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Résumé

Le dosage de la procalcitonine (PCT) est un outil de choix pour le diagnostic précoce du
sepsis et la gestion du traitement antibiotique. Comme les prises de décision médicale et la
stratégie de prise en charge thérapeutique des patients reposargénérasur des valeurs
seuil de concentration déa PCT, il apparait primordial de disposer de résultats de mesure
fiables et comparables, quelle que soit la méthode de dosage employée, dans le temps, et
Ve O *% X KEU viu E peseaga deZ8CT de type immunoessai sont

actuellement disponibles et les résultats fournis par cetiese sont pas toujours

}Ju% E o0 <X §8 ]S S]}v %o PUS [ A% O0]<u & V % ES] %
référence et de matériau de référence certifi¢ } & dpérieyr.
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été démontrée. Aussi, paraifo v ]*% Vve o0 uv E * U% Pve [Aops

de qualité utilisant des matériaux de contréle commutables. Par ailleurs, afin de répondre

aux exigences réglementaires relas au racordement métrologique des résultats de

mesure et afin de pouvoir évaluer la justesse des méthodes de routine, une méthode de

référence candidate pour la quantification absolue de la PCT dans le sérum humain par

dilution isotopique associée a la@hromatogaphie en phase liquide couplée a la

spectrométrie de masse a été développée et validée avec une limite de quantification de
Ui vPIlu>X > €& }E& uvsS ¢ (E *puosS S uA&k pv]s o 7/ S 5§

primaires dont la puretéa été prédablement caractérisée par analyse des acides aminés

avec correction de la contribution des impuretés identifiées par spectrométrie de masse

haute résolution.

Mots clés. procalcitonine, sepsis, antibiorésistance, méthode de référence, dilution
isotopique associée a la chromatographie en phase liquide couplé a la spectrométrie de
masse, tracabilité métrologique






Abstract

Procalcitonin measurement is a usefully tool to aid the early diagnosis and antibiotic
stewardship for patients with gEsis. As sepsis diagnosis and antibiotic stewardship rely on
fixed clinical cutoffs (threshold concentration values), ensuring accunadycamparability

of PCT results over time and space is essential to ensure an appropriate diagnostic and
therapeutic maagement. Multiple immunoassays have been developed and
commercialized. However, comparability of results remains questionable. Ther® is
metrological traceability to the international system of units (SI) for PCT measurement due
to the lack of higher ater reference method and certified reference materials.

dZ]e A}E!I Jv]8] 00C }ve]es ]Jv. } pu vsS]vP §Z |e@aldltyy S ¢S5 S
between the different commercially available immunoassays for PCT in order to evaluate the
need to establishmetrological traceability to the SI. The evaluation of correlation studies
and external quality assessment schemes resiitlicate that properly evaluating the

HEE vS ¢« S }( €& *posS[* }u% & ]o]SC v ]Je CEJu]v S]JvP sZ }
is made difficult because studies were conducted nien-harmonized conditions and
commutability of the materials was not characterized. Thus, it seems essential to conduct
guality external evaluation using commutable control materials. In order to ewaluat
accuracy of commercially available immunoassays for PCT and to meet the regulatory
requirements for the metrological traceability of gelts, a candidate reference method
based on isotopic dilution liquid chromatography coupled to mass spectrometry was
developed and validated for an absolute quantification of PCT in human serum with a limit of
guantification of 0.25 ng/mL. Results tracddlp to the Sl units could be established thanks
to a thorough purity assessment of the primary calibrators by amioid analysis and
correction of impurities contribution.

Key words procalcitonin, sepsis, reference method, isotope dilution liquid clatmgraphy
coupled to mass spectrometry, metrological traceability
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Introduction générale .




Le sepsis est défini comme une réponse déréguléea[}EP v]eu uv Jv( S]}h

entrainant la perte de fonction des organes et engageant le pronostic vital du patient. En
2017, le sepsis a été classé comme une priorité s&an] & u}v ] oOrg%nisdioro [
Mondiale de la Santé (OMS) qui a adopté une Ikégsm pour améliorer la prévention, le
diagnostic et le traitement clinigue du sepsise diagnostic précoce et rapide du sepsis
demeure un réel enjeu dans Issrvices de soins intensifs et aux urgences afin de réduire le
risque pour les patients. Actuel u vsU ] Pv}eS] & %o} *pE ples SE] |
signes cliniques, les tests microbiologiques (culture) et le dosage des biomarqueurs dans les
fluides biologiques. Cependant, face a des signes cliniques peu spécifiques en raison de sa
physiopattologie complexe et face aux délais nécessaires pour les cultures bactériennes, le

] Pv}es] L e %oe]e E <5 1((] ]o S o]E MV nsiSte a % E }

]+ EJu]v & o[}E]P]vV o[lv( S8]}vX v (( SU o e-s¢gEi$RBG™ - o[]
trés variées et peuvent étre de nature virale, fongique, parasitaire ou bactérienne. Cette
situation conduit souvent a la mise en place de traitetseantibiotiques probabilistes a
large spectre qui ne sont pas toujours appropriés. Une consatiom non adaptée

[ v§] ]}8]<p » VP v E o (}]° . %o Ve e e VS %ol O]<hu v

[ (( 8¢ Jv ¢]J]CE o0 0]« M SE ]S U UE %S0 WSEN M E *]*S v
antibiotiques. Or, la résistance aux antibiotiques représerd [ uv e %0phe PE A+ u v
% ¢ vS epuE& 0 ¢ VvS ujv] o S S 0 e juu pv % E]J}E]S Ju
conséquent, il existe un réel besoin d J* %o} E [}uS]oe % Eu $§S vS [ S o0o]E
fiable et précoce du sepsis bactérienupcaméliorer la prise en charge diagnostique et

SZ E % US]<uM * % S] vVSe epue% S o [ISE SS JvSe H ¢ %oe]eX

La procalcitonine (PCT) est un biomarqueur recopaour le diagnostic du sepsis en
raison de sa spécificité pour les infections bactériennelD® le dosage de la PCT permet
‘U]AE S [ %S & uv]  %ope (Jv o SE ]S uvs vSsS] ]}¢
« %e+]e & [uv ]v(oigs]iespiratoires inférieures. Le dosage de la PCT constitue
donc un outil précieux pour réponE uA&  ¢}]ve [uv ] Pv}eS] % E } H e %
ujoo WE P <3S]}v o[pus]o]e S]}v ¢ VvS8] ]}S]<u X

Afin de répondre a la forte demande des dosagks la PCT, de nombreuses
méthodes de dosage ont été développées. La plupart des méthodes laeacteelt utilisées
dans les hoépitaux et les laboratoires de biologie médicale sont des immunoessais
vS8] E u vS pS}tu S]e ¢ E %}e vS suE 6 [gnidoode, ehttifs, étalpos & v S

et techniqgues de détection. Cette multiplicité peut engendrersddifférences parfois
importantes entre les résultats fournis par les différentes méthodes de dosage. Cependant,
les prises de décision médicales et la strat@gigorise en charge thérapeutique des patients
reposent en général sur des valeurs seuil deceatration. Il est donc essentiel de disposer

E +posS S UusuE (] o+ 8 }lu% E o0° Ve 0O S U%e* S Ve
un diagnostic fiable, yus établir un traitement antibiotique approprié. Disposer de mesures
comparables permet égalenvd [ eeu@E& E pv *p]A] }Z E vE p-kest] vs ulu
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méme tchnique de dosage de la PCT.

Un moyen privilégié pour assurer la comparabilité des résultatmdsure consiste a

raccorder les résultats fournis par les différentes méthodes de dosages a des références
communes reconnues internationalement et lorsqueaces$t possible, raccorder les résultats
aux unités duSysteme International (Sl). Le raccordemie métrologique des valeurs

oe} ] o pAE usS E] puLE [ S o}vv P § }JvSEE€o0 <t 0]8 % E
référence et de matériaux de référence &&f(] ¢« [JE E *p%o E] HWE ]J*%o}Vv] O
le reglement 2017/746/EU du Parlement eur@pé relatif aux dispositifs médicaux de

] Pv}ed] Jv A]JSE}X KEU Jo v[ £]-8 SH 00 U VS %o u sz}

E (E v (E S sUpéridyr@oue dosage de la PCT.

Afin de répondre a ces exigences, dans un premier temps,travaux ont évalué

o[ § 8§ Su o 0 Ju% E ]Jo]$s e (E *pu0S S } S vue % E O -
dosage afin de documenter et mieux comprendre lagabilités observées. Dans un second
temps, nos travaux ont permis le développement une méthate référence candidate

[JE E *p% E] PE %o}puE 0 <p vS](] S]}v <}op 0o Wd vec
isotopique associée a la chromatographie @mase liquide couplé a la spectrométrie de
masse (IELCD "N ID e X % E}i § } §}65 le caflle deEgux projets Européens
de recherche en métrologie.

La premiere partie de ce manuscrit est une synthése bibliographique destinée a
placer ce travd o S§Z o Ve uv }vs £S u SE}o}P]J«p U o]v]<p § v
la métrologie erbiologie médicale, le sepsis et la résistance aux antibiotiques, le réle de la
procalcitonine dans la prise en charge diagnostique et thérapeutique du sefsis etitils

V OCS]<p * Je%}v] 0 ¢ %}uE o A 0}% % u vs [uv u 37}
spectrométrie de masse sont présentés.

La deuxiéeme partie de ce manuscrit est divisée en deux chapitres décrivant les
résultats obtenus. A travers un premiettiate, le premier chapitre expose la méthodologie
avec laquelle a été évaluée la comparabildés résultats fournis par les différentes
méthodes de dosage de la PCT. Le second article décrit les différentes activités menées par
le groupe de travail WECTde la Fédération Internationale de Biologie Clinique et de
Médecine de Laboratoire (IFCC) pouh op E 0 Vv  **]3 [ Uuo]}E& & o } u %o
résultats et le cas échéant quelle serait la stratégie a adopter. Le second chapitre porte sur

les activit ©« A% EJu v3 0 « 0] * M A 0}%% u vs [uv u 37} E
pour le dosage déa PCT. Cehai présente dans un premier temps les sélections nécessaires
E o 3]A« o0 u]e VvV HAE [pv *3E § P] <U varbch&]}v  [upv

bottom-up. Les développements et optimisations analytiques de la caractérisation des

ét o}ve % E]Ju JE U v JE A o[ § 8 ol ES v u sSE}o}P] (]
métrologique des résultats de mesure aux unités Sl, et de la méttiedpiantification de la

PCT par HhGMS/MS sont ensuite présentés. Un premier article, reprgnen partie les
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de la PCT dans le sérum humain pat @MS/MS reposansur des étalons peptidiques. Un

e« }v &S] o E]S o E S E]J]e* S]}v [pv S 0}V % E]Ju |E %o E]
la méthode de référence candidateposant sur des étalons primaires protéiques.

v(]vU u vpe E138 o[ Z A -« |gRérale faidanttausyhihese des
résultats obtenus et propose des perspectives aux travaux effectués.
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Chapitre 1. Apport de la métrologie en biologie médicale

.1 Enjeux de laiabilité des examens déiologie médicale

La qualité des soins a toujours été un élément crucial dans le domaine de la santé et
§ Avuy pv %E]}E]S (Jv [ u o]}& & eodespadbdris. ElledesE ] v
(Jv] % & o[KE&P v]e S]}v D}v ] o le moyer deZaraptirua chaque
]Jv JA] pU pv ve u o [ 8 ] Pv}ed]cp o § SZOKEImqilelrp o <p]

E epos § v S EuU - e v U }v(}Ee de V& sciercp $néticales pau
meilleur colt pour un méme résultat, en moindre risque et pour la plus grande satisfaction

en termes % E} pE U & eposS S S tgreur du Bysteémesrde o[]v
soins» (DX > EE PE u ] o U (J¥]]vVAGoIWSV]E U pv EE pE |
nv EE pE %0 v](] 8]}vU pv EE pE ] Pv}e3] U pv Al
v Z EP U pv uE }+ P u ] uvsSe }u UV % E} 0o u es }uupv]

facteurs les plus impactant de la dité@ des soing2). Une étude de 2016 a montré que les
erreurs meédicales sont la troisieme cause de décés aux-Htass juste derriere les
maladies cardievasculaires et les cancers avec environ @30décés chaque anm&3). De
plus, elles représentent un enjeu économique important lié aux surcolts dansska gmi
charge des patients. Ainsi, le ¢olié aux erreurs médicales est estimé entre 17 et 29
milliards de dollaraméricaingpar an aux Etattnis selon une étude menée par Berwick et
Leape en 19994). Dans lalutte pour la réductiondes erreurs médcales,la majorité des
mesures vis@articulierement a diminueleserreurs humaines et améliorer lesystéeme de
communication, que ce soit entre le patient et le personnel de santéu sein du systéme
de santé(5). Cependantpeu [ $8 v3]}en géhérahccordée aux (E (E |efdamerg de
biologie médicale Ceci peut étre expliqué pde viu E Ju% }ES v &t Idgs él%is »
importants entre la prise en charge des patienies analyses faites au laboratoire, la
communication de résultats et les actions des cliniciemendant ainsio[ A ou 3]}v .
erreurs difficile(6).

Un examen de biologie médicale est défini par le Code de la spotdique

(art.L.62112) comme «n acte médical qui concourt a la prévention, au dépistage, au

] Pvied] }u o[ A op 8]}v p E]Jecp cHEA vp [ § 8« % $Z}0}P
prise en charge thérapeutiques, a la détermination ou au suivi@[ § § % ZCe*]}0o}P]<u }
%ZC*]}% SZ}0o}P]cp o[!SE Zpu JvU Z}Eu]e o - S e [V S
pathologiques, exécutés par des médecins spécialistes dans ce doméaineapport pblié
en 2005 a montré que les résultats de tests de diagnastiitro influencaient 60% a 70%
des prises de décision médicdl®. Cependant, [us]o]e S]}v [ £ u ve ]}o}P] wu
est extrémement hétérogéne en fonction de la structure clinique et des conditions des
patients, et il est difficile de généraliser ces chiff(8s En effet, une étude basée sur les
données de 7296 patients a montré gqueeuls56 % des patients admis aux urgences
recevaient une prescription pour au moins un examen de biologie médicale a visée
diagnostque § v ] <u o0 SeyeAa 98Pob@our les patients hospitalisé$8). En
cancérologie et cardiologie, une étude menée aux Ethts et en Allemagne a montré que
66 % des décisions médicales éent basées sur leexamensde biologie médicalg9).
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L[ ve u o e Sy e ung\Jd@i@&implication deexamens de biologie médicale
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gualité¢ de soin ds patients. En effet, ce®rreurs peuvent avoir de nombreuses
conséquences erreur de diagnostic, arrét de traitement ou prescription de traitements
inappropriéset epe %3] o« [ PPE A E of § & * %o 18 ]sundenuép [ pPuU
d pffets indésirakes liés au traitement. Sah une étude publiée en 2010, 244 a 30,00
des erreurs liées aux examens de biologie médicale entrainent des problémes de soins aux
patients et 2,2 a 12,06 de ces erreurs provoquent des effets indésirables et des soins
inappropriés (10). De plus, elles entrainemténéralementdes analyses supplémentaires et
inutiles, engendrant une augmentation des colts associés a la prise en chapggient et
une mobilisation injustifiee du personnel médicdde nombreux contréles qualité
interviennent pourtant vSE o tuupv] S]lv e (E *poS S [uv A u v
u ] o S o[ S]}v & o0 . Aflkde réddike $ds W8agrémentausés aux
patients par les erreurs liées aux examens de biologieln o U [ USE ¢ U *uE - CUo
ont été mises en placenon seulement au niveau analytique mais €galement au niveau pré et
post-analytique entre la prescription du test, ¢allecteet la réception des échantilloret la

tuupv] S]}v ¢ E eruexamem dg piologie médical&0,11) En effet, &s erreurs

0] ¢ HUE /E u ve ]}30}P] u ] 0o % PA vE pEA V]E ve Z <p
biologie médicale
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f La phase analytiqueomprenant la mise en application des processus techniques
% @Eu S$S vS o[} S vS]}lv [yse@e biplogie nédicale.

f La phase posanalytiqguecomprenantlaval] S]}v S o[]vS E% & S S]}v }vsS A
résultat et la communication appropriée du résultat aux cliniciens.

Les phases pranalytique et post@analytique représentent une source impante
des erreurs liées aux examens de biolagiédicale[Figure 1). En effet, selon une étude de
2007, les phases pignalytique et postanalytique sont respectivement o[} E&]P]Jv % 0iUd
et 23,19 e EE PEX > § uLE o A fardBlyEque @st expligaeZpar 1a%. E
difficulté de pouvoir contrdler cette phase, car elle est souvent externe au laboratoire,
nécessite plusieurs étapes et fait intervenir différents acteurs. La phase analytique est, quant
oo U o[} & ]®]des erreiifs lieeaux examens de biologie édicale. Ce taux

[ EE PE Vv %Z « Vv oCS]«p }ve] E o u vS Ju]Jvp %o e VS

[ £ uve v 17110 0i6 EE& pEe+* % E u]od)}Ce profres evtelica 16000
Hv u Joo HME (] ]o]s e /A u ve ]}o}P] u ] o ep]s o[ A}
HsJoJe © %o}p®E o0+ u SZ} ¢ v 0CS]Jcp + M S]IME S[E @w]vjs B}
des méthodes en termes de réactifs et instrume(i8). Pourtant, méme a faible fréquence,
les erreurs en phase analytique peuvent avoir un fort impact sur la prise en charge des
patients (14). En effet, la clinigue Mayo aux Etalsv ] « U}VSE <«<pu[uv% Bufele 7
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diagnostics erronégls).

FHgure 1. Sources etépartition des erreurs liées aux examens de biologie médicale en 2006
(adaptéde (12))

> @E o] 8]}v [uv E uv ]}Jo}P] u ] o «5: préddralytigue, SE}]s %
analytique et postinalytique. Durant chaque phase, des erreurs peusgeproduire. Parmi ces trois

phases, la phase panalytique introduit 61,90 deserreurs liées aux examens de biologie médicale

devant la phase posinalytique avec 23,% et la phase analytique avec 150

W E ]Joo HE*U 0+ E *pos S [ Vv 0oCe (}HEV]s % E ]((
différentes procédures de mesuredoivent étre comparablespour une bonneprise en
charge des patient§16). Lesseuils dedécision clinique eta stratégie de prise esharge
associée &es seuilssont généralement établis par des experts internationanxse basant
sur des études cliniques, dohte (E epo0S S+ dontfau€hrs selonune procédure de
mesure donnée. Or, différentes procédures de mesure peuvent deessr le marché pour
un méme analyte. Cela signifie que les recommandations de diagnostic et de prise en charge
des patients bas#s sur une procédure de mesure serontpas applicables aux autres
% E} HE - U suE <[]Jo A£]*5 gvrésitaEde heddrel7yBemluy
un manque de comparabilité des résultats de mesure assacite stratégie de mesure
differente vSE& o }E& S}]JE » § VSE % Ce¢ % uS P o u vs (& ]Jv &
de santé pubgueinternationaux approprie$18)

Afin [ u o]}E& CE o <«u o]%ous devonpvralisssurerde la fiabilité des
E - poSexameris de biologienédicale et de la cohérence ete la comparabilité ds
résultats obtenusvec ] (( €& vS « u $Z} -« [difféerei@2 labaratoires.

