs (p=0.032) I’hématocrite (p=0.029) et
I’hémoglobine (p=0.017). Il n’y avait pas de différence significative entre les groupes concernant la PCT
et la CRP.

Les patients ont quasiment tous bénéficié d’une imagerie a I'entrée des urgences. Pour 62%
d’entre eux (n=53) cette imagerie était anormale.

Tableau 3. Examens paracliniques :

T BT I Cohorte Infe,cfions Inf?ctions -De.'qré ¢.1e' ,
totale bactériennes virales significativité
(n=85) (n=67) (n=40) p
Biologie
CRP (mg/mL) 79 £ 82 92 + 86 72+71 0,209
PCT (ng/mlL) 0,6+1,2 06+1,3 0,7+1,0 0,869
Leucocytes (G/L) 11+6 12+7 9+4 0,032*
Polynucléaires Neutrophiles(G/L) 9+7 10+7 745 0,099
Urée (mmol/L) 6+4 7+4 7+5 0,904
Natrémie (mmol/L) 138+ 4 138+ 4 138+4 0,866
Glucose (mmol/L) 7+9 8+10 7+3 0,699
Hématocrite (%) 40+ 6 40+ 6 42 +5 0,029*
Hémoglobine (g/L) 136+ 24 134 + 20 143 +19 0,017*
Imagerie : tomodensitométrie, radiographie, échographie
Proportion 80 (94%) 67 (100%) 34 (85%) 0.02*
Anormaux 53 (62%) 47 (70%) 23 (58%) 0.21

Tableau 3. Examens paracliniques : les données concernant la clinique, I'orientation et
I'antibiothérapie des patients sont présentées sur ce tableau. Les valeurs sont présentées soit sous
forme de moyennes et déviations standards soit sous forme de pourcentages. Comme précisé
précédemment, les infections bactériennes comprennent les patients présentant une infection
bactérienne simple ainsi que les patients présentant une co-infection virale et bactérienne, tandis que
les infections bactériennes comprennent les patients présentant une infection virale simple ainsi que
les patients présentant une co-infection virale et bactérienne. Les variables pour lesquelles les valeurs
de p étaient inférieures a 0.05 sont indiquées en gras et marqués d’un astérisque (*) pour indiquer des
différences statistiques significatives entre les groupes.
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5.

Pathogenes isolés :

Au total, 99 pathogénes distincts ont été isolés (table 2).

Au sein des infections bactériennes, le pathogene le plus fréquemment retrouvé était le Pneumocoque
(n=36, 36%). Nous avons également souvent retrouvé Escherichia Coli (n=8, 8%).

Au sein des infections virales, nous avons retrouvé le plus souvent le virus de la grippe A (n=24, 24%),
ainsi que le VRS (n=5, 5%).

Tableau 4. Identification des pathogeénes isolés :

BACTERIES VIRUS
Site nom nombre isolé nom nombre isolé
Pneumocoque 36 (36%) Grippe A 24 (24%)
Mycoplasme 1(1%) VRS 5 (5%)
Légionnelle 1(1%) Rhinovirus 3(3%)
Respiratoire Pseudomonas Aeruginosa 1 (1%)
Streptococcus oralis 1(1%)
Acinetobacter 1(1%)
Coxiella burnetti 1(1%)
Escherichia coli 8 (8%) cMmVv 2 (2%)
Chlamydia 1(1%)
Urinaire Proteus mirabilis 1(1%)
Enterococcus Faecalis 1(1%) Norovirus 1(1%)
Campylobacter Jejuni 1(1%)
Yersinia 1(1%)
Gastro- Shigella 1(1%)
Entérologique Salmonella 1(1%)
Autre BGN 1 (1%)
VHB (chronique) 2 (2%)
Hématologique VHC (chronique) 1(1%)
VIH 1 (1%)
EBV 1(1%)
Cutané Morexella osloensis 1(1%)

Tableau 4. Identification des pathogeénes isolés : Nom et nombre (pourcentages entre parenthéses
pour préciser la part des bactéries et virus isolés dans I'ensemble de la cohorte)
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6. Description des biomarqueurs :
a) Niveaux d’expression des biomargueurs au sein des groupes :

Pour plus de clarté et d’exhaustivité dans la présentation des résultats, la description des niveaux
d’expression des biomarqueurs est ici rapportée au sein des 4 groupes initiaux : I. pas d’infection, Il.
infection bactérienne simple, lll. infection virale simple, 1V, co-infection.