10
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[.2 Assurance qualité en biologie médicale

[.2.1 Contexte normatif etréglementaire
Dansune } %0 S]<u [ u o]} E fEap}ié descexamensde biologie médicaleil
*S %o}ee] O [ digrenes@actions relatives a la gestion de la qualité selon les
normes nternationales et les reglementations. pkganisation internationale de
normalisation pour les laboratoires « S o [ Inté¢national Organization for Standardizatijon
PlusieursnormesISO reprises au niveau européen et frangagent a assurer la qualies
examens de biologie médicalglles [ %o %c0]<pu vS v}v ¢ po uineSdebi@doge }E S}
meédicale NF ENISO 15189) maisgalement aux fabricants de dispositifs médicaux de
diagnostic in vitro (DIVNF ENSO 17511) et aux laboratoires de référencS [ § o}vv P
(NF ENSQIEC17025), comme indiqué sur|Fgure2

Figure2. Lesdifférentes normes internationales 1IS@dppliquent aux différentes parties prenantes
de la chaine ddracabilité métrologique(19)

La normeNF ENSO 1519 définitles exjiences concernarés matériaux de référendsologiquesLa
norme NF ENISQIEC 17025 définit les exigences concernant la compétence des laboratoires

[ § o}vv P « $§.lhnermeNF ENSO 15195iéfinit les exigences relatives a la compéenc
des hboratoires d'étalonnage utilisant des procédures de mesure de référence en biologie médicale.
La norme NF ENISO 15193éfinit les exigences relatives au contenu et a la présentation des
procédures de mesure de référence pour le mesurage des grandiewrs des échantillons
biologiguesQuant aux fabricantseDIV, la normeNF ENSO 1751 Héfinit les exigences powdtablir
la tracabilité métrologique des valeurs attribuées aux étalons, aux matériaux de contrdle de la
justesse et aux échantillons hams Au dernier niveau de la chaine de tracabilité métrologique, les
LBMdoivent respecter les exigences dadameNF ENSO 15189

La normeNF ENISQIEC 17025,dont la derniere version a été publiée en 2017,
concerne tous les laboratoires effectuant des letmnages et des essais, y compris
o[ Z vS]ooGettemoKne partage de nombreux points communs avec la norme
NFENISO 9001, une norme internationalédativant lesexigences relatives amnanagement
de la qualité, mais elle indlwne partie concernantes exigences techniquespécifiqgues

11
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relatives aux essais et étalonnagégersonnel, équipement, validation de méthode,
SCE ]o]s o uUXe|XE -«¥Hon s&lon la normeNF ENISGIEC i 611 V[ *8 %o *
} o]P S}JE % }uE& o0 0 }E& S}J]E « [ S o}vv P X

La normeNF ENISO 17511décrit les exigences relatives a I'établissement de la
tracabilité métrologique des valeurs attribuées aux étalons et aux matériaux de controle de
la justesse utilisés par les fabricants de dispositifs médicaux de diagnostio {DVW/). Cette
norme a éé révisée en 2020 afin de décrire des procédés de raccordement alternatifs a
o[us]o]e S]}v u sz} o E (E v S us E&] uAE & (& v
ne sont pas disponibles. En plus des exigences relatil@es@meNF ENSO17511,tout
dispositif médichde DIV devra prochainement étre conforme au réglement 2017/746/EU du
Parlement européen, qui remplacera la directive européenne 98/7990Hr pouvoir étre
ule *pE& o u & Z o[hv]}v pREehkeécrtlesKexige@ed®chniques pour
permettre pv. & }vv Jee v UuSH oo H e ]V o[hv]}v HE}% VvV
marquage CHEconformités a toutes les directives ou réglements concera@gposé pailes
organismes notifies. Comme la normi¢F ENISO 17511 et la directiv®8/79/CE, le
reglement 2017/746/EU impose que les valeurs attribuées aux étalons et matériaux de
contrble soient établies par des procédures de mesure de référence et/ou des matériaux de
référence disponibles avec le plus hauteau métrologique possible.

La normeNF ENISO 15189 détaille les exigences relatives a la qualité et a la
compétence des laboratoires de biologie médicale (LBM). Cette norme est largement basée
sur les normedNF ENSOIEC17025 etNF ENSO 9001. Ces geinces imposent aux LBM de
réaliser non seulement des contréles de qualité interne (CQI) mais également de participer
aux évaluations externes de qualité (EEQ). De plus, smltia norme, les LMB doivent
assurer la tracabilité métrologique des résultatsndus et évaluer les inci#tudes de
mesure. Pour les examens de biologmédicale délocalisée EBMD la norme
NFENISO15189 est complétée par la normidF ENISO 22870décrivant les exigences
E o $]A - o[ A op 3]}v e Ju% $ walisan les%EBHEBP} etd @
compardilité des résultats obtenus pé@sEBMD [ USE < < C e Seino du LBMe

De plusjeslaboratoiresréalisant des mesurege référence et les instituts nationaux
u SE}o}P] % HA v3 Z}]*]E [ **uE Ectivités par yappoitSsaux 0 U CE e

exigences de la norm8lF ENISO 15195, ainsi que la norniF ENISO 15193sur les
procédures de mesure de référence et la nortdE ENISO 15194o0ur la production de
matériaux de référenceertifies Une autre organisation interimnale de normalisation
pour les laboratoires ede CIS (Clinical and Laboratory Standard Institutegui développe
desguides et des recommandatiop®ur la gestion de la qualité.e processus de rédaction
de ces documents est identique a celui degsmes ISO, en se basant sur le consensus
obtenu au sein des groupes de travailll peut existe également des
normes/reglementations qui sont spécifiquashaque pays ou régions

12
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>[ % % 0] S]}v ¢ AE]JP v - o[ ve u o e VIEdees % EU
fournir une assurancesupplémentaire aux patients et aux cliniciens en garantissant la
qualité de la mesureu ]* P o u vS8 [ u o0]}E WHesoexafijen$odes biologie
u ] oX v ((SU e« o0}v pv Su MSE] Z] vv U o[éuMaliteu vS S]}\
selon la norme ISM5189 ou ISO001 a permis une amélioration significative des
performances analytiques. Une réduction significative degursa été observée dans les
laboratoires. % E o] EOTJHS|PWE « o[ &E cqgitres]} 8% avant
@fcréditatior) (20).

Concernant les BM en France, différentes démarches ont été implémentées afin
[ **uE &E 0 <«p 0]8 « /E lafiabtlit€Edesagsukkatssfournis. Dans le cadre de
la réforme de la biologie prévue par la loH®pitaux, Patients, Santé et Territoire, HBST
I[}E }vv v vBBiip i1 i vA] E T1ifi ]v]8] o A]Rourtougles®& ]85 5]
LBM (accréditattv 8§ o] }p u & Z [ & ]88 S]}v VP P <X > & ]¢
été ensuite rendue obligatoire en 2013 par le Code de la santé publigtiel¢A.. 62211):
«hv o }E& S}|E ]}o}P] u ] o v % ps E o] & [nFE u v
accréditationi X >[ & k&lodlgd morme ISO 15189 est délivrée sur demande du LBM
% E O tul]s (E v ] [ & ]38 §]brganismé&@mpétenten Jmatiere
[ & ]S S]}v VEB@ VEX *uE S}uS ¢« 0 ¢ % Z * 2examefsvwde u o
biologie médicale réalisés, non seulement sur la phase analytique mais également sur les
phases prénalytiques et postanalytiques. Dane 0 ¢ HUSE ¢ % Ce HE}% veU 0]
SIusS }H % ES] o[ 3dsA & pluse err plis @ée car elle facilite la
E }vv Jee v UupsSpu oo e %o & *5 S]}ve E O0]* ¢ % E o0 }EP V]
européenne. Elle est devenue oligatoire dans plusieurs Etats Européens. Cependant,
certains Etats ont fait le choix de restreindog } R S]}v [ & & &erijjes analyses,
comme la Belgiqueafalyses moléculairgsla République Tcheque (analyses génétiques),
o[ oo u Bépistage néonatatU o[/EO0 Vv ~ VvV 0oCe ¢ JJuupv}Z u S}o}P] -
(recherche des agents mutagenes dganome humainen conséquence de radioactivjté
N poe SE}]e S uuE- o[h U }vs o ,}vPE] Utlecheix558}v] §

é.
[ & ]S & o S8}S5 0]S e /£ u ve(21)]}o}P] u ] o

[.2.2 Contrdlequalité dans les laboratoires de biologie médicale
Leprocessus deontrble qualité fait partie de la ggion de la qualité et est exigé par
la normeNF ENSOifii6 0 Ve 0 ¢« > DX >[uS]o]e S]}v Hn }vS&d€o ««u 0]S
vérifier que la qualité prévue des résultats est bien obtemuet ainside corriger tous
problemes éventuels durant la phase aytaue. Il y a deux types de contrble qualit€Ql et
EEQ.

Le CQI est une évaluation réalisée au sein du laboratoire yrifrer la conformité
U %o E} eepe VvV 0OCS]J<H % E E %% }ES pALE E]S E - % E (}CE
préalablement. liest préférable qudes caractéristiques defchantillons de contrélaoient
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les plus proches possiblede cellesdes échantlons biologiques analysés et couvrent
plusieurs niveaux de concentration pour une vérificatiba la totalité de la gamme de
concerration de mesure(22). La principale vocation des CQI consiste a détecter une
éventuelle dérive danslesperfBu v ¢ [HV ]J*%}*]S]( /s § ve (ES Jve
fidélité intermédiairedes dosages.

>S[ Y 3 pv A u>SDiVe E E % %}ES o[ ve u 0 o« o % |
un organismeextérieurU oo }ve]es VA}IC E o u!ensemBlevddsoo}v C
laboratoires inscrits a cette EEQ> S (BEu S S [ oMo &t8mparaison inter
laboratoire» est parfois tilisé pour remplacer le terme EEQ. La participation aux EEQ est
obligatoire pour les LBM (] v idgntifier un défaut de performancdes dispositifs de DIV
pus]o]e X v &E v U o - Y }wséchbhigées flans@ guile GBEA sous la
forme de Catrbéle de Qualité National, puis exigées par la nomife ENSO 15189 «Le
laboratoire doit participer a des comparaisons inlaboratoires, telles que celles organisées

Ve 0 E % E}PE uu » [ A op 3]}v AES Ev o@mtoirgr 0]8 X >
}]18 *U@EA Joo E 0+ E *pod e o[ A op 8]}v AES Ev 0 <M ¢
"HAE « 3]}ve J@aEsGEe 189 Aritéres de maitrise ne sont pas respestés

> e }JEP v]eu e [ Y % @&} ple v8 S (} & vomedesondroleud u Z Vv
tous les laboratoires participants dans le but de juger la comparabilité des résultats entre
participants. Il est pasible ]¢S]vPu & J(( E vS - S P}E] - [ Y « o0
commutabilité ol Z vsS]oo}v (capadid @davoir le méme comportement

Echantillons natifs de patientsoir section est connueou non, selon que la valeur
cible est déternmée par une procédure de mesure de référenoa non, et selon que
o[ Z vS]oo}v 5 v oCe pv(Thapleddd).pe] HE- (}]°

Tableaul. Différentes § P}E] « [ A op §]}ve ASABv - <M 0]8

E S E]JeS]<u o[ Z vS]oo}v

Cat[ego\r(le Commutabilitéde Valeur cibleselonla Répétabilité de
o[ Z vS]Joo}v procédure de référence mesure
1 9 9 9
2 9 9 8
3 9 8 9
4 9 8 8
5 8 8 9
6 8 8 8
En fonction d choixde o] Z vS]oo}v }vI{E€do SS]pdY Y % US !'SE
différent. Dans le cas idéalo[ Z vS]oo}v }vSE€0 usj]o]- S }uups

recommandations de la norm&lF ENISO 15189 (voir sectioA[l.3.3 et il existe une
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Chapitre 1. Apport de la métrologie en biologie médicale

procédure de mesure deE ( E vV %0 } U CE § Eulv E o Ao puE Jo
}vSE€0 X [ ¢S 0 satégories Y et 2 quivont permettre une évaluation de la

justesse des procédures de mesure par rapport a preeedure de msure de référence.

Cependant, dnsla plupart des casl est difficile de mener des EEQ de catégories 1 et 2 car

vl ]S 9proeéduresde mesure de référence disponislgour tous les analytest la

commutablité des échantillons de contrble estrement évaluée Dansle casdes EEQ de

catégories 3 et 4} puv u sz} E (Ev V[ % * S pslo]- %o } U E

valeurs ciblesmaisou o juupsS ]o]s o[ Z vS]oo}v }esStE€o *3

comparabilitédes résultats fournis pdes différents laboratoires gut étre évaluée méme
s[dqo[uS]o]e VS % * 0 ulu u $Z} }Joe P X /ovVv[e*d vV EAV Z %

la justesse des résultats et A o HE ] o oo}l ] o[ Z wSflomehwaleur }vSEEC«

consensuelle gi correspond soit a la moyee des résultats produits par tous les

participants, soit & la moyenne des résultats produits par les participants utilisant une

méthode donnée ou un groupe de méthodes (groupe de pairs)]v }VA v] v3§ S8
approche est qga ladifférence entre le rédtat fourni par un laboratoire et la valeur cible ne

peut pas étre inte%o E $ v § Eu - ]l @& o Ao puE }ve vep 00 o
biaisée. Cela est par exemple le ,dassque lamajorité des résultatprésene une erreur
systématiquepar rapport a la }v v3SE& S]}v E o0 . leep dBuw sémiztes

catégoriescet6 }EE *%}v VS o [ BB Q Lilisgritvdedchantillons de controle

non commutablesla comparaison derésultats entre les diffrents laboratoires ne peut

ISE A op <u[ pgrope [ ] CE -&-dirg leSlaboratoiresqui utilisent une
mémeprocédure de mesurd.es EE@e catégorie 5 et 6sont les plus fréquente@4)et ne

permettent pas [ A oplaGcomparabilité des résultats obtenus entre différentes
procédures de mesure elles permettent uniquement decomparer les résd S [uv

o }E& S}E A WA e % ]E-U ap]E%HEER 1 S 16]8 E [
procédure de mesure. De plus, si le nombre des mesures est répété (caghasiet 5), la
répétabilité moyennepeut étre évaluée.

Selon les exigences de frme NF ENISO 15189, les LBM doivent assurer la
comparabilité des résultats de mesuagec leurs pairsia les EEQ mais également assurer la
tracabilité deleurs résultats de mesure.

1.3 La métrologieen biologie médicale

[.3.1 Tracabilittmétrologique
Dans le ontexte reglementaire décrit précédemment tracabilité métrologique
[ «&dire le raccordement des résultats de mesure a un étalon national ou international
est exige par la normeNF ENSO 15189 pour les LBM, la nortd&é ENISO 17511 et le
reglement européen 2017/746/EU pour les fabricants de DIV. La tracabilité métrologique est
définie dans le guide NF ISO/IEC 99:20i58 connu sou$e Vocabulairelnternational de
Métrologie ¥IM) JCGM200: 2012 comme la ©o E} % E] $ [uv & epos § u ep
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0 <J 0O E *posS S % pus ISE €& o] uwv €& ( € v % E o
Jvlvs EE}u%op S } pu vs [ S o}vv P }vs  Z pv }VvSE] M
mesure» (25)X > S & ]o]S [T pd VHE]}v [, Sloot}avdédnition

(VIM) est comme «une opération qui dans des conditions spécifiées, établit en une
premiere étape une relation entre les valeurs et les incertitudes de mesure associées qui
sont fournies par des étalons et lesdications correspondantes avec les incertitudes
associéespuis utilise en une seconde étape cette information pour établir une relation

% @Eu SS vS [} S V]E pv CE epos s u *u@&(26).% ES]E [pnv ]v ]

La chaine de tracabilité métrologique pour les analyses en biologie médicale est
Jved]sp [uv  Z] E3®@JAN P & %oiE sijeauxFigue 3). LesLBM
délivrant les résultats de mesure des patients constituent le premier niveau de cette chaine.
Le niveau intermédiaire implique les fabricants de dispositifs médicaux de DIV. Esfin, |
instituts nationaux de métroldg et les laboratoires de référence nationaux constituent le
dernier niveau. La tracabilité des résultats des par un LBM dépend donc de la rigaa
avec laquelle la tracabilité est établie aux niveaux supérieurs.

Figue 3. Chane de tracabilité métrologique

hv Z ]v SE ]o]s S }ves]Spu [uv ep  eeo]pvelidntSeodsukats [ § o}
de mesure a une référence nationale ou internationale. Chatplennage contribue aux incertitudes
de mesure finalegDIV: diagnostic in vitrd

La procédure de mesure primaire occupe le niveau métrologique le plus élevé de la
chainede tracabilité et permet le raccordement des résultats aux unités Sl. Cette procédure
% EuUu S [+ ]PVE <« Ao puE- rence grindBifes) Aont la @urété est
connue avec une incertitude associée. Ce matériau est a son tour utiigéétalonner la
procédure de mesurgle référencesecondaire. Pour étalonner leur procédure de mesure,
les fabricants de dispositif médicaux de/oivent, lorsqy] o+ «dispdnibles, utiliser des
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matériaux de référence secondaires certifies par la procédure de mesure de référence

e }Jv JEX "vEouvsU o ( &] vSe Vv[puS]o]* VS % » ]JE S

référence secondaires disponible % }pE o[ § o}vv P 0 %E&} pE&E

commergalisée, mais produisent des étalons de transfarhsi quedes étalons qui seront
Juu E ] o] ¢ S psS]Jo]Je e ve o e >DX 88§ Z] & € Z] % Eu §

métrologique des résulta e u sucE Ve 0 > DX /o S5 %IE]JU}E& ] C

documentation de chaque étalonnage et le lien ininterrompue<pu[ o E. Si@nes

étape (procédure de mesure ou étalon) est manquante, toutes les mesures situées au

dessous de cette étape ner®nt pas tracables aux unités Sl

>[]v & S§]S pesure dait étreestiméeselon une méthode définie et étre incel
Ve Z U S %o [ $ o}vv P o] Z v SCE ]o]s§ u SCE}o}
. U o[]lv ES]Su u uE dela chpfe ge tragabilité métrologique
prend en conf% S O Ve U O e Jv ES]Spu - u sucE e VIA HAE pY%
sera donc de plus en plus grande en descendant la chaitragabilité . Séon les

E }uu v S]}ve K&Z U of[]v E&S]Su u spuE % ps !'SCE S E 1
méthodes(27)X hv % & u] & u §Z} 3 E]S % E o Pyl %o }
o[]v ES]Spu u sucE Juupv u vR@8) %ka%méhodeh BUM est une
u $z} E (EvVv <u] 8 o suE o[ %lemathématigsiepfenantu }
V. }u%S S}usS e o0 }u%o}e vS o []Jv ES]SH H %o E} eeope L

modélisereS «<p v8](] & % & o o0 u vSsS of tresintervenant dan€He ealcul

H E *puod 83X [ UEE « u 8Z} < o[ %o % pC [WhatioudEs GIQ s@hte o3
également utilsées Il existedes approchescombinant les incertitudes liées a la fidélit
intermédiaire (estimée viaes CIQ les incertitudes associéesx u} o ¢ [ $ o}vv P S
o[]v ES]Su alajystesse de nseire(établie a partir des matériaux de référence ou
% E PV % E} HE E ( & v ). [l]sexist& &dament dgs/approches
combinant les incertitudes liées a la fidélité intermédigiobtenue par les évaluations QIQ
et a la justesse(obtenue par les évaluations EE®t des approchescombinant les
incertitudes liées a la fidélité intermédiaifebtenue pa les ClQet les inertitudes liées aux
étalons du systeme analytique (étalons fournisseurs).

Ve O us [ e ppmélkarer 3a fiabilité des examens de biologie médicale et la
tracabilité métrologiqueaux unités Stles résultats fournis aux patietil est nécessaire
}v [ Add<matériaux de référence certifiés desprocédures de mesure de référence

1.3.2 Matériaux de référence certifiés ghrocéduresde mesure de référence

Un matériau de référenceest un matériau dont les propriétés spécifiquesnt
suffisamment homogenes et stablddn matériau de référence certifié (MRC) est défini dans
le VIM JCGM 2002012 comme «v u § E] M E (E v U }u% PV
documentation délivrée par un organignfaisant autorité et fournissant une ou plusis
valeurs de propriétés spécifiees avecitesertitudes et les tracabilités associées, en utilisant
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des procédures valables(25). Les MR(heuvent étre séparésn deux catégoriesles MRC

primaires et secondairedJn MRC pmaire est un matériau sans matrice contenaum

analyte []vsS @tS}yu pv u o vP [ v 0C S 3oud farthedybphilisée ou en
solutionet dont laconcentration/fraction p }p ¢ v 0CS < egtjeohinde laec une
incertitude associeéeCommeprécédemmentun MRC primaire est lpremier maillon de la

chaine de tracabilité mettant en jeu les différents étalons utilisés efdr@rocédure de

mesure de référence secondaire et la procédure de mesureE } pS]v Xobtéhir une

incertitude minimale satisfaisantepour les résultats de patierdu de contrbleen bas de la

chaine de tracabilité) Jo ¢S Ju%}ES vS }v [ e*uE& E pv JeMRES]Sp SCE

Un MRC secondaire est généralementroatériau en matrice qui peut étre utilisé non
seulement pour étalonner les procédures de me€Bu ( E] vsSe (]Jv [ *pE &
tracabilité métrologique du résultat de mesure, mais également pour évaluer la justesse
et/ou la comparabilité des résultatsbtenus entrelesdifférentes procédures de mesureid
une évaluation EEQ). Dans les deux cagje caractéristique indispensable des MRC
e }v JE& ¢« S O juups ]o]s (Jv [ P& & o0 %0 ]S e u
échantillon réel \(oir. Comme pour tosi matériaux de référence, une valeude
E (EV %}puE pv v oCsS []Jvs CE!S }u pv u o vP [ voCS « ]\
avec une incertitude associée.