Sur I'axe des ordonnées des diagrammes, on retrouve les niveaux de MFI des biomarqueurs.

o nCD64

On remarque que nCD64 est présent a des taux plus élevés dans le groupe « infection bactérienne
simple » avec une médiane de MFI de 2, versus 1.3 dans le groupe « infection virale simple ». MFI du
groupe « infections virales » sont strictement inférieures a 2.

Il existe tout de méme une dispersion notable des valeurs de MFI au sein des groupes.

o mCD169

A l'inverse, mCD169 est présent a des taux plus importants dans le groupe « infection virale
simple » avec une médiane de MFI de 26. Dans le groupe « infection bactérienne simple », la médiane
de MFI de mCD169 est de 5 et on note également dans ce groupe des MFI strictement inferieures a
7,5.

Il existe tout de méme une dispersion notable des valeurs de MFI au sein des groupes.

o mHLA-DR

S’agissant de mHLA-DR, les MFI sont plus basses dans le groupe « infection bactérienne
simple », avec une médiane autour de 60, tandis que dans le groupe « infection virale simple », on
retrouve une médiane de MFl a 110.

On retrouve une dispersion importante des valeurs de MFI au sein des groupes.

o rHLA-ABC

Les MFI de rHLA- ABC sont plus élevées au sein du groupe « infection virale simple » avec une
médiane de 5,5 versus 3,3 pour le groupe « infection bactérienne simple ».
On retrouve une dispersion importante des valeurs de MFI au sein des groupes.

o mCD64 :

Les résultats observés pour mCD64 sont peu concluants.

o CRP:

Le diagramme de la CRP présente une médiane de MFI pour le groupe « infection bactérienne
simple » de 75 et une médiane de MFI de 25 pour le groupe « infection virale simple ».

o PCT:

Les résultats concernant la PCT ne sont pas interprétables, devant les faibles effectifs constatés.
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Figure 2. Niveaux des biomarqueurs au sein des groupes : niveaux d’expression de (A) nCD64, (B)
mCD169, (C) mHLA-DR, (D) rHLA-ABC, (E) mCD64, (F) CRP, (G) PCT chez les patients : 1) sans infection,
1) infection bactérienne, Ill) infection virale ou IV) co-infection. Pour plus de clarté, les résultats
concernant les coinfectés sont ici présentés exceptionnellement de maniére isolée.

b) Mesure des MFI des biomarqueurs

Les niveaux d’expressions des 5 biomarqueurs : mCD169, nCD64, mHLA-DR, rHLA-ABC et
mCD64 ont été mesurés en cytométrie de flux.
Comme expliqué précédemment, les co-infections ont été regroupées au sein des deux groupes
« infections bactériennes » et « infections virales ».
Le tableau 5 détaille ces niveaux de MFI entre les groupes.

Dans un premier temps, on observe que les patients porteurs d’une infection bactérienne
avaient des taux significativement plus élevés de nCD64 (MFI de 2.4 + 1.4, p=0.002).
Ces patients présentaient également des valeurs de mHLA-DR significativement plus basses (MFI de
80.9 + 46.7, p=0.014).

A l'inverse, les patients présentant une infection virale avaient des taux significativement plus
élevés de mCD169 (MFI de 18.8 + 12.4, p=0,001), de mHLA-DR (MFI de 104.2 + 46.3, p=0.014). Aussi,
ces patients présentaient également des taux plus élevés de rHLA-ABC (MFI de 4.6 + 1.3, p<0.001).

Enfin, les taux de mCD64 n’étaient pas significativement différents entre les groupes (p=0.399).
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Tableau 5. Mesure des MFI (moyennes des intensités de fluorescence) des biomarqueurs en
cytométrie de flux

Biomarqueurs Cohorte Infections Infections Degré de
MFI totale bactériennes virales significativité
(n=85) (n=67) (n=40) p

nCD64 2,1+13 24+14 1,7+0,6 0,002*

mCD169 11,7 +11,3 10,3+9,9 18,8+12,4 <0,001*
+

mHLA-DR 85,7 £45,3 80,9 £ 46,7 132'23 B 0,014*
rHLA-ABC 39+1,3 36+1,1 4,6+1,3 <0,001*

mCD64 12,8 +4,6 13,1+4,7 13,9+3,6 0,399

Tableau 5. Mesure des MFI (moyenne des intensités de fluorescence) des biomarqueurs en
cytométrie de flux : CD64 sur les neutrophiles, (nCD64) CD169 sur les monocytes (mCD169), HLA-DR
sur les monocytes (mHLA-DR), le ratio HLA-DR (rHLA-DR) et CD64 sur les monocytes (mCD64). Les
données sont présentées sous forme de moyennes * déviations standards des niveaux d’expression de
ces cinqg biomarqueurs, dans les groupes cohorte totale, infection bactérienne, infection virale. Les co-
infections sont regroupées au sein de chaque groupe : « infections virales » et « infections
bactériennes » Les valeurs du degré de significativité p marquées en gras avec un astérisque (*)
indiquent les différences significatives entre les groupes.

7. Analyses ROC des biomarqueurs

Les analyses ROC des cing biomarqueurs ont été réalisées afin d’évaluer leurs performances
pour identifier I'étiologie virale ou bactérienne d’une infection.
Nous tenons a préciser que les différents cut-off choisis sont ceux qui donnaient les meilleures
performances en termes de sensibilité et spécificité pour chaque biomarqueur.

Les biomarqueurs dont les taux étaient susceptibles de s’élever en cas d’une infection
bactérienne étaient nCD64, mCD64, tandis que les taux de mHLA-DR étaient plutét a méme de
diminuer (figure 3).

A l'inverse, nous nous attendions a des valeurs plus élevées en cas d’infection virale pour mCD169, m
HLA-DR et rHLA-ABC (figure 4).

Le marqueur ayant montré la meilleure performance pour discriminer une infection

bactérienne était nCD64, tandis que pour discriminer une infection virale mCD169 était le plus
performant. L’analyse des autres biomarqueurs était plus mitigée.
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a) Pour le diagnostic des infections bactériennes :

o nCD64

En utilisant un cut-off supérieur ou égal a 1.24 les résultats ont montré que nCD64 avait la
meilleure performance discriminative bactérienne avec des MFI pour lesquelles on retrouvait une
sensibilité de 90% (80-96 %), une spécificité de 78% avec un ratio de vraisemblance positive de
4.03 (1.7-9.6) et un ratio de vraisemblance négatif de 0.13 (0.06-0.3). L’aire sous la courbe était de
0.85 (0.75-0.92) la valeur positive prédictive de 93.75 % (85-98 %) et la valeur prédictive négative de
66.67 % (45-83%).

o mCD64

En utilisant un cut-off supérieur ou égal a 8.72, la MFI de mCD64 montre une sensibilité
satisfaisante de 90% (80-96%) mais une spécificité limitée de 33% (13-59%).

o mHLA-DR

En utilisant un cut-off inférieur ou égal a 63, on retrouve une spécificité satisfaisante de 94 % (73-
100%) mais une sensibilité plutot décevante de 42 % (30-55%).
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b) Pour le diagnostic des infections virales :

o mCD169
En utilisant un cut-off supérieur ou égal a 6.33, les résultats ont montré que mCD169 avait la

meilleure performance discriminative virale, avec des MFI pour lesquelles on retrouvait une sensibilité
satisfaisante de 80 % (64-91 %), une bonne spécificité de 91% (79-98%) un ratio de vraisemblance
positif de 9 (3.5-23.2) et un ratio de vraisemblance négatif de 0.22 (0.1-0.4). L’aire sous la courbe était
de 0.84 (0.75-0.91), la valeur prédictive positive de 88.89 % (75-96%) et la valeur prédictive négative
de 83.67% (71-91%).

o mHLA-DR
En utilisant un cut-off supérieur ou égal a 60.46, les MFI de mHLA DR ont montré une sensibilité

satisfaisante de 90%, (76-97%) et une spécificité de 49% (34 64%).
o rHLA-ABC
En utilisant un cut off supérieur ou égal a 3.92, on a pu retrouver une sensibilité de 68% (51-81%)

et une bonne spécificité de 89 % (76-96%)

Figure 4 : Courbes ROC pour le diagnostic des infections virales :
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8. Analyses ROC de la CRP et la PCT

a) Pour le diagnostic des infections bactériennes

La figure 5 montre les courbes ROC de la CRP et la PCT pour la détection des infections
bactériennes.