Une procédue de mesure de référence est définie dans le \A®IGM 200 2012
commeune « procédure de mesure considérée commerfissant des résultats de mesure
%S ¢ 0 ME He P % E Ap % }uE o] shalews $rigsurées mbtépues & «
% ES]Es drogé&dldtes de mesure pour des grandeurs de la méme nature, pour un
étalonnage ou pour la caractérisation de maaérx de référence $25). De méme qudes
matériaux de référence, il existe deux catégoridss procédures de mesue référence
primaires et secondaires.

L % &} pE Uu *uE % EJu ]E«ubhoré@uliatsde [mhesure]€Bns
relation avecun étalon [pv P E ve méme nature» (25). Ce sont des procédures
utilisées pour caractériseres puretés des étalons primaire$ p (JvI€® o (& S3]}v [M
solution A ce jour,ds méthodes suivantes sontresidérées comme des méthodes primaires
pour déterminer la quantité de matiére dans uah@ntillon:

f La gravimétrie, qui consiste a peser la quantité de matiére. Elle esesbuv
utilisée pour la préparation des étalons en solution.
f Latitrimétrie volumiqueU <u] }ve]es usuyE&E E o <«u vs]s u .
Z v3loo}lv % E o Alaytion de[préactifstitrant ayant une
concentration connue.

f Lacoulométrie, qui consiste <u vS](] E o <«u vS]S us] & [Lv
Vu-euE vS o <«u vs]s [ o SCE] ]S }veluu ML %o E} H]S
[ } A0@2duction.
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f La calorimétrie, qui consiste a quantifierla quantit¢ de matiérepar un
calorimetre thermodynamique isélen mesurant lguantité de chaleur dégagée
ou absorbée [uv  Z v Xame ¢ertaines conditions.

f La dilution isotopique couplée a la spectrométrie denasse qui corsiste a

§ Eul]v E o «u vs]s usd] & [uv Z v8]oo}v A] pv
détectés entreo[ v oCS$§ <U ursdtg@lortinteBnemarquéisotopiquement.

v Z}E-e & [MV u SZ} % E]Ju ]E &ire wtibisée¥% psS P
comme une mé&Z} e v J&E Ve 0 & [uv  <p vS](] §
échantillon en matriceCette méthodeseradétaillée dans la sectiodIV.3.2.2

f >ehalyse par activatiodle neutronsU <p] ¢S pv u S$Z} [ viar€ e O u\v

qui consiste a identifier les isotopes radioactifs créés a partir des éléments a
}Jo E % E + A}JE JEE ] o Z v3]oo}v % E upuv (opk
neutrons, particules chargées.
f La spectrométrie a cavité optique, qui consiste a détettereffets induits par
o[ *}E%S]}vV O OMU] E o0« E [MV Z v§]oo}v %0
hautement réfléchissante.

Les matériaux de référence ainsi ques procédures de mesure de référence
disponibles en biologie médicale sont réperéxipar le Joint Commitee for Traceability in

Laboratory Medicine (JCTLM), €rév 1111 e« p]Sapplicafionde la Directive européenne
98/79/EC.Environ 4000 analytesont mesurés en routinglans lesLBM (29). Pourtant, la
maj} E]S e voGCS e« (}vS o[} 1 § [ A u vprésgatenipas dicorgloS S v
de tracabilité métrologiquesn raie } v o[ vV us E&] pAE Gou de v E ¢

procédures de mesure de référence reconesl intemationalement. En effet, selon la base

de données du JCTLM actualisée en avril 2019, seulement 303 matériaux de référence
certifies pour 170 analytedifférents et 201 procédures de mesure de référence pour 90
analytesdifférents sont référencést0 MRC (pur 29protéines) et 23 procédures de mesure
(pour 19protéines) sont disponible pour des analytes de type protéiqyg0).

.3.3 Commutabilité

La commutabilité est défiaidans le VIM comme ka propriété d'un[matériau_de]

référencg exprimée par I'étroitesse de l'accord entre, d'une part, la relation entre les

résultats de mesurebtenus pour unggrandeufdéterminée dece matériau en utilisant deux

procédures de mesutdonnées et, d'autre part, la relation entre les résultats de mesure

pour d'autres matériaux spécifiés(25). En faitU o tuups J]o]s E S EJ]e o <p
de la rdation mathématique entre les résultats de mesure obtenus v 0Ce v&paftuv

un matériau de référece et [ uS E dws &hantillons natifs de patiengmalysés avean

panel donné de procédures de mesure. Si un matériau de référence est démontré
commutable pour un panel donné de procédures de mesure de performances analytiques
equivalentes, il peut lars étre utilisé pour étalonner ces procéduyed condition que
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certaines exigences soient respectédeglles que sa stabilité, son homogénéité et les

performances analytiques de la méthode de référence utilisée pour certifier la concentration
o[ v XC3 E e+pos 8 u uE } 3vp A ofupv c %o E} UE -

donné est alors équivalent a ceux obtenus avec les autres procédurssrade ce panel si

les procédures concernées présentent une seélectivité et une fidélité équivalentes. E

revanche, si le matériau de référence est non commutable, les différentes procédures de

mesures ne peuvent pas produire des résultats équivalents paugchantillon de patient

donné et ce méme si les fabricants montrent un raccordement métrologique idssiltats

de mesure. Par exemple, une étude menée dans 10 laboratoires en Espagne a montré un

désaccord entre les résultats de mesure dealfalytessur les 26 analysés La principale

raison est la nortommutabilité des matériaux de référence certifiés lisés pour établir le

raccordement métrologique des valeurs associées aux éta(@i3 Un matériau de

référence peut également étre utilisé comme échantillon de contréle de quadité évaluer

I[ £ §]des résultats de mesurdans ce cas, il eégalement impératif que le matériau

pusljo]e ¢}1S }tuups o X v (( SU pv }vSE€o0 Vv S]}v o <p 0]8 u

en 202, qui impligwait tous les BM réalisant des dosagg de créatinine, a montré que

o[usS]o]e S]}v [sdE cesti@onon commutable pouvait entrainer un biais de 5%

par rapport a la valeur réelle pour une méthode doni{ga).

Figure4. Influencede matériaux de référence secondaires neommutables

Matériau E (Ev =+ }v ]JE pSlo]le v S VvS <u[ S o}v %}uE S o}vv E <
du fabricant de méthode de routine (procédgre u & U TU Y Wtévialdes iéférenae

V[ *8 % * }uups o A o0 e Z vStesrésudtaSe % 3] MBEU ~E& epos S iU TU
non équivalentspeuvent étre produits. Il est donc primordial que le maaéride référence soit
commutable pour chaque procédure de mpE  (]Jv [ ecqu(Rardbilite des résultats
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> juups Jo]s [Hv u reféehce est une caractéristique inhérente a un
matériau et dépend des procédures de mesures impliguées. Par conséquence, un matériau
de référence peut étre commutabl@our une procédure mais pas pour une autre.
>[ A op §]}v 0 }uup$ ]adsde réfexence eghse donc sur la construction
[Mv & o S]}v vpu E]J«p v Semesues shrdeg @éhantillons natifs par un
panel de procédures de mesupour lequel on souhaite évaluer la commutabilité de ce
matériau deréférence. Le matériau est considéré commutable si son comportement est
}Ju% E o oOM] . Z vi]oadives)y] & ]{ & Ehtrlns un intervalle
de prédiction & 9%6 de la distribution des échantillons natifSigure 5|A) selon les
recommandations CLSI CB3 (33) soit ve pv ]Jvs EA oo [ %S S]}tv
préalablement selon les recommandations du groupe de travail IFCC sur la commutabilité
[Figure 5|B) (34)X >[]vd ®A 00 [ %3 3]}v % v licationuen u v3§

cojv]«u o[ voCS ul]e Pouvs o[pusS]o]e S]}v (]Jv o *u s

Figure5. Principe o[ A op 3]}v 0O }uupsS Jo]s [UV u § E] M E

~ ¢ W E O[] %% E} Z E P dEese r«ddomnoandatib€ECLSI G3&: une régression
linéaire est établie a partir des résultats de mesure par deux procédures de mesure sur au moins 20
25 échantillons natifs. Seuls les matériaux de références¥%oE ]+ ve o[]vd EA oo %0 E
sort commutables (Points verts). Pour les matériaux de référence non commutables (Points bleus), la
relation entre les résultats obtenus dieuxprocédures de mesure est différente de celle observée
pour les échatillons natifs.

~ o« W E o[ %o % E }ceZbiais relgtif s€torvles guidelines IFCGQV@ différence biais relatif

est obtenue a partir des résultats de mesure par deux procédures de mesure sur au ma@ns 20
échantillons natifs. Seuls les matép /A& E ( E v Ju% E]e veeptationssa® A oo
commutables (Points verts).

La prédiction dda }uupsS ]Jo]s [Mv u § ] p v][ S8uldm échartdlon ade X
patient frais non modifié est commutable par définitiofoutefois il est difficile de collecter
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un volume suffisantqll % Eu SS [ **H@E& & 0 J*%}Vv] ]o]S % E}O0}VP [
M % EuUu SSE o[ v oC- H Ul@E o ZvwwsSloo}v %o % ES] % VvSe
}vSE€0 AES EvV <u 0]S Ve O * [uv Z vS]oo}v }JVSE €«
un mélarge de plusieurs échantillons natifs est donc souvent une nécessité mais peut
engendrer des effets de matricBar ailleirs, de nombreuses autres altératigrle la matrice
sont également susceptibles de compromettre la commutabilité @édhantillon. Par
exemple, le processus de lyophilisati(86,36)U o[ i}usS [ P vSe(38) }hodpq{ vEeS
}u%ote o AP v e (]Jv [ pPuvs E o WO E [V E!S0Phov nA v
vP v & & e (( S- usSE] ¢ °ge %S] 0 [Ju S E ES ]v
[ USE X

[.3.4 StandardisatioriHarmonisation
] v <p o[ veuo e S EuU * uSE}O}P]<u ¢ <}] VvS (Tv]e
communauté de la ®iologie médcale i V % E 00 O (Jv]lule v "uAE
}v %Se S 0 <p 0 ¢S v E ]* S]}v S o[Z Eu}lv]e S]}imtXpas] v «u

définies dans le VIM, elles peuvent parfois se rapprocher de certaines définitions.

w

Le processus destandardisation $§ [Z Bu}v]ecankjste a assurer la
comparabilité des résultats entre les procédures de mesure. Dans ce manusaetnes
« standardisatior» et «harmonisation» sontissts [pv SE d S]}v dedesnm€E o
anglophone « standardization» et «harmonizationi ps$]o]e ¢ % }uE& 0 ¢ E *u0S S
de biologie médicale.

La comparabilité des résultats de mesures est obtegtéce a une chaine de tracabilité
métrologique Le processus de standardisation assure toacabilité métologique compléte
aux unités du Sl}u S}us uSE&E S o}v [}@loE quepld. pdadessd@s

[Z Eu}lv]e S]}v eepE pv SE ue fled 3ésultats@Ee onpBUre a un étalon

}Jve vet o }Jv3 0 A 0 HE 3 e¢]PV % E pv % E} pE u ep
une procédure d} E Upérieur X > %o (E} o eisafidn Etgdonsidéré comme une
alternative du processus de standardisati

Le processusde ¢S5 v (& ]Je* S]}v e U *uE ¢ % Eu S awvpwr uneuo u vSs
]Jvs E% E S S]}v o]v]<p JEE S S pv  }lu% & ]Jo]s e (E *pO?
tempset ve 0 ¢%mais également de pouvoir comparer les résultats desies

OJvV]<H * }H %] Uu]}O}Pl<p e u v o ve J(( & vSe % CeX 0 %
systeme de sant&k W E A u%o0 U o[]Ju% o u vsS S]}v o] Z v s
mesuresde cholestérol a contribué a réduire les colts de Mfilions de dollas par an en
diminuant la variabilité entre les résultats de ¥8a moins de 90(38). La standardisation
est un processus global et souvent long qui nécessite les contributions de plusieurs parties
prenantesW o ¢« /EDe S 0 ¢« 0 }& S}|E - & ( E v ntsde PI¥, o}vv P |
0° }JEP v]e $ puE* [ YU o0 -+ IesDbiblogistes ai Jes|alitaritds de sarf89).
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Deplus, lastandardisation est accomplie quand les deux condg@dditionnellessuivantes

sont réuniesW o (1v]8llv o J&E H U suCE v (1v o[ eepE &E
méthodes mesurent le méme analyte et les connaissances technipagsettant de
développer des matériaux de référence et des procédures desumee de référence
présentant des performances analyticmi@ppropriées(18). A ce jour,il est possible de
raccorder les résultats de mesure aux unités Sl pesranalytes de petite taille comme
certaines vitamines ou électrolytesar la définition du mesurande est moins complexe.
Cependant, dns o sandlytes plus complexgsouvant étre présents sous différentes

formes (e.g. protéines avec différents degrés de structure et des modifications post
traductionnelles), la définitiomlu mesurande devient délicate. Par conséquentfamction

de la sélectivité¢ des différentes procédures de mesurpliquées différentes formes
peuvent étre mesurées. Dans ces situations, le mesurande est défini par consensus entre
plusieurs parties prenges. Cependant, dans la plupart des cas, ménie Biesurande est

bien défini, la tracabilité des résultats peut ne pas étre assurée aux uni{@8)SEn effet,
HV U § E] U %o uE o[ voCS % uUS !SE % E} p]S u Je 0o u -pE&E
v[ 8 %ujours possible en raimn des limites et contraintes techniques. Dans cees,

0[Z Eu}v]ecanklitue une approche alternativepouvant étre implémentée plus
facilement pour établir la comparabilité des résultats sans pour autant établir la tracabilité
des résultats aux unitési(40).
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Chapitre 1. Sepsis et résistance aux antibiotiques

.1 Sepsis

[1.1.1 Historique etdéfinition
En Grec ancienglterme sepsigiérive du motgrec putréfaction[[ <« pidnitie la

décomposition des matieresrganiques, végétales ou animales fmprésence de bactéries
(41) Le sepsis a étéédrit médicalement pour la premiere fois palippocratedans son
corpus hippocratique entre les années 4800av.J-C comme une dégradatiodangereuse
et odorantedes tissus biologiquegans le corps humai(2,43) Plus tard,Celsus 1*" siecle)
et Galen (2m¢siécle) }v § E]S 0 ¢ ¢]Pv ¢ [ipwsols famede Easodilatation
périphérique, de fiévre, de douleur, Rugmentation de la perméabilité capillaire et

Ce(}v S]1}vv u v§ sfa4rEn 879880, Louis Pasteur a mwé pour la premiere
fois la présence de bactéries dans la circulation sanguine chez les patients présentant une
septicémie puerpéraleLa premiere définitionmoderne et scientifigue du sepsis a été
proposée parle Dr. Schottmuller en 1914. Le sepsis edors défini comme une
disséminatiordans la circulation sanguingl P v%e SZ}P v « % E&S]E& [uv (}C &
provoquantdes symptdmes systémiqueksns les organes lointair{d5). Pourtant, le sepsis
reste difficile a définidu fait desa complexitéet sa définitiona évolué dans le temps avec
le progrés desonnaissances médies etde la compréhension deaphysiopathologie

En 1997 le College Américain dgmeumologues(ACCP pouAmerican College of
Chest Physiciahst la Société de médecine des soingensifs(SCCM pousociety of Critical
Care Medicingont défini le segis comme une réponse inflammatoire systémique de
O[}EP v]eu uv  Und cahfgrence de consensus a égalemergroposé une
classification donto[} i &t4i de différencier les proasus infectieux et noimfectieux
(46). Selon cette classification, quatre conditions ont étéfidies selon leur
séveérité: le syndromede réponse inflammatoire systémique (SRIS), le sepsis, le sepsis
sévere et le choc septique.

Le syndrome de réponse inflammatoire systémique est déclenché ifféremtes
conditions infectieuses ou non infectieusdisestdiagnostiqué quand le patient psénte au
moins deux degléments clinicebiologiques suivants

f Une température corporelle supérieure38°C ou inférieure a 36°C,

f Une fréquence cardiaque supérieure a 90 battements/minute,

f Une fréequenceespiratoire supérieure @0/min ou une pression &grielle en CQ
inférieure a 32nmHg,

f Une numération de leucocytes supérieure a 12000/pL ou inféei@aut000/uLou
il'y a plus de 1@ des formes immaturesges leucocytes

Le sepsis est, quant a lui, usiuation clinique qui regroupe a la fois le SRi@ne
Jv( 3]}v % E} 0 X > o %oe]e « A E 5 ] Pv}ed]lcu O}Eecu[pv
( Joo v [JEP v U pv ZC%}% E(He]}v }H UV ZC%epBume]}vX Vv
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sepsis sévereszocié a une hypotension réfractaire et/@ula néc *+]s []vigeddés
vasopresseurs et/oa une lactatémie supérieure dhmol/L.

Figure6. Classificatiordes conditions infectieuses ou neimfectieusesliées a un sepsiselon le
premier consensus international en 19946).

Quatre conditionssont présentéeg;lassées en fonction de leur séveérlté premiere condition est le

syndrome de réponse iafhmatoire systémique (SRIS }E < p[§l0 }u% PV [uv Jv( S8]}vU
diagnostic du sepsis est établi. Le sepsispdutPPE A E 3§ A}lop E A E+ pl&E (JEuU « ¢
sepsis seévere et le choc septique

La premiére définitiorde 1991 décrite cidessusa permisaux cliniciens de faciliter le
diagnostic dusepsispar les éléments cliniques principaukourtant elle pésente des
limitations. En effet, [ A ou #¢}wdeuxélémentssur quatre» pour déterminer le RS
est arbitrdare et non spécifige selon Mayret al. (47) en particulier en service de
réanimation ou la majorité des patients présente ceséléments clinicebiologiques Par
ailleurs, @ns certains cas, les §] vse }vs o[ A] v o ¢|Pv grajaumais|v( S]}v
des criteres de SRIS non rempli©e plus, [ A op $§]8sv biomarqueurs comme
arfterleukine IE6, la procalcitonineou laprotéine Gréactive (CRPY [ emasabordéedans
cette définition(47).

Cette classificatiom été actualisée lors de la deuxiéme conférence internatiodale
définition du sepsien 2001,réunissant les experts de cing societdA@JPla SCCMJa
société européenne de médecine de soins intensifs (ESICM pawpean Society of
Intensive CareéMedicing, la société ameéricaine thoraciqu€ATS pourAmerican Thoracic
Society et la société des infections chirurgical@S pouBurgical Infection Socigt{48). Ce
deuxieme consensus a introduit wysteme de classification des patients par stade de
gravité, et définit le sepsis comme une situation diny oo} ] uHv o <¢]J}v [}EP v
définition similairea celle du sepsis sévere élaborée en 199iurknt les nouveaux critéres
diagnostiquesne modifient pas completement ceux proposées en 1991Par ailleurs, la
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deuxieme définition antroduit une coriusion dans la classification entre le sepsis et le
sepsis séver¢3).

Une troisieme définition internationale du sepsis(SEPSHS), basé& sur le
dysfonctionnement [JEP v § o V]A u U} EBEB|EE » vEEAMUJE- [pv
groupe de travail desociétés ESICMet SCCM en 201@19) (Figure7). Ainsi, le sepsis est

défini commeune réponse dérégulée o[} EP v]eu uv Jv( S]}v VvSE ]Jv vS c
fonction des organes et un risquéal pour le patientSelon cette nouvelle diition, i o wg
plus dedistinction entre le sepsis et Eepsis sévereo ( Joo v [ } @&dtuse darss

la définition du sepsi€n pratiqueje dysfonctionnement [JEP v 5 ] wo§] Juv
score [ A op 8]}v ¢ <p v3] pdoo v « [} @EOFApour Sequential Organ
Failure Assessementialculé en évaluant la gravité do[ 08 (E S]}v e (}v 8]}ve A]
principalesdu patient: fonction respiratoire, coagulationfonction hépatique, fonction
cardiovasculairefonction neurologique etfonction rénale [Tableau2). Lhe augmentation
d[ 4 u}]Zpointsdu score SOFAen supposant que lscore SOFAde baseest zéro en
o[ vV C « (} v[ 3E}R préexistante aigue ou chroniguepermet de mettre en
évidence un sepsi$elon la définition SEPSSke choc septique est une complication grave
du sepsis, et est caractérisé par unedéfaillance hémodynamiqueavec nécessité

[ u]v]e3Es v@&opresseurs pour maintenir une pression artérielleyerane supérieure
a6smmHgouun }v VvSE S]}v ¢« vPu]v [supérieue & P<mmol/L malgré
un remplissageasculairanitial bien conduit.

Figure?. Classificatiordes états septiqueselon la troisiemedéfinition internationale SEPSI$ en
2016(49)

La définition SEPSBSclasse le sepsis en deux catégories (sepsis et choc septique) lselon
Ce(}v 8]}vv uvs [}JEPV 3§ o V]A u cher}@sspaiphtslp sefsSidst
diagnostiqué o} E i g une augmentation de 2 pointtu score [ A op 3]}v ¢ <p v3] oo .
( Joo v e« [}@&@FHobteru a partir de @&falation des fonctions vitales principales du
patient. Le choc septique, est diagnostigletsque le sepges S }u% P v défdillance
hémodynamique.
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Tableau2. Calculdu score SOFA a partir de I'évaluation des fonctions vitales principales

Score SOFA 0 point 1 point 2 points 3 points 4 points
Fonction respiratire
PaO2/FiQ, mmHg * 400 <400 < 300 < 200 <1®
(kPa) (53,3) (53,3) (40) (26,7) et VA (13,3) + VA
Coagulation
Plaquettes, x 13uL *150 <150 <100 <50 <20
Fonction répatique
Bilirubine, mg/dL <12 1,219 2,059 6,0-11,9 >12,0
(umol/L) (20) (20-32) (33101) (102-204) (204)
Fonction @rdiovasculaire
Hypotension PAM ¢ 70 PAM <70 Dopamine” Dopamine > Dopamine >
(mmHg pour la 50u 50u 15 ou
pressionug/kg/min dobutamine adrénaline adrénaline
pour les amines) (toute dose)  "0,10u >0,10u

noradrénali noradrénali
ne "0,1 ne>0,1
Fonction reurologique

Score de Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
Fonction énale

Créatinine, mg/L <12 12-19 20-34 3549 > 50

(umol/L) (110) (110-170) (171-299) (300-440) (440)

DiurésemL/jour < 500 < 220

PaO2 pressim artérielle en oxygéne FiO2 fraction inspirée en oxygene

VA : ventilation assistée ; PAM : pression artérielle moyenne (estimée par (PAS + 2xPAD)/<
PAS pression artérielle systoliguePAD. pression artéelle diastolique

Amines (dopaminejobutamine, adénaline, noradrénaline)dose erug/kg/min

L[ A op 3]}eorelSOFA eappliquée en routine en réanimatiopour le diagnostic
du sepsisCe score est facilement calculé maisnécessite de réaliser des prélevements
multiples Cdte procédure v[ «d®ncpas compatible avean besoin de diagnostic rapiden
cas desepsis.Parconséquent le groupe [ A %o ré&lEns dans le groupe déravail sur la
définition du SEPSIS a également proposé ursecond score SOFA permettant de
diagnostiquer apidement les patients a risque et de débuter précocement une
antibiothérapie (QSOFApour quick SOBALe scoreqSOFAest déterminé a partir derois
variables cliniques simplesune pession artérielle systoliquanférieure ou égale a
100mmHg,une fréquence respiratae supérieure ou égal@ 22/min, et une onfusion.Un
score qSOFAupérieur ou égah2 [ ¢+} ]un risque de sepsigui doit étre confirmépar
la suite endéterminant le score SOFAUne étude européenne menée dans 30 centres
hospitaliersfrangais espagnok et suisss a confirmé la supériorité des criteres SOFA et
gSOFAvar rapport aux criteres SRi8ns la prédiction de lmortalité (surface sous la courbe
sensibilité/spécificité (ROC pour Receiver Operating Charactedst@)/ 7 pour les critéres
SOFAet 0,80 pour les criters gSOFA, contr®,65 pour les criteres SRIE0) Selon les
auteurs,un score qSOFA inférieur2dest associé an taux de mortalité de 36 conte 24 %
dans legroupe de patients présentant un score qSOFA¢sepr a 2
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[1.1.2 Epidémiologie

Le sepsisa été classé en 2017 comme ungpriorité sanitaire mondiale par
d@¥ganisation Mondiale de la San{f®MS)en adoptant une résolution pour améliorer la
prévention, le diagosticet le traitement cliniqgue du sepsike nombre de cas de sepaigté
estimé a 48) millionsdans le monde en 201(B1). En 2002 le sepsis représeatt environ
6% a 30% descas degatients admis dans les services de soins intersgfsn une étude
menée chez 3147 patients dans 24 pays européy. Selon une étude menée en
Angleterre dans 189 unités de soins intensifsju ] vmoyennedu sepsis et du choc
septique classéselon la défiition Sepsis3 estde 101,8 et 19,3 cas pour 100000 fiznts,
respectivement (53). % v vSU o[]wu sepsis varie en fonction de différents
facteurst o <yu  0¢ P+ UWetHoiecet lesfacteursde comorbidité.>[ S 2tal.
amovSE «u of]v] v L e %] & ]35 o P (Fatenwse Yue gphez o A Z
I homme (51). Le sepsis est deux fois plus fréquehiez la population noire que chez la
population blanche selorifférentes études menées aux EtatdJnis (54t56), ce qui est

% E]V ]% 0 u vS8 A% o0]<nu % E o0 1(( & v o[ Stréces » vS§ S
deux populationg56). Deplus, le sepsis est souvent assogié] WSE& * u o ] ¢« JuljE& ] -
S§ 00 <pu 0o ] S UoO[]veu((]s v E ] <4 U nigquey leocafjcefowoul}lv | E

o[Juupyv}essoms7,58)

En dépti des progréséalisés dans le domaineed[ vS8] ]}5Z Edé&dd priseé en
charge des défaillances viscérales, le taux de mortalité du sepsis reste élevé. Ere effet, |
sepsiest ahe des% E u] & - e e ult@E&s o]s avgc 12,0orlilong ¢ ] o
morts en 2017, ce qui représentenviron 19,7% desdécestoutes causes confondug$1).

Ce taux de mortalité du sepsis estiable en fonS ]} v o[ P X v uX{edtortalités
atteint plus de 70% chez les efants en bas aget plus de 506 chez les personnes agées
(51). Il est @galement variable en fonction de la sévérité du sepaiteigrant 15% a 2%%
pour les patients atteints de sepsis et %A 50% pour les patients en cas de choc septique
(59,60) Letaux de mortalitéest particulerement élevé dansles pays &aible et moye
revenu qui se situenprincipalementdans o « & P]}ve [ (SEhprignnan [ <]

[ U Elp (51). Cela peut étre expliqué par waccésmoindreaux soinset
des stratégies de santé publiquaon optimalesdans la gestion et la me en charge
thérapeutique du sepsis

(V513
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Figure8. Inddence(A) ettaux de mortalité (B) du sepsis dans le monde (selon Raddl. 2020
(51))

Selonles }vv ¢ }oo § < v 7déddd et [g taxX de mortalité du sepsis sont plus élevés
chez les pays a faildeet moyers revenws. Ces pays se situent principalement en Afrique
subsahariene, en Asie et en Amérique du Sud.

Ladurée deséjourhospitalier lie au sepsis augmente égalenteavec la sérité du
sepsis En effetselon une étude statistique de donnéescueillies er2013 aux Etatd)nis,la
durée de séjour hospitalier est dg5 jours pour le sepsis, 6,5 jours pour le sepsis séuere e
16,5 jours pour le choc septiguél) Les coltsassociés asepsisreprésentaientenviron
8,8% du budget total des soins hospitaliers aux Etaigs en 2017, la plus couteuse
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pathologie S ]S o [&f €8@rfSertdit un colt de88,2 milliards dollars(62) Ces
dépenses ont tendance a augmentau cours du tempgiu fait du vieillissement de la
population, de I[ puPu v§ §]}vincidene¢ de maladies chroniquesdes thérapies

[mmunosuppressin, des transgdantations, des chimiothérapies et des procédures
invasiveg63).

11.1.3 Etiologie

Le sepsis est défini comme un syndrome désigne touteréponse inflammatoire
généralisée associée a une infectioavg. Il peut donsurvenirchez les patients atteints de
différentes maladiess oo » <up 0o u o ] ] ®EZ J<u U o[lv( 38]}v + A}]
meéningite Chez les patientatteints du psis, ¢s maladies diarrhéiques sont les premieres
causes d sepsis devant les infections des voies respiratoires inférig@r8amillions de cas
en 2017 chez les deux sexes tout age confdridesinfectionsbactériennesreprésentent les
causes les plufréquentes du sepsis, devant les virus et pesasites(64). La majorité des
patients atteints dun sepsishactérien estinfectée par desbactériesa Gam positif.En effet,
selon une étude menésur 211 patientslans un service des urgences aux Etatss entre
2005 et 2007les bactériesa Gram posifi ont été retrouvées chez 6% des patients infectés
(65). Husebyeet a. ovS P o u vS u}jvS®E® puv 8§ pAE []Jv( S]}Vv *u% E] ¢
bactériesa Gam positf par rapport aux bactériea Gam négatif (5%b6 contre 424) (66).
Pami les bactériesa Gam positif, Staphylococcus aureus et Staphylococep&dermidis
sont les souches les plfrgquentesavec 20,%% et 108 % des testspositifsrespectivement
(67). Quant aux bactériea Gam négatif, les plus courantes soesHifférentessouchesde
Pseudomonasdont la souche Pseudomonas aeruginesa&scherichia cohvec19,9% et
16,0% respectivemenid?).

I1.1.4 Physiopathologie et conséquences du sepsis

11.1.4.1 Physiopathologie du sepsis
La physigathologie du sepsi®st complexea établir car elleimplique plusieurs

éléments de réponsanti-inflammatoire en cascadeallant de o & }vv Jee v s [ P vS§
infectieux (bactée aGram négatif et aGram positif, champignons, virus ou parasitesix
E %o}ve o o[} EP VA gourZ €8s Xtats infectieuX, y a une activation de
nombreux systemes cellulaires (macrophages, leucocytes, plaquettes, cetdlethéliales,
Ye § Zuw}@ mplémenU } Puo S]}vU %o @Hilentrainell déxonsequences
cliniques importantes, en particulier une coagulation disséminée intravasculaire, une
hypotensionréfractaireet une défaillance multviscéraleLa physpathologie du sepsis est
illustrée dandalFigured| > % & u] & & %o}ve E %o] § ((] O[}EP

P v3e % SZ}P v ¢ 3 de[la&§porise} immuniteé innée. Cellei implique
principalement des macrophages, nmamytes, granucytes, cellules dendritiques et cellules
lymphocytescytotoxiques naturelslu systeme immunitair¢e8).
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Figure9. Physiopathologiedu sepsis %o pt]e 0 & }vv Jee Vv e P vSe %IXSZIP v ¢ i
conséquences cliniques manifestééadapté selon69))

Les cellules du systéme immunitasent les premieres barriéres suite a la détectass PAMPS et

desDAMPS > [ §]dk dep réceptars sesituant sur les cellules immunitaires entraine la libération

de nombreux médiateurs circulants issus des cellules immunitaires et des cellules tissulaires tels que

les cytokines, les composants du systeme domplément, les enzymes eles peptides

antimicrobiens. Ces médiateurs vont déclencher de nombreuses conséquences cliniques telles que la
} Puo S]}vU 0[ZC%}S ve]}v S o ( Joo v [JEP v X

Cetteactivation sedéclenchenon seulemenpar la détectiordesmotifs moléculaires
caractéristiquesdes micro-organisme pathogenes, appelés PAMRBathogen Associated
Molecular Patterns)mais également des produitiébérés parles tissus endommagese
o[}EP vHhata, motifs moléculaires associés aux degagpelées DAMPS (Damage
Associate Molecular PHerns). Leterme PAMPSest proposépar Charles Janeway en 1989
pour caractériser des molécules[} E]P ]V § E] vv U (}v.PGepson}deA]E o
éléments se situant a la surface des microrganismes ted que les endotoxines
(lipopolysacharides)J -gtycane, flagline, lipoprotéines, % % S] }PoC v « }u o[]vs (
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des micre}EP v]eu ¢ 0}Ee<u[]os *}vS APNE p ARN}Casclémentssont

phylogénétiquementconservés et caractétiques des micreorganismes au cours de

o[ Atjam (70). Contrairement au terme PAMP & terme DAMPSest propog par Polly

Matzingeren 1994via le concept de gignal endanger» pour caractériseides molécules

libérées paro ¢ 0 ¢]}ve o u SE] ASE oopo |JE ~(E& Pu vse [ ]
[Z %o E]Jes ckllulesstresséa/nécrotiques O[}E&P v]eu Z€S S &DNu o dW

mitochrondrial,la HMGR. (Hgh-Mobility Group Box )i, la protéine S100Jes protéines de

choc thermique (HSKJO0).

Lesstructures moléculairePAMPS et BMPS sonteconntes par desécepteurs PRR
(Pattern Recognition Receptdreles monocytesdans la circulation sanguinet des
macrophaesau niveau tissulaireCesrécepteurspeuvent étresoit membranaire (ToltHike
receptorsTLR etGtype lectin receptor€LR}¥oit intracellulaires (NODIlike recepbrs NLR et
RIGI-like receptors RLR). LexcepteursTLRsont exprimés a la surface cellulaire ou dans des
compartiments intracellulaires. Parmiek récepteurs LTHRe récepteur LTR reconnait les
lipopolysacchrides (PS) des bactériea Gram négatif, le récepteurLTR2 reconnait les
peptidoglycanes des bactéri@sGrampositif etle récepteurLTR7 reconnait les ARN viraux
(71). Lesrécepteurs CLRixent la partie glucidique des glycoprotéines qui joue un réle

[v & P ] A t€ path®génes.Quant auxrécepteurs cytoplasmiquesNLR ils
reconnaissent des composants intraellulaires des microrganismes pour recruter un
complexe multiprotéique (inflammasomegui déclenche la production des cytokines
inflammatoirestels que les interleukine (-1t et 1L-18) qui sont impliqués dans la mort
cellulaire programmégé41).

>[ 3]A @43 wecepteurs PRR entraine la libération de nombreux médiateurs
circulants issus des cellules immunitaires et des cellules tissutalsague les cytokines, les
composants du systéme du complémelds enzymes etles peptides antimicrobiengjui
participent activementau déclenchement de la réponse inflammatoiteescytokines sont
des composés solubles ou membranaires permettant la communication entre les cellules.
> e CS}l]v e ] 0 vSs * OOHO * o [ Fgalenvgrided vgands aonjme
le foie pour la production de CRR 0[ZC % }SZ 0 upe %o} |gEevre ai las 2elldes
endothéliales pour le processus decoagulationOn distingueplusieurs types de cytokines
descytokines pre]Jv(o uu S}|E e« -AdIEG H2/k15 et /& ErU tddsaytdhines
chimio-attractantes (chimiokines CXCL&)des CS}I]v « E Pupuo SE] - e[]v(o uu
iTU d'&lte Heuxieme type de médiateur estprésenté pardes protéine circulantes
plasmatiques du systéme du complément, qui o v Z v§ 0 o $E}]s A}] « [ §]4

Ju%o u v JE ¢« }VA EP v3 A E« o (}Eu 38]}v [uv }tu%o A

permettant lalyse des microorganismes infectielbesenzymes et peptidesrdaimicrobiens
sont, quant a eux|ibérés par les polynucléaires et les mastocytes du systeme immunitaire
adaptatif, telles que les protéases, les myélopéroxidases, les élastass et les
métalloprotéases. Ces protéines peuvent agir de fagon directe ou atdipouréliminer des
micro-organismes %oopeU [ USE ¢ u ] § p@Eamideoolbérép pav[[Es
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polynucléaires basophiles et les mastocytes provoquene vasodilatationet une
augmentation de la perméabifit et la sibstance P produite par les mi@cytes est
responsable du signal d®uleur.

11.1.4.2 Manifestations cliniquesiu sepsis
Lessignes cliniquegv]S] pAE H * %oe]e *}VvS HAE [pv Jv( S]}tv P 1
I [Hv Ce(}v S]}vv u v(72) JL@&sPorincipaux signes cliniques sont énuméreés
dans les définitions du sepsis et du choc septique (seation . lls comportent
freguemmentune fievre ou ne hypothermie, une tachycardie, une polypnée, une paleur ou
une rougeur cutanée et des troubles neurologiques (confusion, agitation voire @)
En fonction @sdélais di diagnosticet de la prise en charge thérapeutigue sepsis entraine
différentes conséquencespouvant menacer le pronostic vital du apient, telles que
0[ZC % }S ve]}vU oetlddefgibantejmultiviscérale

L JHE- o[]v(o uusBA}Shvo oopo JE S o o] & S]}v .

0[]V (haation des cellules immunitairetelles queles cytokines(IL1, TNF), d[stamine,la
bradykinineet la thrombine régulent le tonus vasculaire et la vasomotricités dmllules
endothéliales des vaisseau®es modifications caractéristiques des cellules endothéliales

ME vS o] § § ontweE] rapportées telles que la contraction des muscles le
gonflement etla séparation de la matrice extracellulaire sgasente(74). Ces moditations
entrainent une augmentation de la perméabilité capillajnene défaillance cardiocirculatoire
associ@ a une hypovolémie absolue ou relativeet par conséquentune hypotension
(diminution de la pression artériellefécessiaint le traitement symptomatiquenitial par le
remplissageet o[ u]Jv]e3S @& SVasoconstricteursPar conséguence, unenauvaise

]*SE] pus]tv - ]Se « vPu]ve organifmesprovoquene diminution de
la perfusion tissulaire, une altération de la microcirculatioryet Ce(}v S]}v [}EP v X

La } Ppo 3]}v 35 S§]A o <u[]oXCA}ev o[ egh@dduwes du
complément et de cytokines (surtout-8) produites lors de la réaction inflammatoiggar les
cellules endothéliales et les cellules imntaires, le nombre de facteurs tissulag€TF)
augmente et activea cascade dela coagulation [Figure 9). De plusU o[ Z +]}v
neutrophiles a la surface des cellules endothéliales réduit la d&#pdwivaisseau grévenir
la formaton des thrombies. ¢ % Z v}iu v ¢ ¢}vS (E < %dctivationmassiafle
la coagulation Au coursdp e+ %oe]*U o[ 3]A]8 (] E]v}oCsl«u S (}ES
o[ pHPu vs §]}v 0 *CvSZ - o livaddur seplEsrmogénd de type 1
(PA11) par les cellules endothélialest les monocytesAinsi, le systeme de régulation
devient débordé ce qui VSE ]Jv 0 %o % @op§lilation [iptvavasculaire disséminée
(CIVD) qui est caractérisée par une adtion généralisé de la coagulation sanguine dans
un systeme vasculaire anatomiquement inté€b). Le sepsis est la caupencipalede CIVD
aigue, représentant 14% a 326 des caér6). Par comséquent, as caillots sanguins se
forment dans la circulationppouvantbloquer de petits vaisseaux sanguins dans les organes
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ou les menbres.Celaentraine unediminution de la perfusion sanguir(eéduction dudébit
en oxygéne eaccumulationdu dioxyde de carbonet desdéchetsdanso [} EP ¥ ]eu

La diminution de la perfusion sanguine provoque un dysfonctionnement et parfois

une défaillance d'un ou de plusieurs organedont les reins, les poumons, le foie, le

EA p 3§ olamo@ié alPu v3 Vv % E s« v [Hv ( Joov upo3]/
carchaque organe défaillardugmente del5 a 20% le taux de mortalit¢77). La défaillance
multiviscérale estrapportée }uu UV % Z V}iu Vv %S S]( S % E}S S p&E
Z€S o[ P@(]w]}V AlRSmGEt des celluleg74). En effeSU <p v o[} EP v]eu -
rétablit apres une infection, les cellules retromte p (LE § u *puE ofewrs u o
activitésnormales <u] VSE Jv pv E p% E 3]}v % E}PE «-]A o
chez les survivantg8,79)

[1.1.5 Diagnostic du sepsis
Le diagnostic du sepsis repose principalement ssirsigneliniques du patient, les
tests diagnostiques bactériologiques ou le dosage de biomarqueurs du sepsis.