Le cut-off optimal pour la CRP était une valeur supérieure ou égale a 40, avec une sensibilité
de 72% (59-82%) une spécificité de 83% (59-96%) et une aire sous la courbe de 0.80 (0.7- 0.88).

Le cut-off optimal de la PCT était une valeur supérieure ou égale a 0.03, avec une sensibilité
de 90% (68 — 99%), une spécificité de 50% (1-99%) et une aire sous la courbe de 0.58 (0.35-0.78).

FIGURE 5. Courbes ROC de la CRP et de la PCT pour le diagnostic des infections bactériennes
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Figure 5. Courbes ROC de la CRP et de la PCT pour le diagnostic des infections bactériennes
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b) Pour le diagnostic des infections virales :

La figure 6 montre les courbes ROC de la CRP et la PCT pour la détection des infections virales.

Le cut-off optimal pour la CRP était une valeur inférieure a 105, avec une sensibilité de 82.5%,
une spécificité de 33.3% et une aire sous la courbe de 0.524.

Le cut-off optimal de la PCT était une valeur supérieure ou égale a 0.09, avec une sensibilité

de 100%, une spécificité de 42.9 % et une aire sous la courbe de 0.694.

Figure 6 : Courbes ROC de la CRP et de la PCT pour le diagnostic des infections virales
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Figure 6 : Courbes ROC de la CRP et de la PCT pour le diagnostic des infections virales
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V. Discussion :

1. Points forts de I'étude :

Pour rappel, cette étude avait pour objectif principal d’évaluer les performances de deux
biomarqueurs, nCD64 et mCD169 pour le diagnostic étiologique bactérien ou viral d’'un syndrome
fébrile en période d’épidémie grippale. L'objectif secondaire était d’établir si cette orientation pouvait
étre améliorée par trois autres biomarqueurs, mCD64, rHLA-ABC, mHLA-DR.

o Une méthode rigoureuse :

Les études précédentes réalisées par notre équipe retrouvaient des résultats de performance
prometteurs, mais une étude plus large avec plus de cas caractérisés étaient nécessaire pour
démontrer de maniére robuste la capacité de ces biomarqueurs a discriminer les infections virales des
infections bactériennes.3"' 32 En effet, nous ne retrouvions notamment pas assez de patients dans le
groupe « infection virale ». Nous avons donc volontairement choisi de réaliser cette étude en période
d’épidémie de grippe, afin d’augmenter les effectifs des groupes et ainsi, la puissance de I'étude.

Une attention particuliere ainsi a été donnée a la méthode de constitution des groupes.

Un panel de deux experts en médecine d’urgence était chargé d’établir le diagnostic infectieux final. Il
s’agissait d’un diagnostic clinique, qui prenait en compte I'intégralité du dossier du patient, depuis
I'entrée des urgences jusqu’a la sortie d’hospitalisation s’il y en avait une. Les données cliniques,
biologiques et d’'imagerie étaient considérées, afin d’établir un diagnostic final fiable et de qualité.
Cette méthode permettait d’exclure également les colonisations. Si une incertitude diagnostique
subsistait, devant des données manquantes et un dossier informatisé incomplet, les patients étaient
exclus de I’étude, afin d’éviter un biais de classement.

o Prise en compte des co-infections :

Cette étude avait également comme intérét d’évaluer la variabilité de performance de ces
biomarqueurs en situation réelle, lors de co-infections. Ce n’était pas le cas lors des précédentes
études, ol les performances des biomarqueurs étaient évaluées lors d’une infection virale simple ou
d’une infection bactérienne simple. 3132 En effet, la difficulté lors des périodes d’épidémies virales
saisonniéres est de diagnostiquer les surinfections bactériennes, car elles ont des conséquences
pronostiques et thérapeutiques majeures. 333* De nombreux cas de co-infections ont été retrouvés,
représentant 35% des patients dans notre étude, soit 29 patients.

o Des résultats prometteurs :

Notre étude comportait donc initialement une cohorte de 104 patients. La cohorte finale était
constituée de 85 patients au total, 13 patients ayant été exclus de I'étude car ils présentaient des
dossiers informatisés incomplets ne permettant pas d’établir un diagnostic final fiable.