Les manifestions cliniques du sepsiprésentées précédemmentsont souvent
atypiques etconfondwes en raison de sa physpathologie complexePa conséquentil ed
difficile Btablir undiagnosticappropriédu sepsidasé uniqguemensur o[ A op 3]}v o]v]«
du patient.

=

Lestests bactériologiquesont considérés commegesméthodes de référence dans la
E Z €& Z [ unvfectleDx @oul confimer la présence de souches bactériennes. Selon
les recommandations issues de tmmpagne <&urvivie au Sepsis (Surviving Sepsis
Campaignjjui a pour p$ [ u o]} @laiElediagnostic ede traitement, il est préconisé
[ (( $uapidement des prévements microbiologiques (moins de 45 minutes) avant
[Tv]1S] & pv VvS] 118Z &E %o] (v [ -AdgatiE(80). EnCEffetuib & &é ( p/E
UJVEE <«<u o[ P vE % 3Z}P v vdams 3%s desFcas @&qqiés lorsque des
traitements antibiotiques on&té administrés avanlke test bactériologiqug81). De plus, il
* Pouvs E }uuv [ (( U E + % @E 0 A u vse pE [ usE
P v8e % SZ}P v ¢« (]v § Eu]v & aoconrdiions deorld pds psdvoquer
un retard importantdanso []v]S] S]}v M SU&S psnaipaxSixe « irffectionrapportés
sont pulmonaires (350), hépatedigestfs (25%), urinaires (1%0), liées a un cathéter ¢b6)
(82). Un test bactériologique permetv}v ¢ po u vsS [] VvS](] € o[ P vS % SZ}F
P ouvs S¢S E 0o & °¢]*S Vv HAE VvS] ]}8]<pn e (]Jv [ %S E ¢
o[]Jv( 38]}vX WIuES viU o[]v }tedt bictéBologiguer @st g déla
[} § v8]}v u CEreffef ISsXésultats ne sont disponibtase 24 a 48 heures aprés
0 % E o A uvs [ Z vs]Joo}v v E ]Je}v o] []Jvu S8]}v v
bactérienne. De plus, le test microbiologique est positif cbealement60% des patients
atteints dusepsiq52).
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Ledosage déiomarqueurs du sepsieprésente alos un outil efficace pour aider les

cliniciens dans la prise en charge des patients grace a la facflitt «aux testset la
rapidité des tests. o}v o[/veS8]SusS v S]}v o u E] ]v o ¢ VSt ~E/,*U
défini comme une caractéristiqueug est objectivement mesurée et évaluée comme un
indicateur de processus biologiques normaux ou pathologiques, ou de réponses
pharmacologiques a une intervention thérapeutiq83) Historiquement, en 1948 la
protéine de Bence:}v U puv.Z 'v o P & o[Juupv}Po} po]l]vw
des pdients atteints [pv uC o{84) Dans le domaine de la cancérologia[pha
fo S}% E&}S Jv S o[ vSémRbwyonnale dntlété découverts comme biomarqueurs
de cancer dans les années 19@5%)X >[ oratdn des performances des techniques de
dosage et la baisse de leur codt facilitent les recherches et la mise en place de nombreux
biomarqueurs dans lgratique clinique. De% opusU A o[ A}lous]}v o }vv
médicale et la prise en charge desh vseU 0 ¢« J}u E<p uE+ ( A}E]* v3 0 %
approche thérapeutique traditionnelle a une approche ciblée (médecine personnalisée). Il
existe différents types de biomarqurs en fonction de leur utilité les biomarqueurs
pronostiques qui prédisenles caractéristiques évolutives des maladies, biomarqueurs
diagnostiques qui | VvS ]J(( E v] E pv S SusS u o [MV S 8§ o Jv ¢
patients et les biomakp PEe* % E& ] S](* <p] % E ] vS o[ ((] 18 [Uv
orienter la décision thérapeutiqueUn biomarqueur est considéré comme idéal quand il
reflete les anomalies de la condition physiologique de facon spécifique, sensible et corréle
étrotement A o[ Alops]}v o]v]<p p % 8] v§ A v§ (86 UnE v3S o
biomarqueur idéal doit, dans la mesure du possilgeuvoir étre mesug avec un co(t
raisonnablene pas nécessité de préléevement invasif pour le patient, ne pas étre influencé
% E o[ 3 W % 3] v8 ~ P U « £ U §Znuthle) médication)@7)\wa VA]E }v\
% E(}EU Vv [uv  Jlu E<yu HE %}pE o ] Pv}es] 3 }JpA v
parametres tels que la sensibilité, la spécificité, les valeurs prédictitves et négatives
(VPP et VPNt les valeurs de la courlmaractéristique % E(}EuU v ROGadires ~
receiver operating characteristicles valeurs deessbilité et spécificité sont déterminées
dans une population de patients ou le statufpsigue ou non septique est déja connu dans
le but de comparer les performansele différents biomarquelws. Quant a la courbe ROC,
elle permet de déterminer le seuil de concentration ou la combinaisptimale entre la
specificitéet la sensibilitéLes vadurs prédictives sont utilisées pour évaluer la performance

[uv ]}u & «p sitdstion réelle car les cliniciens vont évaluer si la maladie est présente
ou non chez un patient en interprétares résultatsavec la prévalence de la maladie dans la
populaion (88). Dans le cdre du sepsis, les biomarqueudrculants (}vsS o[} i § [unvV
attention croissante depuis plusieurs années afi@ pallier les difficultés rencontréesn
pratique clinique pour le diagnostic du sepsis et la distinction entrdifé&rentes causes du
sepsis (bactérienne, virale ou parasitairen raison de nombreux processus
physiopathologiquesimpliqués (voir section All.1.4.3, il est difficle de définir un
biomarqueur idéal du sepsis. f@um international sur lesepsis (The International Sepsis

U<
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Forum)de 2005 o }E pv E °*Ce+S u S]<u %alat (& validationsd€] S]}
biomarqueurs du sepsi (89). Le rapport proposait la prise en compte des trois
caractéristiques de performance pour valider un biomarquela molécule réellement
mesurée par les essailg capacité de discriminer les patients attis des patientsnon
atteints du spsis, la % ]S Pul] & o - ]*1}ve oO]V]<H ¢ %o}uE U ¢
patient. Selon une revue publiée en 2010 analysant 330 études, il existe plus de
178biomarqueurs évalués pour le diagnostic du sepsis. Cependant, la plupart de ces
biomarqueurs ne sonpas suffisamment spécifiques et sensibles pour une utilisation en
routine en clinique(90). Une autre étude menée en 2016 a identifié brbarqueurs
(procalcitonine, présepsine, protéine-r€active, interleukines, protéine de liaison au
lipopolysaccharide LBP, récepteur soluble de déclenchement de type 1 exprimé sur les
cellules myéloides sTREM neutrophie nCD64) étudiés dans au moingtdides cliniques
effectuant des analyses statistiqu€81)X >[]vsS E!S 0 % O0M% ES * J}u
également été confirmé par enrevue de Teggeret al basée sur 119 études et méta
analyses(92). La complexité du processus physiopathologique du sepsis rend difficile

o[] vS8](] S8]}v [uv r bhigue&Epqur le diagnostic de toutes les formes de sepsis
88X > E Z & Z o]v]<p *[}E] VE A E+* 0o }u]v ]Je}v %00 ]
mieux apprécier les iderses facettes du sepsi®3,94) Cependant, la plupart de ces
biomarqueurs ne sat pas courammentdosés en pratique clinique de routine. Sesila CRP

et la PCT, deux biomarqueurs bien établis, sont couramment wddislans de nombreux
hépitaux(95)X E}S uu vSU o[ue P o0 W d ¢[d¢8udait@esaimedle@® %o Vv
capacité de diagnostic du sepsis et son utilité pour guider le traitement antibiotique.
Pourtant avec sorimportant développement, la fibilité de ses résultats obtenus a travers

les différenes plateformes de mesure été remig enquestion (voirsection . [ *@én

raison de sornintérét majeuren clinique, g la fiabilité et la comparabilité des dosagesae
PCTreront o[} i § §§ §Z « X

Il'y aen effetun réel besoin dalisposer de résultatrapides et fiables destests de

] Pv}es] (Jv []lveS HW@E E puhérfapatiique apprdpriéeRapidement ate
réduire ainsile taux de mortalité associé au sep&8). En effet, ompte tenu o[ Alous]}v
rapide du sepsis vers ses formles plus séveres,el diagnostic du sepsoit étre le plus
précocepossible (Jv [ u]v]*SE E 0 %oo0opues E %] U VS %o}ee]lao pv SE
plupart des déces liés au sepsigviennentchez és patientsdéja atteints du sepsisors de
leur admission ao [ Z € %P8 @ans une étude rétrospective de patierpsesentantune
hypotensionadmis dansds services de soins intensdatre 1989 et 2004, Kumar et ses
collegues ont montré undiminution du taux de survide 7,6%parheure v o[ <« Vv

traitement antibiotique(97) (Figurel0).
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Figurel0. Tauxde survie en fonctiordu délai pdministrationd [in traitement chez les patients
atteints de sepsis présentant une hypotensiodfapté de(97))

Le taux de surviest de 8% si les patients recoivent leur traitement pendant les 30 premiéres
minutes 0 % @E]} [ZC%}3 ve]}vX S AZD 9 JUAEALE J83Ilwws V[ *5 %o o
initié au baut de 12h.

[1.1.6 Prise en chargéhérapeutiquedes patients

Afin de rédu]E o EJe<p [ AgrefciiievgraveEv o[ « v ] Pv}es]
précoce la prise en charge des patients attesrde sepsisrepose principalementsur un
traitement anti-infectieux probabiliste (antibiothérapie) précoce et un traitement
symptomatque de la défaillance cardiasculaire(prise en charge hémodynamiquet des
autres dysfonctions silles sontprésentes.

Une antibiothérapie efficace demeure ugélément clé dans la prise en charge du sepsis

bactérien (97). Celleci est caractérisée par deu¥léments importants: le délai

[ u]v]SE S]}v § o Z}1AE u SE 15 [uwnsy ]1éY] dEtSRte X
administiée dans les plus brefs délaigivant le diagnosticudsepsisde préférenceen moins

[V heure) selon les recommandations NICE NG51 (Nice Guideline 2016g da
campagne &urvivre au Sepsis(98). Tout E S &E ve o[]Vv]S] S]}v aufuvs] ]}SZ (
choix inapproprié du traitementonstituent des facteurs de risque de mortalitépour les
patients En effet, environ 2%6 des déces liés au sepsis sont caysasces soingion
optimaux (58). Le choix du traitement initiadst donc important et repose suro|[ v odg-e
différents éléments tdk que la connaissance o[Z]*S}E]<«u (iMnisncdepression,
sida, toxicomanieintraveineuse, patients neutropénigsd) Y du contexte cliniquedes
comorbidités et éventuellement des résistancesaux antibiotiques(99). >[ =+ v

] Pv}eS] % E } VEE Jv <}uAwS [ opntibjtiérage pidpbabiliste
initiale.  (]v uljvjule & o E]e«p traittment doit avoir un spectre
suffisamment lage pour cowrir un u A ] u p @agepts potentiellement responsables avant

o[] vS8](] S8]}v u] ECepeonddnlx iPfothérapiedoit étre ajustée des réception
des premiers résultats microbiologiquels (Jv [ u]v]*SE E pv SE ]S u vsS }¢
patient.

La prise en charge hémodynamique est effectuée pa tganimation liquidienne
afin  pviter une hypoperfusion prohgée etde % E A V]E pv  Ce(}v (BQhLe [JEP v
protocole de la prise en charge hémodynamique initiale, communément appelEarky
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goakdirected therapy» est recommandé pala campagne< Survivre au Sepsisdurant les

six premiéeres heureg100) Selon ces recommandations[} i S]( o & v]u S]}v
o]J<u] 1 vv 8§ [ uPpessiondarté@elle moyenne dau moins65 mmHg, de faire
disparaitre des signes périphériques de choc et de diminuer la concentration du lactate
artériel. Le premier choixdes solutés de remplissage pour la réanimation liquidieese
o[usS]o]e S]stalloides@] sont des solutions sakes (sérum physiologique 0%9)dont

o[ue P «3 (pd Ji€Er faible cout efeur faible risque allergiqué101) De plus, un
traitement par vasopresseurs a faible dose peut étre utilisé en complément pdematre

o[} tif de laréanimation liquidienne.

La prise en charge thérapeutiqeerdt donc plus rapide et plusfficaceet réduirait
o[ Alous]lv A E- + (}€Ele sepsisktdiE correctement diagnostiquédés
o[ uJee]}v u far She@dluation étroie entre les signes cliniques et le résultkt
testsde diagnostic  %oopneU 0 % Eu SSE ]S [ ipeS E Y %ooOpe S€S O
et ainsi réduiretout abus des traitements antibiotiques arfe spectre favorisant la
propagation de bactérieswultirésistantes aux antibiotiques.

1.2 Résistance aux antibiotiques

[1.2.1 Antibiothérapie

Les antibiotigues sont des molécules produiteaturellement par des micre
organismes ou des moléculds synthése capabke [JvZ] & o & %o0] S]}v [MV
de la uer. La découverte dda pénicillinepar Alexandre Flemingn 1928 fut une véritable
avancéedans | pistoire dela médecine $§ o[ v§] ]}SEnte ¥40 et 192, de
nouvelles classes thérapeutigs [ vS] ]} S Javyec«différenes ciblesont été déouvertes
et ont permisde sauve des millions de vieshaque annég102)(Figurell). Les principaux
u Vv]eu o [ S]}V]((*@® vS ¢« 0 ¢ ¢ [ v3] h¥Bibitionede JavSynthese
de la paroi bactériennela destruction de la membrane cytoplasmiqu@rihibition de la
sCVSZ o[ E oarfilkiEdndélla synthese des protéineslet o} P o[ ]
folique (Figurel?2).
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Figurell Découvertede différentes classes thérapeutiques d'antibiotiques dans le temps (selon
reactgroup.org).

Aprés la découverte de la pénicilline en 1928 p#xandre Fleming, de nombreuses classes

8Z & %o MS]<p * [ v3] ]1}8]<u » }vs 3§ A 0}% % <+ S u]e s su@E o0 u E :
0 Ev] E 0 °° [ (Iypeheptidesy en 1987, peu deecherche et développemersur de

nouveaux antibiotc i ¢ }v8 Jus] v & Je}v p u vy  [JVvA e8]ee u v3 (Jv v ] EX

Figurel2. Mécanisme d'action des antibiotiques

Les antibiotiqgues P]e+ vS§ e pu @ s@fapes essentiellée la réplication des bactéries, entrainant
la mortde cellesci.

Depuis la découvertele la derniere classe[ vS] ]}S]<H * ~0]%0} %0 %S] e Vv
U UV VIHA 00 o0 ¢¢ 3Z E % p3l<p v[ } §vp [ puSh&Edn $]}v
raison du faible investissement des industries pharmaceutiques eedhoblogiques dans
ce domaine(103) Iy adoncun réel u veu  [JvVv}A §]}v  ve o A 0}% % U
nouvelles nolécules antibiotique. » o0}v 0 & %o %o } EGMEEN2DLY, stulctBetulp
molécules antibiotiquesur 49en cours de développement sont innovas{@04)
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[1.2.2 Reésistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est un phénomene naturel permettank
microorganismes E ]S E o[ o8 ]dlusiedns vagents antibiotiques. Pourtant,
celleci devient préoccupante po la santémondiale % E3] po] & u v3 A o[ %o %o G
résistance chez des bactéries auparavant sensibles antxbiotiques.Parmi lesdifférents
mécanismes de résistancewa antibiotiques illustrés dans comprenant
o[Ju% CEu ]o]s o[ vS] ]1}S]l<p U o u} J(] Sl}tv o {eo o[ v
o[ v8] 1}S]«<n % &E o %) %3{A §])wo ptifatifjue pardes enzymesst
couramment rencontrég105)X > v}iu & [ neb@onsablesde la destruction des
antibiotiques ne e« [ pPu w8 churs du tempsil est désormais %o}e*] @®n [
compter plusieurs centained|[ £ U% 0 0 %oOHe % EO vS adtibotiquesSEWN S]}v
de classet-lactame(pénicillines, céphalosporines et carbapénémesprésentant la classe
la plus consommée%o E o[ vlagtamase106,107)

Figurel3. Mécanisme de résistanceaux antibiotiques (ATB)

La résistance auantibiotiquesse manifestesoit par la diminution de la concentration des ATB a
o[]vs ] u&E . § ] ¢ ¢}]S % & o u} ](] ,plusviréquammentparla o[ d U -«
destructiondes ATBar des emaymes.
[1.2.3 Corsommation des antibiotique®t risque de développer une résistance aux
antibiotiques

La consommation desnédicaments est évaluée parun indicateur de mesure
]Jvs Ev S]}v o (Jvl] }uu o }e wulC vv ilpCEv(@YIENs 4qgnv u ] u
indication principale pour un adulte de 70 k. }ve}uu $]}v u}v dntbiotiues
était de 21,1 milliards de DDJ en 2000aeaugmenté de 6% entre 2000 et 2015pour
atteindre 34,8 milliards @ DDJ(108) Parmi les paysa revenu élevéles plus gros
}veluu § pE-+ [ vS]sbhBles|EtatsUnis, la& E v S .dJuantaux pays a
faible et moyerrevenu,l  }ve}uu 3$]}v [ v3] ]}8]<u ¢ +3 o hikecepmnded A %
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et au Pakistan(108) Comne la consanmation vvu 00 [ ndépendide laaille de sa
population, un nouveau paramétre DDJ par 1000 habitanéé introduit. Les six premiers
pays les plusconsommateurpar 1000 habitants en 2015 sont la Turquie, la Tunisie,

o[ *% Pv U o0 o[ @P e®HIp Roumanie(108) En paralléle de ces données de
consommation plusieurs études ont morgr que 30 % a 50 % de prescriptions

[ v8] ]}S]nausont pas adapteentermes [Jv ] S]}v $Z E dedpsapeedd
durée de traitement(109,110)X >[pS]o]es S]}Vv 1V %o %o (E } %o CE ] e VvS] ]}S]«p
des effets indésirables pour les patients, prolonger la dur@Z }« %0 ]S o ughignter le
colt de la prise en chargainsi quele risqu [ %dtten @es souches résisttes aux
antibiotiques (111) Une utilisation adéquate et un aceééquiable aux antibiotiques
représentent donc unenjeu mportantX >[KD? JvSE} pnls v 1ii6 pv 0 e
dénommée «AWaRe»> qui classifie les antibiotiques entrois catégories: « AC@ss»,
«Watch» et «Reserve» dans le but de limiter la propatan de la résistance aux

v8] 1}8]<n o § [ e-tili€atiaB pjus slpe et plus efficacke ces médicamentd.es
antibiotiques dela catégorie dite « Accessi *}v S e VvS8] ]}S8]<pu ¢ }vs o] e¢] ]JO
essentielle avec un faible col(t et une djté élevée. Elle regroupedes antibiotiquesa
spectre étroit avec faible risque de développame résistance aux antibiotiquesCes
antibiotiques sont eficaces pour traiter une large gamme pgents pathogenes
fréequemment identifiésLesantibiotiques dela catégore « Watch» sont des antibiotiquea
utiliser sélectivement du fait de leur risquélevé de provoquer une résistance aux
antibiotiques. La dergre atégorie« Reserve> regroupe des antibiotiques de dernier choix