Nous avons retrouvé des résultats qui ont pu confirmer l'intérét de nCD64 et nCD169 pour le
diagnostic des infections bactériennes ou virales aux urgences, au sein d’une proportion plus large de
patients que celle les précédentes études. On retrouve effectivement pour nCD64 une sensibilité de
90% et une spécificité de 78% pour le diagnostic des infections bactériennes, et pour mCD169 une
spécificité de 91% et une sensibilité de 80% pour le diagnostic des infections virales.

Nous avons donc pu également constater que les biomarqueurs étudiés gardent de bonnes
performances discriminatives bactériennes ou virales, y compris en présence de co-infections.
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2. Limites de I'étude :

o Données manquantes :

Tout d’abord, 6 échantillons sanguins ont été perdus lors de I'acheminement au laboratoire.
Ensuite, 13 patients présentaient des dossiers informatisés incomplets, avec des données manquantes,
et ont donc été exclus car le comité d’adjudication n’a pas pu établir un diagnostic infectieux final
pertinent. Au total, 19 patients ont été exclus de I’étude, dont les dossiers auraient pu contribuer aux
résultats de I'étude.

Aussi, la proportion réelle de patients éligibles a I'inclusion était srement bien plus importante
sur la période d’étude. Malheureusement, les inclusions ont été limitées car chacune d’entre elles
nécessitait la présence d’'un membre de I'équipe recherche afin de fournir des explications et une
autorisation de non-opposition aux patients, ce qui n’était pas toujours possible.

o Des résultats plus décevants pour les trois autres biomarqueurs :

Trois autres biomarqueurs ont été étudiés dans le cadre de cette étude : mHLA DR, rHLA ABC,
mCD64. Le taux de mHLA-DR est connu pour diminuer chez les patients présentant un sepsis mais a
aussi été décrit comme augmenté dans les cas d’infections virales. Concernant rHLA ABC, moins
fréguemment évalué, il augmenterait lors d’une infection virale. 3>3¢ Par ailleurs, mCD64 a été évalué
dans certaines études en comparaison a nCD64 comme marqueur bactérien, mais aurait des
performances inferieures.3” Tous ont donc été évalués dans cette étude afin de déterminer leur utilité
lors d’un diagnostic infectieux. Malheureusement, ils n’ont pas montré les performances attendues,
ces marqueurs ayant soit une sensibilité insuffisante, soit une spécificité insuffisante pour
I'identification efficace d’une infection virale ou bactérienne.

3. Qualités des biomarqueurs

o Vers une prescription plus adaptée des antibiotiques ?

Si I'on se penche sur les caractéristiques intrinséques des marqueurs, il est intéressant de noter
que nCD64, le marqueur bactérien, est tres sensible. Quant au marqueur viral, mCD169, il est tres
spécifique. Ces caractéristiques renforcent leur intérét dans la démarche diagnostique infectieuse. En
effet, un biomarqueur utilisé pour le diagnostic d’une infection bactérienne doit étre le plus sensible
possible afin de détecter la majorité des cas d’infection. Une erreur pourrait dispenser un patient de
recevoir une antibiothérapie nécessaire et se compliquer en un sepsis sévere voire potentiellement en
un décés.3® A I'inverse, un marqueur viral doit étre le plus spécifique possible afin de confirmer de
maniére certaine le diagnostic d’infection virale, ce qui permettrait de réduire I'utilisation empirique
de drogues antimicrobiennes.

La sur-prescription antibiotique, dans des contextes parfois non adaptés, est une problématique
qui se retrouve dans cette étude, dans laquelle 67 patients sur 85 ont recu une antibiothérapie.

En examinant I'ensemble de la cohorte, 8 patients ont recu une antibiothérapie alors qu’ils ne
présentaient pas d’infection bactérienne. A I'inverse, 7 patients porteurs d’une infection bactérienne
n’ont pas recu de traitement antibiotique alors qu’il était nécessaire.
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o Des marqueurs adaptés a I'environnement des urgences :

L'un des objectifs de I'étude était de comparer les performances de ces marqueurs a celles des
biomarqueurs de référence, la CRP et la PCT.