} v § utilifation doit étre mitrisée de maniére optimale % }uE A]S E 0 %o % E]S
résistance aux antibiotigue€e sontdes antibiotiques réservésux infections causées par
des agets pathogenes muHiésistantspour lesqueldes traitements alternatifs ne sont pas
efficaces Dans une étude publiée en 2020 les auteurs ont évalué la consommation
d pntibiotiques de ces trois atégories entre 2000 et 2015dans 76 pays(112) Les
antibiotiques dela catégorie « Access> représentat environ 60% de la cosommation
totale des antibiotiquesavec de fortes disparitéselon les paysLa consommation de la
catégorie «Ac@ss» est laplus élevé en Algérig(83,7%)et la plus faible au Japori8,9%)
Les antibiotiques dda catégorie « Watch» représentant 38,6 % de la consommation totale
des antibiotiquesavec une consommation élevée au Japon (8Pet faible en Algérie
(16,3%) Enfin, les antibiotique de la catégorie «Reserve> représententmoins de 1,00de
la consommation totale des aibiotiques Entre 2000 et 2015, la consommatigiobaledes
antibiotiques dela catégorie « Access> et «Watch» a augmentéde 26,2 % et 90,9%,
respectivement L[ pPu vsS S]}wo }veluu S]}v [ vS] ]}S]<H o]
Access> V[ ¢S % ¢ ] VvS]<«u ve $§} pat pariclier€rentSmportantalansles
pays a faible et moyen revern(d5,3%)par rapport aux paya reveru élevé(14,8 %) Quant
aux antibiotiques dda catégorie« Watch» avecun risqueélevéd gEngendrerune résistance
aux antibiotiques, la consommaticm plusfortement augmentéedansles pays a faible et
moyen revenu €165 %). Selon les auteurs, cette feraugmenation peut étre expliquée
% E O A 0}% % u v3 }viulcpu ( ]ol3 v dlfirge gpequrdEepav ] 18] <u

(V)13
R
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Chapitre 1. Sepsis et résistance aux antibiotiques

une stratégie de vente libre pour les antibiotiques des catégeridites « Acess» et
«Watch» § ¢ «SE § P] « [} (@&cBlevé-assgnté portant moins attention a la
résistance aux antibiotiques

La surconsommation des &hiotiques a travers le mondet les faibles avancéedans

o E Z E€ Z § o A 0}% % u V3§ VIUA oo eontibuests [ v3§]
fortement a augmener o (E]e<u [ %0 % E]S]}v e VIHA des auxs}p Z o C
antibiotiques La résistance aux antibiotique® cesse de se développer est considérée

Juu of[pv © %OpHe PE A e uv o e V3 %ol @13UEnN effet,]A p u}\
la conséquencee ce phénoméngeut étre séverecar 0 ¢ % S] v8e 88 JvsSe []v( S§]}v
des agents bactériens résistants sont exposés Aague acru de dégradation clinique et de
mortalité. Selon les donnéesudréseau europen de surveillance de la résistance aux
antimicrobiens EARSNet) du centre européen de prévention et de controle des maladies
(ECDC pouturopean Cest for Diseasd’reventionand Contrg), plus de 67@00 infections
sont causées par les bactéries résig§ ¢ pAE VS] [}S]<H o o[l Z oo M E } %o
environ 33000 déces chaque anngé&14) En 2013Je nombre de personnes infectégmar
des bactéries résistantesst estimé a environ 2 millionavec 23 000 morts liés a la
résistance aumntibiotiques chaque année aux Etdsisavecun surco(t de 20nilliards de
dollars chaque annédq115) Les années relatives au phénomene deésistance aux
antibiotiquesissuesde 66 payset collectéesentre 1999 et 2017 sontapportées sur le site
« resistancemap.cddep.ong La résistance aux antibiotiques est variable sd&spays ou
les régiors. En effet,la résistance aux antibiotiquesugmentedans les pays a faible et
moyen revenu, tandix pdlle reste stabledansles paysa revenu élevé116) Si &€ nombre

[Jv( S]}ve ¢&a&lygmenteraurythme actue]il est estimé qude nombre de déces
causeés par la résistance aux antibiotiqueteindra i1 u]Joo]}ve % & v [] ] TifAi Y
monde (117) Sur le plan économiqueg kkoltannuellié ala résistance aux antibiotiquesst
estiméa environl,1 milliards puros en Hrope(118)

Bien quenaturel, le phénoménede résistance aux antibiotigas est accéléré par
o[ 4 &fjan] non appropriée des antibiotiques> u "SE]- o[ de GBdavelles
souches bactériennes résistantes aux antibiotiques replose a la fois sur une surveillance
de o[ A £%}*]8]}v upuAE VvS] ]}S]<p + asx antibiotiqiesehe 8lleméme. A
traversle ujv U viu E UAE %0 ve [ S]}v S SE S P] » }vs § (o
[ u o]} & & o[uS]o]es S]}v atraverssd rmise]enuplace de plusigylans ayant
pour objectifsla sensibilisatioret [[ p S ]Jduwpublic et dedournisseursla surveillancela
prévention et ledévelopgement de programmes fijv JA] p o] 8]}v [ VE11P)SZ E %o]
CHe<u[ %o Beuls9Fpays parmies194 paysu u E - o pKt@dnstruitdes plans
v §]}v uE [ 8]}V % }pE opds Gauxjaribivtiqoes|fiurd24). Un effort
important ¢S Vv }E Vv ¢ |JE %}lHE o0 }E E 0 ¢ %0 veteh S]}v \
particulier dans les pays les plus consoateurs [ vS] ]}«
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Chapitre 1. Sepsis et résistance aux antibiotiques

Figurel4. Cartographiedes %0 ve v S]}v uApouflutsdrloontrela résistance aux
antibiotiques (enquéte de 20181i1i6 u v % E).o[KD"
Lamajorité des pay®stimpliguée ve o[ § 0]ee u v$ %0 ve v S]}v ierE [ S]}Vv %o}u
contrela résistance aux antibiotiques. Seulement 50% des pays ont un plan ratiajtion établi.
(AMR: résistance aux antimicrobign

11.2.4 Antibiothérapie et résistance aux antibiotiques dans le cadre du sepsis

Comme décrit précédemment,| v3] ]}5Z & % rolieg plépour la survie des

patients dans le cadre de la prise en charge #yutique de patients atteints de sepsis
bactérien Pourtant, le manque de spécificité des signes cliniquesoet u v«<p [uv
diagnostic précocaménent les médecins a presceirdes antibiotiques a large spectem
premiére intention.En effet, 30% a 60%des antibiotiques prescritsn cas de sepsis dans les
services de soins intensifsont prescrits de facon inappropgé(sousoptimale ou non
nécessairg (119). Une surconsommation ou une consomation nonadaptée

[ v8] ]}S]dansele cas du traitement du sepgisurrait donc étre réduite en présence

[Mv ] Pv}e3] pluCHiable et ainsi contribuer non seulenv S o & uS]tv [ (( S
indésirables et de surcouts liés a un traitementibigtique inadaptémais égalementwu

~

ralentissementdeo[ u EP v § E] *» UNOS]E *]*S VvS§ o
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Chapitre 1. Sepsis et résistance aux antibiotiques

Figurel5. Carbgraphiede la résistance aux aniotiques pour deux souchestaphylococcus
aureus (A) ePseudomonaseruginosa(B) (ECDC 2018).

Le taux de résistance aux antibiotques des deux souches, lesaphmtées dans le cadre du sepsis
sont présentésCestauxsontélevesdans o e apk et @eaucoup plus faible dare nord de
o[ PE} % X

La résistance aux antibiquesest particulierement préoccupante podeux souches de

bactéries. Staphylococcus aureust Pseudomonas aeruginos@une souche du genre
Pseudomonas Leur résistance auxvs] ]}S]<u ¢ o[ Z oo estjilliGkédansia
Les tauxde résistance auantibiotiques sont plus élevé dansles paysdu sudde
o[ uEdtpludfaibledans le nord deo [ p EClénMeévoqué précédemment, cesleux
souchesbactériennessont parmi les plus fréquemment meontrées encasde sepsislLa
résistancede la soucheStaphylococcus aureasdébuté %o p S U%oe % & ¢ O[]VSE} |
des pénicillineset a été amplifiée par lasurconsommatn des antibiotiqus avec le

A 0}% % u v3ésiptance @ux pénicillinesbservée dés 1942 (120) Plus tard cette
souche bactérienne a développé des mistances aux meéticillines, fluoroquinolones
vancomycines(120) Pseudomonas aeruginosaevient, quant a elle,de plus en jus
résistante notammentaux carbapénemes et audluoroquinolones(121,122) Les dosages
des biomarqueursspécifiques desnfections bactéiennes peuvent apporter une aide
importante dans la lutte contre la résistance aux antibiotiquegaionalisant o[u$]o]es S]}v
de traitements antibiotiques lors du diagnostic etlu suivi des patientsDans le cadre du
sepsis, de nombreuseétudes ont déjau]e v A] v o[]vs E!'S o }e P o
procalcitonine en milieu hospitalier pourA]8 € o <p@& }ve}uu 3]}v [ v8] ]}8]«p
conséquences qui en déaleraient(voir Allll.1.3 (123)
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Chapitre llIProcalcitonine

[11.1 Geénéralités sur la pcalcitonine

[11.1.1 Structure et biogenese de la procalcitonine

La procalcitonine (PCT), une pib} Eu } v O[Z}Eu}v o ]S}v]v U
par Moyaet al. en 1975124) Sa structure moléculia@ compléte a été@écrite neuf ans plus
tard par Marunaet al.(125) La PCT est une protéirsyant unemasse moléculairale
12,7kDa,composée de 116 acides aminépessédant un pont disulfurfFigure16).

Figurel6. Séquencal'acdes aminés de la PGilmaine (adapté selon Maruna et al, 20Q025)

> W dU pv % E&}Z}Eu}v tonineZédskcohposéeale] 116 acides aminés et possede
un pont disulfurg(SS). Lors de la libération dans la clation sanguine, la PCT est clivée a
](( & vS © %o}e]S]}ve o esamjnéyour fornjer la calcitonine (segment en bleu), la
katacdcine (segment en rouge) et la partiet®&rminal NProCT (segment en vert).

En conditios physiologiquesla PCEst principalement produite dans les cellules C
de la glande thyroidienngl26) Dans ces cellules, la transcription du gene @AlitGé sur le
bras court du chromosome 11 est responsable de la synthéda geéprocalcitonine,une
forme dela PCTavec un peptide signal de 25ides aminés en Nerminal, elleméme
dégradée en PC¥%o (E o[ Vv } %od&6sSlé réticulum endoplasmique. La PCT subit ensuite
une protéolyse intrecellulaire *}pe o[ 3]}v mealp edr@ertase des prohormones
pour donner lacalcitoning un segment d82 aédes aminésitué dans la zone centratie la
PCT la katacalcineun segment de 21 acides amingitué en Gterminal de la PCEt la
NProCT un segment de 57 acides amingiéué en Nterminal de la PCT127) Dans les
conditions physiologiques, la PCT est présente en tres faible concentfatih@5ng/mL)
dansle sang.La[Figure17]illustre les diférents produits de clivage présents dans le sang
dans ces conditions
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Chapitre llIProcalcitonine

Figurel7. Différentesformes circulantes déa PCT ainsi que leurs concenttens respectivesians
le sangen conditions physiologique&daptéselonBeckeret al., 2004)

o[ § § vl}Equasitdtalité de la PCT est clivée en NProCT, calcitonine et katacaRame
conséquent, les différentes formes de clivagel@®CT sontiétectées dans la circulation sanguine.
Uv (}JEu Jeep [uVv 0]A PR caicitoningGBakEagacalcineest également obsegée

[11.1.2 Production de la pocalcitonineen cas des %o¢]e [}E]P]V S ] vv

Contrairement aux conditions neinfectieuses oua PCT est sécrétée principalement
par la glande thyroidienne la PCT est prodei % E [ USE °* o}J&ER v[{v( S]}ve
bactériennes(Figure18). v (( 3U o[ pPu v3 3]}v o v VEE §]}v 0
obsenée chez des sujets thyroidectomisés infectés qui %o E uekelurg [ Z C %e$es Z
Line synthése thyroidiennexclusive au cours du sep§l®8) De plus, une étude in vitro a
mis en évidence lprésencede la PCT ou [ ZE u e« Bodant pour 1aPCT dans les
cellules mononaléées de la circulation sanguine sous la stimulation de toxines prexip#r
. S E] e S0¢°u ]S puE&E-(129VvEmcaswdesggpsim PCT est produite de
facon ubiquitaire par tous les organes du corps infectése lhugmentation de la
transcription du gene CALCet une productionimportante de la PCTpar un gand nombre
[JEP v « }\wbsersés par Milleret al.(130) > W d % &} pl]S o} Ee [uv ]v
% E « vS 0 % ES]lihecte@olS sa fdrin@on clivéedans la circulation sanguine.
Cependant deux autresisoformes de la PCT, corresponda 0 % ES [uv }u
acides aminés en -Mrminal ont égalementété observées. Parmies trois formes
circulantes dda PCTJa forme majoritaire observée e$h forme oulesdeux acides aminés
N-terminaux ont été clivés, et estappelée PC[3-116](131,132)
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Figurel8. Productionde la PCT dans les conditions physiologiquegs®tas de sepsis bactérien
(adaptéde (133)

Le peptide gjnal dela préprohormone PrePCT est clivé pour donner la POans des conditions
physiologiqueda PCest produiteprincipalement dans les cellules C de la glande tljgone etest
quasiotalement clivée en NProCT, Calcitdv 8 < § o0 ]v SJBwe o[o[ vICu }VvA ES -
Dans le casd [ p vinfection bactérienne, la préprohormone PRCT est produite dans dembreux

tissus et organesLaPCTissue duclivage de PHPCT estibérée directement dans la circulation

sangiine sous forme intacteAirsi,laPCT est surexprimén ¢ [Jv( S]}v § E] vv X

Dans deux études cinétiqgale différents biomarqueurs telque 16, 1:10, TNFr U
CRP et PCT, menées chez des volontaires sains aprés une injetiareineuse
[ dotoxineEscherichi@oliou Acirebacter baumanii(129,134) les interleukines 18, 1:10
et le facteur TNF atteignent leur concentration maximale deux heures aprés le stimuli
bactérien Gependantla concentrationdiminue rapidement pour atteindre la concentration
de baseau bout de 24 heure$o } p ELOQtA= 2,74,5h) et le TNF (tz2 = 0,5h) ou au bout
i i}uE* %P =0155h)[Figure 19) (135,136) La concentration @ la CRP
HMPuUu v o0 P (B u Vvs ] * %S Z P& - eitd@um noepimim & P8 8o } 1 E
72 heures et retourneprogressivement la normale au bout [pv * u ]v2 =I12h).La
W d S <pg vSs 00 § § 0 «<WSE Z puE ¢« % & * of[]v( S]}vU
avec une concentration 3000 fois supériewdrda concentrationbasalepuis se maintient a
une concentrationstable entre la douziemet la vingtquatrieme heue. La concentration de
la PCT reste élevéd vS <«u o[]vdersisig La demivie plasmatique de la PCT est
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pnviron 22,5 heured.a concey SE S]}v o Wd & (o038 }v o[ AjJopus]}v o]
0}E-+ [pv ]bdctésighre.

Figurel9. Cinétiquede différents biomarqueurs suite a un stimu bactérien(137)

A la suite [uv SJue = pv Jvi S]}v [les GohidBttatids [/, TNFr, 110
augmentent rapidementpour atteindre la concentration maximale au bout de 2 hesr puis
diminuent rapidement verso[ § S au bout de 72 heures. La concentration de CRP augmente 6
Z WE ¢ % E  o[]vint B]doncestraiagn fnaximale entre 48 heures et 72 heyraselle
revient a la concentrationv}Eu o M }uS [upv acancéntratior de [&2CTaugmente 2
heures aprés le stimuluset atteint son pic de concentration maximale en 4224 heures. La
concentration de la PCTE <$ o A S vS «<«u  o[]v(Codiéntration @lagmatique
exprimée en ng/mL (PCT), ug/mL (CRP), pg/ndl, (H10, TNFT).

W E ]Joo PE-*U Jo ¢85 Ju%ke}ES vS VIS E <p 0 % E} p S]}v
% E 0 P v3e % SZ}P v e« En[éfEt] Rpveytdkin@s tide «<pu o[]vE-E( E}v
gamma INFv % E} p]3 o}Ee [pv ihkibe 1 ]greduticE dead PT (133) Une
étude observéionnelle rétrospective de Cuquemellet al. réalisée sur 52 patientsle
services des soins intensifs a montré que la concentration moyenne de la PCT dans le sang
reste trés faible, inférieure a 0,6g/mL chezles patients ayant développé une infection
virale, § v ] <«u[ oo pMPu vs 18 (}ES u vs§ Ve O e [pv Jv( ¢
(29,5ng/mL)(138)

La PCT est donc un biomaegu plus spécifiquedes infections bactériennegpar
rapport aux autres biomarqueurs$ ¢ Jv $]<u 3 v JE A o Alops]}v
patient (139) Parmi lesndicateurscourammentutilisés en service de soins intenguksur le
diagnostic du sepsisels que la numération des globules blancs, la CRP, le lactate et la PCT,
la supériorité de la PCT dans le diagnostic du sépsiterien a étésuggéré dansplusieuss
travaux. En effet, Milleet al. ont montré < ujne concentration de la PCT supérieure a
1,0ng/mL est associée aine spécificité et une ensitivité supérieures(94 % et 8%,
respectivement) 4 o S S U o HDWanssle diagrioestic du sepsiand les services
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des soins intensif§140) De plus, une métanalyse basée sur les données de 22 études
clinigues avec 138 patients présentant une suspicidqv( S]}v ujvsE& pv %0
supérieure dda PCTpar rapport a la CRpourle ] Pv}eS$] o[]v( ®hpe(l41p E]
Une métaanalyse aapporté une ®nsbilité et spécificité moyenne de respectivement 0,77

et 0,79 dans le diagnostic du seps synthétisant les donnéede 30 études cliniques
impliquant3 244 patients hospitalisés entre 1996 et 2qQ42) Les auteurs ontonclu que

la PCT est un indicateur efficace dans le diagnostic précoce du sepsis.

[11.1.3 Utilisation dela PCTpour le diagnostiddu sepsisla stratification des patents
et @ptibiothérapie

'E VY, /£ 00 VS }JEE o S]J}v VvSE o }v vSE S]}v
clinique dupatient en cas desepsisla PCT fait partie desois biomarqueursutilisésen
routine avec la CRP et le latdapour le diagnostic d sepsis [}E]P]v SeH] vv

stratification des patientg15,5 % des prescriptionbiomarqueursdu sepsi¥ (95). Le taux

[LMS]o]+dsé]lavPCTpar rapport aux autrebiomarqueurs du sepsis augmentehaque
année (7,1% en 2012, 11,% en 2013 et 22,% en 2014}95). La spécificité de la PCT pour
0 * %] [}E]P]vV S E] vv %o GElisaBon €bonome unsuti Jefficace
pour aiderles cliniciens dans la gestion du traitement antibiotique.

™ Implication des dosages de I1&PCT dansel diagnosticdu sepsiset la stratification
des patients

En plus de la spécificité élevée de ce biomarqueur pour le diagnostic du sepsis
bactérien il a étémontré quele niveau de concentration de RCT est égalemenévélateur
dela sévérité du sepsi€n effet, une étude basée sur desage dela PCT chez 78 patients

% @Eul]e viv ¢ po u vsS [] vS](] Ehez 60 patemsnaisSég@émentie
distinguer les différents niveaux de sévérité siepsis(14 cas de sepsi 21 cas de sepsis
sévere et 25 cas de choc septiq(#33) De plus, une étude de Vincent et Beunméalisée
en 2013 a montré une forte corrélation entra toncentrationde la PCT et les scorefe
séveérité tels que SOFAPACHEACute physiology and Chronic Hearth Disease @tadigin
System )l et SAPSS{mplified Acute Physiology SQorpui sont principalement basés sur les
signes cliniques eles résitats destests de fonctions physiologiqugd44) Les différents
niveauxde seuilde mncentration de la PCermettant la stratificationdes patientsselon la
sévéritéclass@ [ %o @& deuxieme définition du sepssont de 0,5ng/mL pour le sepsis
2 ng/mLpour le sepsis sévéret 10ng/mL pour lechoc septiqug145)(Figure20). Lesseuils
de concentration rpnt pasété réviséssuite ala troisieme définition.
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Figure20. Stratification des patients en fonction de la concentratiate la PCT145)

La concentration de la PCT reste faible, inféei€u0,05ng/mL chez les sujets sainse diagnostic du
sepsis est établi si la concentration de lal RSt supérieure a Org/mL Le patient est en cas de
sepsis sévere lorsque la concentration de la PCT est supérieure a 2 ng/mL et en cas de cles septiqu
celleci est supérieure a Ifg/mL.

Il a également été montré que [uS]o]e S]}v + IdRPCRF dans le contexte du
sepsispermettait de prédire la mortalitédes patients Une étude observationnelle a été
conduite dans 13 services de soins intensifs aux ftais avec 646 patients de 2010 a 2014
pour étudier la relation entre lesoncentratiors dela PCT et la mortalité des patients.
>[ Su Ul}vsSE& <«pu o Sit¢d28 jowrg @&8deux fois plus important chez les
patientsdont la concentration déa W d v[ %o ¢ Heplys de 8Qbquatrejoursapres
un diagnostic du sepsis sévére un choc septiquél46)

Il existe égalementlesrecommandations établissant des seuils cliniqdesla PCT
dans le cas spéajue du ] Pv}e§] o[]Jv( 8]}v <+ A}] « E *%]E $}]E - ]
LRTpour Lower Respiratory Tract Infectien anglais). Pour ces patients, une concentration
de la PCTinférieure a0,25ng/mL dans le sanmdique une faible probabilité de soufrir

dipuv Jv( S]}v  14B)] vv
™ Implication desdosages dela PCT dans la gestion du traitement antibiotique

La spécificité de la PCT pour le diagnostic du sepsis bactérien a développé son
utilisation pour aider aPpu] & 0 % E * E]%3]}v [ v3] ]}8]<pu s Z 1 0 * %
sepsis.Lesalgorithmes de décisiathérapeutiques guidées par la concentration de la PCT

Ve 0 e [Jv( &]}ve § €] vv ¢+ v E v]das]pFigireZl] tesE - v -
recommandatios sontde ne pas initier de traitement antibiotique lorsque la concentration
de la PCT est inférieure a Orfg/mL, avec une recommandation] u$ plés forte si la
concentration dela PCT esten-dessous de 0,26g/mL. Au contraire, il est fortement
E }uu v adnpinistrer les antibiotiques quand la concentrationld®CT est supérieure
a 1ng/mL. De plus, le suivi de la concentration de la PCT dans le temps permet également

[ %rSle traitement antibiotique. En effet, un arrét du traitement antibiotique est
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souhaitable si la concentration de la PCT est inféeeu0,5ng/mL ousi sa décroissance
excéde80% par rapport au pic maximal de la concentration plasmatique/sérique. [Rans
cas contraire, il est recommandé de maintenir ce traitement antibiotique. Un changement

*SE S P] [ vS] ]1}SZ & %o] S (}JE&S uvs E }luuv ] o v
continue a augmenter et sielle-ci est supérieure a 0,6g/mL.

(A) (B)

Figure21l. Recommandationpour o []v] 3] &hgwantipiothérapie (A) et le suivi thérapeutique en
Z}E- e ¢]Su S]}ve [MEP VvV SZ E % MS]<H ~u V]VP]S U Z} < %S]<¢|
concentration de la PC{L48)

En complément des signes cliniques, les dosages de la PCT sont intégrés dans le parcours de soin du
patient atteint du sepsisdanslgis [ ] & o0 ¢ o0]v] ] ve %}uE o[]v]S] S]}v u SE ]S
le suivi du traitement antibiotique. En fonction de la concentrat@suréede la PCTil est conseillé

[lJv]Ss] &U u Jvs v]lé&trdifeméni@Eridbictiqle.

>[]u%o 0 ation $& es algorithmes de décision thérapeutique dans la gestion du

traitement antibiotiquechez les patients atteints du sepsst mentionnée par certaines
recommandations internationales, telles qllagenceaméricainede la recherche et de la
qualité des soins de santé (AHRQ pdAgency for Healthcare Research and Quglity
société américaine des maladies infectieuses (IDSA pofectious Diseases Society of
Americg et o[]veSpdipmal % }uE o[ Ade taosaté et des soinsau RoyaumeJni
(NICE pour National Institute for Health and Care Excellg@ableau 3). Ces

E }uu v S]}ve }vs § § 0] % & o[ A op §]}v e (E *uOS S
fonction des criteres etle la qualité desétudescliniques inclus dans chaque évaluation, les
reconmandations peuvent néanmoins étdifférentes. ve 0 e 19 Jo [ P]S []vS CECE
0 SCE ]S uvs v3] ]}8]<p  Z 1 0+ % 5] v3e 83 JvSe [ * %oe]eU O]
W d v e 0 hnoeRlp@efssion thérapeutiquesst préconiséedans lessecommandations
AHRQ 2012 et IDSA 2016, maisap pds dans lesecommandationNICE 2016 en raison

[uv V]IA p % E PA WE((JuwFX S]}ve %} ES v3 P 0 u v +uE ¢
des dosages déa PCT dans la gestion et la prise en chargeafigirtique des patients

§§ JvSe o[]v(TablEpw3).Zz/ ~
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Tableau3. Recommandationsko } p E o [ L Tesdesdde dela PCT danltraitement
antibiotique chez les%o §] vS8e 8§ ]JvS§e infetion desMoief respiratoires inférieures

(149t152)
Arrét du traitement chez ~ Début du traitement chez  Arrét du traitement chez
les patients sepsis les patients IRI les patients IRI
AHRQ Recommandé Recommandé Recommandé
2012 Niveau de preuve élevé Niveau de preuve élevé Niveau de preuve élevé
IDSA Recommandé Non recommandé Recommandé

2016 Niveau de preuve faible Niveau de preuve modéré Niveau de preuve faibl

Non recommandé , .
NICE Recommandé Recommandé

2016 vagau d_e preuve Niveau depreuve modéré  Niveau de preuve modéré
insuffisant

[11.1.4 Bénéfices des dosages dePLTdans la gestion et la prise en cige des
patients

> e lvv e 0]v]cp ¢ }vs u}\waliBn dep dosdges]de]la PCT est associée a
de nombreux bénéfices non seulement pour les patientgréduction de la durée du
traitement antibiotique, réductiordes effets indésirables liés au traitement, réduction de la

uE [Z} e %0] S na]e é§3dlkmet pour le systéme de san{ééduction desolts).

Le dosage de la F@st un outil efficace powonfirmerune prescription appropriéet

ainsi réduire o [ 18] o Jmmappiopriéeet la durée du traitement antibiotiqueet ses effets
indésirablesL[ S de Nobreet al. a montré une réduction de la duréeudraitement
antibiotique dedix jours asix jours chez les patients atteintsedsepsis sévere et de choc
septigueen utilisant les algorithmes de décision thérapeutichesés sur les dosages e
PCT(153) Dans une étudaandomisée (PRORATA) mendans sept services de soins
intensifs en France et incluar®21 patients suspeéte []Jv( S]}ve § E] vv U
réduction de la durée de traitement antibiotique de 2,7 jours a é&@portée chezles
patients traités selonle protocole basé sur ldosage dda PCT(148) De plus, une étude
randomisée menée entre 2009 et 2013 chez des patiattsints du sepsisadmis aux
services des soins intensifs aux PBgs a montré une réduction diex consommation
journal] & e VvS] ]}S]<H - TUOD }e o (Jv] « i}p&EvV o] E U ]ve]
la durée de traitement de 1,22 jours en utilisant des algorithmesiécision thérapeutique
incluantles dosages di&a PCT. Ces patients oégalemat présenté un risquale mortalité
moins élevé que ceux du groupe de contrfl®4) Dans le cas particuligesinfections IR,
le dosagale laPCTmontre égalemenun réel bénéficeen termes deaéduction de durée de
traitement antibiotique et des effets indésirables associés. En effet, selon une étude
observationnelle (PROREAL) menée dans 14 centres hospitaliecurope et aux Etat$nis

A inTlT % S] v@&midntat[drud@algorithmesle décision thérapeutiqgudasés sur
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les concentrations déa PCT a permis de réduire la durée de traitement antibiotique (5,9

jours au lieu de 7,4 joursdt les effets secodaires liés au traitement (nausée, diarrhée,
vomissementréactions allergiques) sans augmentes risques de complication tels que le
syndrome de détresse respiratoire aigba o[ u %o C(165) Une autre revue ave6708

participants a montré une réduction d24 jours de traitement antibiotiquehez les patients

souffrant []Jv( Sdiyuedes voies rggiratoires(inférieures et supérieure®n utilisant les

dosagesie la PCT pour guider le traiteme(it56) Ces dernierpermettent doncde réduire

la durée du traitement antibiotique, de réduire les effetslésirables liés au traitement et

% }3 v8] oo u v3 E o VE]E o] %% E]3]}v VIUA 00 ¢ «}
antibiotiques(157) Au contraire,une étude multicentrique randomisée (PROACT) avec 1656
patients présentant une suspon d[nfection IRI, a montré que la durée de traitement
antibiotique v[ § pgas différente entre deux groupes de patiemgec ou sans les dosages

de la PCT(158) Cependant,ds auteurs ont auligné certaineslimites ce cette &ude telles

<UL 0 U V< [ E% E] v e 0o]v] ] ve ve o[puS]ogtlEdior < }e P
disponibilité du résultat déa PCTavant la prise de désiondans certainesituations

En ce qui concernia dur [Z}*%]5 olime&igde rétospective menée par Balk

et al. chez 13212 patients admis dans les services des soins inteamsf<Etatsnis dont
33569 patients ont recu des dosages deFA&T dés le premier jourhospitalisation a
montré une ré&duction significativede 1,1 jours o HE S}5 0 [Z}*%]S o] S]}v
patients suivis par les dosages de la PIGB) Au contraire,deux études de ChrisErain et

0 X Vv[}vconfemeé ce bénéfice sur la durée du séjour hospéalchez les patientgyant
eu recours aux dosages de la RCB0,161) Cependant,les dosages de la P®nt été
réalisés pardes méthodessemiquartitatives, dont la performance analytiqupeut étre
remise en question.

>[ %o %0} ES ldeswdpspges de la PCT est quant a lui plus controversé. En effet,
selon une étude de Chri€lrainet al.LU o[pS]aleddspge dda W d V[ %o %o }JdES %o
bénéfices [uV %o}]Vv S Ap *SE] S u vs |§orithinpe pdeX deéecfsion
thérapeutique basé sur la concentration de RCT a permis de réduiresleodts liés au
traitement antibiotique grace a la réduction de la durée du traiteme@gpendant, le pix
des dosages itiaux et répétés dda PCTexcedecelui du traitement antibiotique, ce qui
entraine un surcodt dans le groupe guidé pes dosagesle la PCTpar rapport au groupe
contréle (290 dollars US versus 190 dolld& respectivement(161). Une étude récente de
Kip et al.a égalementrapporté un surcol de 2704 euros par an chez les patients dont le
parcours de soins est guidé darconcentration de la PCT dans les services de soins intensifs
aux PaydBas(162) Au contraire une étude de Balket al. a rapporté une diminution
significative du co(t hospitaliete 2759 dollarsUS ce qui représente environ 28 du colt
total [Z}+%0]S 0o ]ehex]lpvgroupe de patientavec prescription duwdosage de la PCT
(159) Uv usE S u } v Btégratiop des [dosages d&a PCT dans la prise en
charge @s patients atteints du sepsis oyRI permet de réduire le colt hospitalier 48 %
et 23%, respectivemen(163) Par conséquenU ]Jo <3 ]((] ]oe rdppbrtcpitE o
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bénéfice des dosages die PCT caits sont sur-prescrits dans certaines situations parfois
prescrits systématiguement saré&tre en accord avec lesanifestationscliniqueschez les
patients Eneffet, une étude de Salinast al. menée dans 57 hépitaux en Espagnapporté

que 44,1% des 14844 dosagesde la PCT réaliséen 2016 auraient pu étre évites,

entrainantune réduction decolt de 594390 dollarg164)

] v < ES ]Jve Su o V[] VS % «} e EA o0 ulue v (] -
dosages de la PCT, en particuler ce qui concernda réduction du coltfinanciea, de
nombreusestudes, montrent un grand intérétde cesdosagesdans le diagnostic du sepsis
et la prise en charge thérapeutique

[11.1.5 Limites des dosageslela PCT

ve &S Jv e ¢]8pu S]}tve []v( S]}v § (] MaPOTdans}la vSE $§
circulaion sanguine reste tres faible sans augmentatiwtable Les cas connus de faux
négatifs sonprésentésdans lgTableaw

Tableau4. Situationde fauxnégatifsdesdosages de la PCT

Situation Etudes

Infection localisée (abcés des parties mqlkspendicite aiglie non (165)
compliquée, arthrite, ogtomyélite)

Dosage chez lgmtients sous antibiothérapie efficace (166)

Parailleurs, la spécificité detosage 0 Wd %}uE& o[]v( S]}v § E] vv
parfaite (spécificitéde 0,79), S Jo ¢35 (E }uu v [ lev @ s@i&odE dSsdfe de la
PCT étroitementavec le contexte cliniqu€ld?2) En effet, i existe des situationsliniques
non infectieuse®u une augmentation non geifique de la PCT dans la circulation sang
est observéd167,168) Les cas connus de faux positifs qomiisentésdans I¢Tableaus

Tableaub. Situations de fauypositif desdosages de la PCT

Situation Etudes
Nouveaunés dans les premiers jours suivant la naissance (169)
Insuffisance rénale préterminale ou en cas des séances itéra (167)
ZZ u} ] oCe
Cancer médullaire de la thyroide, cancer a petites cellules du (168)
poumon, carcinale
ANCv E}u tivdtion macrophagique (170)
Traumatisme (171)
Maladie de Kawasaki (172)
Traitementantirejet par des globulines anthymocytes (173)
Syndrome hyper immunoglobuline 1gD (1412)
Infection virale Covid 9 (174)
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1.2 Méthode de dosage de la prot@tonine

[11.2.1 Méthodes utilisées par les laboratoires de biologie médicale

A o[Z p@Euelle, de nombreuses méthodes sont commercialisées r ptau
quantification dela PCT G sontexclusivementles immunoessaidont les caractéristiques
sont décritedans l¢Tableau6
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Tableau6. Caractéristiquesles méthodes de dosagde 1aPCT disponibles commercialement

Immunoessai
(Companie)

BRAHMS PCT LI/
(BRAHMS
Diagnostica)

BRAHMS PCT
Sensitive Kryptor
(BRAHMS
diagnostica)
Architect
BRAHMS PCT
(Abbott)

Vidas BRAHMS
PCT (Biomérieux)

Liaison BRAHMS
PCT Il Gen
(Diasorin)

Lumipulse G
BRAHMS PCT
(Fujirebio)

Elecsys RAHMS
PCT (Roche
Diagnostics)

Atellica IM
BRAHMS PCT
(Siemens
healthcare)

Date de la
premiéere
autorisation

2005

2009

2017

2009

2015

2016

2009

2018

Type

[ USIE]

FDA 510(k)
Marquage CE

FDA 510(k}
Marquage CE

FDA 510(k}
Marquage CE

FDA 510(k}
Marquage CE

FDA 510(k}
Marquage CE

FDA 510(k}
Marquage CE

FDA 510(k}
MarquageCE

FDA 510(kX
Marquage CE

Predicate
Device

Endotoxin
Activity Assay

BRAHMS PC1
LIA

BRAHMS PC1
Sensitive
Kryptor

BRAHMS PC1
LIA

BRAHMS PC1
Vidas

BRAHMS PC1
Sensitive
Kryptor

BRAHMS PC1
Sensitive
Kryptor

BRAHMS PC1
Sensitive
Kryptor

Instrument

Luminonetre

Kryptor Test
System

Architect
i2000SR

Vidas

Liaison

Lumipulse G

system

Cobas e 411

Atellica IM

Principe technique

Immunoluminométrie

Timeresolved
amplified cryptate
emission (TRACE)
immunoassay
Chimiluminescence

Fluorescence

Chimiluminescence

Chimiluminescence

Chimiluminescence

Chimiluminescence

Anticorps

Deux mAb anti PCT

Sheep antPCT pAb cryptate labeled
Mouse antiPCT mAb XL665 labeled

mAbanti-PCT
mAb antt W d }vipd&phdinaimn

mAbanti-PCT
mAb antt W d }vip&kaline phosphatas

mADb antiPCTkatacalcine
u }vip P pisoluminol

mAb antiPCT

mADb antiPCT calcitonine

mAb antiPCT }vipu P p alkaling
phosphatase

mADb antiPCTgreffé aux biotines
mAb conjugué aunuthenium

mAb antiPCT }vipPp o[ 8§ &
peridiniummAb antiPCTP & ( ( o[pv
fluorescent

Volume
[ Z vS]c
type de
matrice

20 L

Se, P

50 pL
Se,H, E

100 pL
Se, L, K2

200 pL
Se, L

225 uL
Se, L

60 pL
Se, N, L, K2

30 uL
Se, K2, K3, L

100 pL
Se, E, L, N

Gamme
de
mesure
(ng/mL)
0.3-500

0.02-50

0.02-100

0.05200

0.02100

0.02100

0.02100

0.0450
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Alinity | BRAHMS
PCT(Abbott)

Advia Centuar
BRAHMS PCT
(Siemens)

Vitros BRAHMS
PCT (Ortho Clince
Diagnostics)

Access PCT
(Beckman
Coulter)

Diazyme PCT
(Diazyme
Laboratories)

Maglumi PCT
(Shenzhen)

Diasy PCT FS
(Diasys Diagnostic
GmbH)

n.c

2011

n.c

2019

2017

n.c

2020

FDA 510(k}

Marquage €

Marquage CE

Marquage CE

Marquage CE

FDA 510(k}

Marquage CE

Marquage CE

Marquage CE

BRAHMS PC1
Sensitive
Kryptor

n.c

BRAHMS PC1
Sensitive
Kryptor

BRAHMS PC1
Vidas

BRAHMS PC1
Vidas

n.c

BRAHMS PC1
Sensitive
Kryptor

mAb: anticorps monoclonglpAb: anticorps polyclonaj
Se: sérum; P: plasma H: plasma héparing E: plasma EDTAL: plasmahépariné au lithium; K2plasma K2EDTAN: plasmahépariné au sodiumK3: plasma K3EDT,Awb: sang total

EDTA

Alinity i Chimiluminescece

Advia centaur Chimiluminescence
XPand CP

VITROS 3600 Chimiluminescence

UniCel DXI or Chimiluminescence
Access

Olympus Immunotubidinétrie
Beckman

AU400

chemistry

Maglumi Chimiluminescence

Cobas c501
chemistry
analyzer

Immunotubidimétrie

mAb antiPCT

mAb antiPCT }viuPu o[ S & |
mAb antiPCTcovip P o[ S E |
mAb antiPCTP & (( itédJerescent

mAb antiPCTgreffé aux biotines
mADb anti-PCTgreffé a la peroxydase de raifori

mAb antiPCT
mAbanti-PCT }vipP
phosphatase

o[ ol o]v

mAb antiPCT

mAb antiPCTmAb anPCT }viuP ABH [

pAb antiPCT

150 pL
Se, E, H

100 pL
Se, E, H

60 uL
Se, E, L

35puL
Se, L, K2

15 pL
Se, E, L

40 pL
Se, E, Ewb

10 pL
Se, L

0.02100

0.02-75

0.02-100

0.01-100

0.2-52

0.13100

0.2-50
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Les immunoessaisreposent sur le pringbe de reconnaissancémmunologique
spécifique entreun antigéne et un anticorps pour former un complexantigéneanticorps
Ve 0 MS <u v8](] €& o v§]P v ve e chaix dslJowg )y } oo
représente donc une étape importante dansdéveloppement ete[ A GRucial pourles
performances @ la méthode. Un anticorps est une protéine complexe utilisée par le
systeme immunitaire pour détecter et neutraliser un agent étranger (appelé antigéne) de
maniere spécifique. lexiste WA § C %nticorpk: les anticorps monoclonaugt les
anticorpspolyclonaix. CZ <pu SC% [ V8] }E %o %o}ee e E S E]*S]«p
termes de spécificité ede sensbilité. La plupart des méthodes de dosage de la PCT uttlise
desanticorpsmonoclonaix qui reconnassentspécifiquement uneul épitopede o ftigene
SC% [ vS] darcplus sp&cifigue mamissiplusdifficile & produireLes anticorps
polyclonaux,implémentés par seulement deux méthode@rahms Kryptor et Diasys Petia
essai} reconnassent différents épitopesde o[ VS|P v gomais@ance est moins
impactée par de petits changements structurauX (dépitope. Ce dernier est donc plus
e ve] 0 U ulJe ]O %E « vE %o0ue E]e<p [ Eh)déRéralqued® S]}ve
soit avec as anticorpspolyclonaix ou monoclonax, le dosage de la PCT implique
o[usS]o]e S]}v WA amtichrpsEécapture aRRCT et un anticorps de détection
ant-W dX >[ v8] }E %+ souvéitsdir€Etemeriigreffé sur un suppdrtel que les
billes magnétiques, la paroi de la plagde titration ou indirectement via le complexe
streptavidinebiotine (Elecsys Brahms, Vitros Brahms). Apres la reconnaissance entre
o[ v8] }EE %o S o[ VS]P v U o[ v8] }E% e+ e oudun &ddaf qodesE S vS pv
la détection est ajouté pourformer un complexe anticorpantigeneanticorps. Dans
certaines méthodes de dosage tellgge Lumipulse G Brahms, Atellica IM Brahms, Advia
Centuar Brahms, un troisieme anticorps est utilig@r ampifier les sigaux a détecterlLe
%0 E]V ] %o esgiestjilstré sur lgrigure22
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Etape 1. F] &£ S]}v o[ v8] }E% Etape 2 %o €S o[ Z vS]oo}\
support T & }vv Jee v VEE of v$§
capture et la substance a doser

Etape 3. Ajout de & solution contenant Etape 4: ajout de la solution révélatrice
o[ v8] }&E %o § S]}v %}t }vS v vS pV epu eSE § o[
enzyme ou un réactif réactif

Figure22: lllustrationdes ](( & vS ¢ S %o0sagq immunoessai
> % E& u] E S %o }ve]es (]1£ & *pE PV PBo %} ESU o Vv
o[ Z vS]oo}v 8§ %o}e X >[ VS]] }E %o le obhdesudmitopes déva ]S 0}
substance a doser. La troisieme étapensiste a ajouter unesousS]}v }vs v vS o vS] } &
de détection. Cet anticorps de détectioR E ( ( [Lv viCu }pu spuike@n 35](
général sur un autre épitope de la substance a doser. La derniére étape conajsigtex
une solution révélatrice contenant un substrat o[ viCu }pu p E S]( %o}pE& P v
signaux a mesurer.