La CRP a été dosée pour tous les patients de I'étude. On peut dire que dans cette étude les
performances diagnostiques combinées de nCD64 et mCD169 sont meilleures que celles la CRP qui,
comme rappelé précédemment, est connu pour étre un marqueur plus adapté au suivi des infections.
On retrouve effectivement pour la CRP une sensibilité de 72% et une spécificité de 83% pour le
diagnostic bactérien. Pour le diagnostic viral, on retrouve une sensibilité de 82% et une spécificité de
33%.

Il n’a malheureusement pas été possible d’établir de comparaison avec la PCT. Son dosage a
I’entrée des urgences est loin d’étre systématique, il a été dans notre cas réalisé pour 21 patients
seulement sur la cohorte totale. Les résultats que nous avons alors pu observer concernant la PCT sont
des lors difficilement interprétables car limités.

Les deux biomarqueurs principalement étudiés, nCD64 et mCD169 semblent plus adaptés a
I’environnement des urgences. En effet, leurs colits et délais d’obtention sont moindres. Aussi, comme
dit précédemment, nCD64 est tres sensible, tandis que mCD169 est tres spécifique. Ensemble, ils
permettraient de diagnostiquer de maniére plus fiable les infections bactériennes et virales.

Tableau 6 : Comparaison de nCD64 et mCD169 aux biomarqueurs de référence :

nCD64 CRP PCT mCD169 CRP

(diagnostic (diagnostic

bactérien) viral)
sensibilité 90% 72% 80% 82%
spécificité 78% 83% 91% 33%
délai d'obtention du résultat (minutes) 15 60 a 90 60a 90 15 60 a 90
colt (euros) 5 6al2 20a 25 5 6al2
délai de détection dans le sang (heures) 6 6 436 8 6

Tableau 6 : Comparaison de nCD64 et mCD169 aux biomarqueurs de référence : comparaison dans
cette étude en termes de sensibilité, spécificité, délai d’obtention du résultat biologique, délai de

détection dans le sang codt.
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4, Perspectives :

o Une étude multicentrique :

Malgré l'inclusion d’une plus grande proportion de patients par rapport aux deux études
précédemment réalisées par notre équipe, cette étude reste monocentrique. En termes de
perspectives, une étude multicentrique serait intéressante pour plusieurs raisons.

L'utilisation de la nouvelle méthode de la cytométrie de flux a été validée au sein du centre
hospitalier de la Timone uniquement. Cette méthode est plus rapide et limite les biais liés a la
manipulation humaine car réalisable en une étape. Il faudrait évaluer sa généralisation en essayant de
I"appliquer au sein de plusieurs centres hospitaliers.

S’agissant des MFI des biomarqueurs, on remarque que les valeurs des seuils significatifs varient
beaucoup dans les données de la littérature. Ces variations sont dues aux réglages des cytometres.
Une calibration de I'appareil est en effet nécessaire en amont de I'analyse, afin d’obtenir des valeurs
de MFI reproductibles. L'intérét d’'une étude multicentrique, serait d’établir un protocole de
calibration de I'appareil et d’étudier sa généralisation.

Les études réalisées par notre équipe retrouvent toutes une mesure insuffisante de la PCT a
I’entrée des urgences. Ceci nous empéche de comparer les performances des biomarqueurs étudiés,
notamment de nCD64, aux performances la PCT, qui est de nos jours le biomarqueur de référence pour
le diagnostic des infections bactériennes. Certaines données de la littérature laissent a penser que les
performances de nCD64 seraient supérieures a la PCT et en tout cas, plus adéquate a I'environnement
des urgences. Une étude multicentrique avec une mesure systématique de la PCT permettrait de
confirmer ces dires.

o Evaluation de la cinétique et du pronostic des biomarqueurs :

Nous savons que lors d’un stimulus infectieux, CD64 est exprimé sur les neutrophiles en 6 heures
et CD169 sur les monocytes en 8 heures. Il serait intéressant d’évaluer de maniére plus précise la
cinétique de nCD64 et mCD169. En effet, connaitre le délai d’obtention du pic de concentration sérique
et de négativation, entre autres, nous permettrait d’utiliser ces biomarqueurs de maniére plus
optimale.

Aussi, il serait intéressant d’analyser leur valeur pronostique concernant la sévérité des infections
et la mortalité des patients.

o Un test capillaire, des résultats en 15 minutes, le tout a I'entrée des urgences :

L'ensemble des arguments sus cités nous permet d’avoir une perspective prometteuse pour
I’avenir. Nous pourrions imaginer un test combiné, mesurant nCD64 et mCD169, a I'aide d’un
cytomeétre au sein des urgences méme ou bien portatif, en utilisant un prélévement sanguin capillaire
de 5ul. Les résultats pourraient étre obtenus en moins de 15 minutes, avec un co(t s’élevant
seulement a 5 euros. Il s’agirait d’'un examen moins invasif, moins colteux et plus rapide que la mesure
actuelle de la CRP ou de la PCT. La rapidité des résultats obtenus permettrait une prise en charge plus
rapide des infections bactériennes avec notamment une instauration d’antibiothérapie adaptée plus
rapide, limitant ainsi le risque d’évolution en sepsis sévere. Cela permettrait également d’organiser
une orientation et une surveillance plus adéquate des patients selon I'étiologie de I'infection.

Tous ces éléments auraient indéniablement un impact positif sur la prise en charge et par
conséquents sur la survie des patients.
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V. Conclusion

Cette étude prospective a permis de confirmer l'utilité de deux biomarqueurs, nCD64 et
mCD169 dans le diagnostic des infections bactériennes ou virales aux urgences. Ces marqueurs ont été
mesurés en période d’épidémie grippale, via une nouvelle méthode de cytométrie de flux, plus rapide,
limitant les facteurs opérateurs dépendants, potentiellement applicable « au lit du patient ».
L'utilisation combinée de ces deux marqueurs permettrait un diagnostic facile, rapide et fiable des
infections bactériennes ou virales et par conséquent, une meilleure prise en charge des patients se
présentant aux urgences.
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Résumé

Introduction : De nos jours, parvenir a discriminer les infections bactériennes des infections
virales aux urgences reste un véritable défi. L'objectif principal de cette étude était de
démontrer I'intérét de deux biomarqueurs : CD64 sur les polynucléaires neutrophiles pour le
diagnostic des infections bactériennes, et CD169 sur les monocytes pour le diagnostic des
infections virales. D’autres marqueurs étaient également évalués pour le diagnostic des
infections : HLA-DR sur les monocytes, CD64 sur les monocytes et le ratio HLA-ABC des
monocytes sur les polynucléaires neutrophiles. Les performances de ces marqueurs ont été
comparées aux biomarqueurs de référence : la PCT et la CRP.

Matériel et méthode : Nous avons réalisé une étude prospective monocentrique en double
aveugle au sein du service des urgences adultes de I'hdpital de la Timone a Marseille du 20
décembre 2018 au 3 Mai 2019, en période d’épidémie grippale. Les données cliniques et
paracliniques relatives aux patients ont été récupérées via le logiciel Axigate, puis classées
selon 4 groupes d’étude par un comité d’expert composé de deux urgentistes : pas d’infection,
infection bactérienne, infection virale, co-infection. Les biomarqueurs étudiés ont été dosés
via une nouvelle méthode de cytométrie de flux, dite « au lit du patient », en comparaison a
la CRP et la PCT.

Résultats : 85 patients ont été inclus. Il y avait 7 patients sans infection documentée, 38
patients porteurs d’une infection bactérienne, 11 patients porteurs d’une infection virale, 29
patients porteurs d’une co-infection. Les analyses des biomarqueurs retrouvent pour nCD69
une sensibilité de 90% et une spécificité de 78% pour la discrimination des infections
bactériennes. Concernant mCD169, on retrouve une spécificité de 91% et une sensibilité de
80% pour discriminer une infection virale. Ces performances des deux marqgueurs combinées
sont supérieures a celles de la CRP pour qui on retrouve, pour les infections bactériennes une
sensibilité de 72% et une spécificité de 83%, pour les infections virales une sensibilité de 82.5%
et une spécificité de 33.3%. Les analyses des autres biomarqueurs étaient plus mitigées. La
comparaison a la PCT n’a pas pu étre réalisée.

Conclusion : Cette étude montre que CD64 sur les polynucléaires neutrophiles et CD169 sur
les monocytes sont deux biomarqueurs dont l'utilité pour le diagnostic des infections
bactériennes et virales est avérée aux urgences, notamment lors de la présence d’une co-
infection. Leur mesure via la nouvelle méthode de cytométrie de flux « au lit du patient » est
trés prometteuse et permettrait, via sa rapidité de réalisation, une meilleure prise en charge
des patients.

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