Les méthodes de dosage de la PCT se digimtgnon seulementpar le type
[ vS] }@Eil&E U ] P 0 u vS % E [ uSE s tectnigues@Ealles Jgyel
techniquede détection, o [ wnhe et les réactifsLes techniques de détection des méthodes
de dosage de la Pdifiliséesen routine appartiennenta quatre catégorieslifférentes: la
chimiluminescencela turbidimétrie, la fluorescence etla technique dite«time resolve
amplified cyptate emissiom.

Lachimiluminescepe est la techniquale détectionla plus utilisé pour quantifier la
PCT en routineElle est implémentée dans les essArghitect Brahms, Liasion Brahms,
Lumipuke Brahms, Advia Brahms, Atellica BrahBeskmanAccesset Maglumi.Le principe
dela Z]Ju]Jopu]v « v *S o[pnwphotdi} lorsdu retour [puv S § AO0|SS S
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stable (désexcitation du produit généré au cours de la réaction chimique (souvam
oxydation) Ladétection parchimiluminescence esioasidérée comme la plus sensible avec
une large gamme dynamique deétéction grace a un trés faible bruit de forf@l75) Les
techniques reposant sur lachimiluminescencepeuvent impliquer dférents types de
réactions chimiquesuneréaction [}A£C S]] S pH E S]( PE ((urguE o V§
réaction d[}Z£C S]}& oC- % E o[ véCuwEP @& (3] JulEekhséacan

[JEC }E n slitv p & S]( PE (@ réepsf}vo[ M G ESppvest] E S
abondamment utilisée dasles immunoesssitilisés en routineDans ce cadge réactif est

PE (( JE S u vsS e«uEesd pxyde] ehESBenceTe%o E}AC gdrieQeE }
réactif acridinium Architect Brahms, Atellic8Brahms et Advia Brahmsou le réactif
isoluminol (Lisson Brahms, Maglumi essai) sont les plus couramment utiliggst S ve]$ .
signaux obtenus pde réactifluminol est 100 fois moins importam que celle obtenue avec
le réactif acridiniumQuantal & S]}v [}AC S§]}v § oCegreffée sGE o[ viCu
o[ v3] WEM~ICuUu % Eu 3 [ u%o](] E o ufprodsi)intetiaddiaEe P v E d
instable Cette méthodeest techniquement similair@ la techniquede }e P [Juuquv}
absorption par enzymdiée (ELISA pouwenzymelinked immunosorbentassay), mais a la
place des substrats chromogés)des substrats luminescents sont utilisés] viCu e5]o]e
peut-étre la phosphatase alcaline (LumipailBrahms, Access essais) ou la peroxydase de
raifort (Viros Brahms)Chaque enzyme son propre subsat, le substrat dit YAMPPD» est
utilisé pourles essais reposant sla phosphatase alcaline & luminol est utilisé poutes
essais reposant sula peroxydase de raifortLa derniére sousatégaie de tediniques
basées sur la chimiluminescence consiste a greffer un complexe de ruthénium sur
O[ VS] }E %o X > }u%o £ EUSZ V]pu ep ]S pv E S]}v o SCE
complexe instable qui éet 0 opu] E «<p v Jo E A] v3  oechhigue . X
est implématée danda méthodeElecsys Brahms.

La technique parfluorescenceest basé sur le décalage de Stokes entre la longueur
[}v usjoje % }uE A£ ]S & o (0 BE}MZIE S &]lo}vPau«¢u oo
lumiéere est émise pale fluorophore. Lanarqueur fluorescent peuétre greffé directement

sUE o vS] }E %o § S]}v jpn PV E PE o E §a}v VvSE
méthode Vidas Brahms quantifie la P@ans le sérum/plasma par cette technique en
utilisant o[ vICu %o Z}+&eding greffé s pE o[ v3] }E %o § S]}vX

Latechniquede turbidimétrie consiste a mesurealSpE ] ]S [UV sp*% Vve]}lv PC
MV *% SE}u SE % E o ] utpv dis Tayon lunoriguxs incidentCette
technique met engu une % E ]% ]S S]}v VvSE o[ v oCS <u vs8](] & §
précipitation. Cette technique est utilisée pour le dosage ldePCT avec les méthodes
Diazyme et Diasys PETKBes deux méthodegprésentent une sendiilité inférieure par
rapport auxautres méhodes de dosage de la P(OT6)

Latechniquedite «time resolved amplifieccryptate emissia » est utilisée dans la
méthode Brahms Kryptor. Elle consiste a mesues lumiéresémises par le complexe
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antigéne-anticorps% v VS UV S U%oe* % E}O0}VP % & E % %bddEEEe P S U %o

principe est basé sur la transmission eV E P ] viativedentre deuwxentités appelés

0 }vv unE S o] %0 S | des sur]degw antlRaipdifferents. Yu v o[ vS] } & %o
o[ v§]S %S UWE V[ S dfceptedr émetale Vluthldre pendant un temps

SE + }uEdre delmg@seonde sfpue o[ £ ]85 §]}v [uVv. QuandEly a Uhé

E }vv Jee v VSE o0 VS] }E%* S 0 Wd %}uE (}E8 & pv }u

produit pv SE ve( ES [ eniid Honnews® [les lumieres émisesont donc

amplifiées et prtongées o[} & @& microseconde Lesignal mesuré durant ceemps

% E}O}VP ¢S %o E}%}ES]}VV O 0 <«<u VS]S o Wd ve o[ Z vSs

Parmi les méthodes de dosage de la PCT, la métiaihhms Kryptora été la
premiére méthode %o %o E } n A %0 eEamérjcdiney des produits alimentaires et
médicamenteux (FDA poufood and Drug Administration pour son utilisation dans le
diagnostic du sepsi€ette méthodea étéutilisée pour établir leseuils de décision clinique
dans le cadredu diagnostic du ses La méthode Vidas Brahma été, quant a elle,
approuvée pard FDA pourson utilisationafin deguider letraitement antibiotique chez les
% S] vSe 88 JvSe W ¢ %oc]e lia plupditvdes sEthoded de dosage de la PCT
partagent la méme désigration «Brahms PC¥ (Tableau6), développé par la société
Brahms GmbH ve o uS [ u o]}& & o }u% Ede]rodsureenre@seuosS S
méthodes En effet, es méthodessont étalonnées paun méme étalon fourni par le
fabricant Brahms GmbH, les résultats obtenus par ces méthodes sontraormrdésa cet
étaloncommun Tandis que les autres méthodiedles que la méthode Diazyme PCT, Asce
W dU D Popu] § ] «@ppaienhenupasy pa désigation Brahms PCTutilisent
leur propre étalon pour étalonner leurs propres méthoddss résultats obtenus par ces
méthodesne sontpasdonctracablesau méme étalorgue lesméthodes de type< Brahms».

Par conséquent, les résultats obtenus paffédentes méthodes de routine ne sont pas
harmonisés vers un étalon commuromme dange cas des méthodes Brahms PCT

> S U%e* [V OCe « Juupv} eempnt cedrt, @omssdé 30

minutes, cependant ce temps estugmenté par ledifférentes étapes duv. A u v
biologie médicale classiquéfin de répondre au besoin de diagnostic précetele gagner
du temps sur le processus décisionnel clinigpoair le diagnostic du sepsides méthoaks

[ v oCe 0} ditge«peint of care tests> (POCTpnt été développéegTableau?).
Le principal avantagees POCEst de réaliser des tests a proximité directe du patiemt
déposant des gouttede sange lE pv o0 S UE S| |} BCire@ementle résultat
dansun délai [ vVA]J@E}v Ti ubDepkliss un autre avantage des POCT est que ces tests
peuvent étre réalés pardu % Ee}vv 0 v}v v ¢ JE u vS (}CEuU v o }E& §}
de biologie médicale(177)
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Tableau?. Legtestsdits « Point of care» POCT disponible pour le dosage l@dePCT

d eS¢ ZW}]vS }( E [ ~& &E] vSe
BRAHMS PCT Direct (Thermo Scientific)
BRAHMS PCT Samsun{S@&@nsung)

AQT90 Flex PCT (Radiometer)

One step test PCT (Getein)

iChroma PCT (Boditech)

ABSOGEN PCT (Bumyoungbio)

TIRF POCT (Helmholtz Zentrum Mughen
Diazyme PCT POC Test Kit (Diazyme Laboratorig

La PCT est quantifiée par un nombneportant de méthodes immunoessais en routine.
Cependant, ces méthodes se différemtipar de nombreuss caractéristiques techniques
performances Ce différencespourraient étre une source de varilité des résultats
obtenus par ces méthodes.

[11.2.2 Autres méthodes de dosage da PCT

Au cours @s derniéres années, la quantification de la PCT dans lesicesatr
biologiques (sérum, plasma) a fait le sujet de nombreuxaux de recherch€l78t182) Ces
méthodes utilisent des anticorps pour purifier sélectivem la PCTet quantifient par
]J(( E v§ « § Zv]<pu * § 00 ¢ <«u loo[résondfEd Zes] plasmons,
o[]vSs E( E}u S E&E] enteeZdudres Papmi ces projets, il est important de teo deux
projets de quantification par spectrométrie de massmigplée a la chromatographie liquide
haute performance (L®1S). Le premier projet a été mené par Krasghsl. en 2013(183)
> e uS HE-* }vd A 0}% % HV Uu $Z} < v8](] 8]}v eJupos
biomarqueurs de nombreuses pathologidans le sérum et le plasma, dont la PCT. Dans
cette étude, undimite de détectionde 1ng/mL a étéobtenue %o ES]E [uv A}lopu [
[fu> e EpUl%O0 su u]A] [pVv - ESE BUVUVP % E}S Jv o []vS
[mv  JP *8]}v VICu 8]<p % @E o 3SEC% WS (188)vie sefomdo Ce %o
projet de quantification dda PCT par @IS a été mené pabuboiset al. en 2019. Une
limite de quantification de 0,hg/mL a étéobserée A  pv Alopu %o E]e [ o ]
100pL seulement(184)X }vSE JE u vS d % E u] E piedBrptiohldle o[ S %o
ol Z vS]oo}v *S§ % E]V ]% 0 u vS & o] B VIA p % %3] ]
enzymatique des protéines en utilisant les anticorps -gefitides de type SISCAPBes
]J(( & v8 ¢ %% (E} Z -« % E % E S]}v . Z W83 osejont S [ v
détaillées dansa sectionAllV.4
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Chapitre IV. Quantification de protéines en matrice complexe p&QMS/MS

V.1 Sérum etprotéinesdu sérum
> e USE] ¢ ]J}o}Pl<cp e S$ 00 ¢ <up 0 VP ~¢ EpuUul%o0 cu oL

%Z 0}E Z] ] v <}vs o luE e SE e+ E] Z -+ Vv ]JV(}EuU S]}Vv
physiologique et physiopatho } P ] < O[}EP v]eu X >[ Vv 0C- e Ju%ol}e o |
ces matrices est un outil tres efficace pour le diagnodgcpronostic, et le suvi du
traitement de différentes maladie§l85) La détection et la quantification des pémes

[Jvd E!S J}o}Plcuy 8§ o]v]<p U e}uA v8 % E « vE « wit(n o }v
défi en rais } v 0 % @& * Vv ulJoo] E« [ USE * %o E }&ehsues e }v
sur une trés large gammaans ces fluides biologiques. Le degré de complexité dépend du
type de matrices biologiques utilisées. En eftatconcentration journaliere des pratees
secrétées dans [ 4 Bgtv pnviron 10 a 300 mg/1,5L/jo.86) la concentration protéique
dans le liquide céphalorachidierest Environ de ®5 mg/mL (187) tandis que la
concentration protéigque ve 0 ¢ EPUlI% 0 cu <« 60 tBPP@E/NMIE(188) Une
étude réalisée avec plus de 201 Z vS§]oo}ve %0 S] vSe % Eule [ 3]
concentration totale de protéines sériques se situe entre 22 etrh@anL (189) Le sang
total, le plasma et le sérum sont considérés comme les matrices les plus utilisées dans les
analyses en biologie médical€90) car elles contiennent la plupart des protéines produites
dans le corpg191)et ellesfournissentles informations les plus complétes concernéeg
conditions physilogiques et pathologiqus d[pv ]v ] ACkpeddant, la complexité de la
composition de ces matrices présente de nombreux obstacles dans le développement de la
u $z} [ voCe X ~ 0}v O EV] E E %% }ES P %E}i § *uE o
(dit TheHuman Plasma Proteome Project) publig¢ €i11i6 % & O0[}EP v]e Sé}v H %0
humain (HUPO), plus de8®0 protéines ont été détectées dans le plasma humain ce qui
représente environ 206 de la totalité de protéines humain€s92,193) Un autre challenge
% }UE o S| * % E}S |v dguesE{Spoc I Bo@EFU P uu CVv ulJ<p U ipe<
ordres de grandeur, entre les protéines les plus abondantes et les mbiosdantes
(194,195X >[ o pu]v *S 0 %@E&}S ]Jv 0 %oo0pante plus d&S500eE %o E o
protéines sanguines. Ledix protéines les plus abondantegelles <p o[ o pu]v U o0 -
immunoglobulines G, A et Ma transferrined o (] E]Jv}Rw E}dFo} poflv U ofr
antitrypsine, le complément C3 ed[Z %S}Po} Jv & % E < ¥&de B Quamité«pu 0
totale des protéines plasmatiques/sériqued96) [Figure 23). Douze autres protéines
représentent 90 des 106 restant(196) Un nombre important de protéines présentant un
intérét clinique sontdonc des protéines de faible abondance, et font partie la fraction
représentant moins de % degprotéines totales.
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Figure23. Distributiondes protéines sériques/plasmatiques

>[ 0 pulv S 0 % E}S ]Jv 0 %o0oue 1% des B quantité Yatalg des prvigines
sériques/plasmatiques. Les protéines de maye € faible abondance ne représentent que ¥®de

la quantité totale des protéines. La plupart des biomarqueurs sont des protéines de faible abondance
présentes dans la fraction représentantdde la quantité totalée protéine

Outre les protéines,les mdrices sériques/plasmatiquegsontiennent également
[ UMSCE * }u%o}es » S 0 < O ¢ oyu E *» ~*i1UD uPlu>e S 0 ¢ 0]%] -
composés qui peuvent potentiellement générer des interactions indésirables lors de la
pr % & S]}v [ Z dédeftety suppresseurs dans la détection en spectrométrie de
masse(186)

Le choix de matrice entre sérum quasma est important cares deux matrices

présententdes caractéristiquesiifférentes [Figue 24). Pour la préparation du sérum, le
sang total est prélevé dans un tube sec, dans lequel le sang coagidement pour donner
un caillot cont@mant de la fibrine et des cellules sangesrielles que les globules rouges, les
globules blancs et les plaquette Apres une centrifugation, la structure de départ de
coagulum est perdue pour créer deux phasese phase liquide appelée sérum et phase
sdide appelée agrégat, qui contient de la fibrinedes cellules sanguines. Quant au plasma,
il est obtenu par urprélévement de sang total dans un tube contenant des agents anti

} Ppo vSe (]Jv [ u%! Z E o } Ppo S]}vX %o Esangum8sEHiuP S]}vL
culottées au fond du tube, tandgue le surnageant correspond au plasma. Par conséquent,
contrarement au sérum, le plasma contient des fibrinogénes et des agents@agulants.
Les agents anttoagulants, les plus couramment utilisésvs® o[ ] S Z C encetig8e S (E

~ d U o0 ]JSE S *} Jpu }u o[Z % E]V 0] §-Zdgguldntsest Z} | £
Ju%}®ES v8§ & ]O0 % US Ju%e S E 0o & *posS 8§ [ v oCetd v (( 5L
sur les protéines plasmatiquede faibles masses moléculaires (< 24 Kplas de 78%6 du
nombre de pics observeés par la technigde spectrométrie de masse MALDOF a un
coefficient de variation supérieur a2® vSE& o0 ¢ SE}]* SC% « [ P vSe ~ d U
citrate).(197)
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Sérum Plasma
Sansanticoagulants Anticoagulants nécessaires
Sandibrinogéne Présence de fibrinogéne

San<ellules sanguines  Possible présence de
plaquettes et de globules
blancs

Figure 24. Comparaisordu sérum et du plasma

Le sérum est obtenu aprés une centrifugation du sang total prélevé pour séparer le liquide de

ol PE P S }vsS v vs o (] E]lv S . OOMO * ¢ VPU]V X > %0 °
centrifugation du sang total recueilli dans un tube contenant des tgyanticoagulants. Par rapport

au sérum, le plasma contient en plus des protéines fibrinogehdss facteurs de coagulation.

Ve 0 o ] oU ¢] o+« P vSe vsS] } Pavndansslevdrpesssds( E vS

[ VOCe UO %0 eu 3 }ve) S@&] }wu %o0ps E % E « vs S]A 0
réel (198) Le sérum est une matrice plasuventutilisée que le plasma pourdedosages en

E}pus]v Ve 0 ¢ % C- o[ L& } %o u E}E U198p Eepencant}ilev o T
choix entre le sérum et le plasma jous rble important dandes analyse€n LEMS et
immunoessaig199,200) Pour un analyte donnéjne différenceentre lesrésultatspeut étre
observéeentre ces deux typede matrices. En effet, une étude réalisée sur une cohorte de
36 patients dans les services de soins intensifs a montré que parmi les 55 biomarqueurs
%o E}S J<H o o[]Jv(o uu S]}vU ¢ po u vsS ii J}u E<«pagoEe+ +}vS
équivalente entre le sém et le plasmg200) De plus)es adeurs ont également montré
gue les concentratiors mesurées de 22 protéines ne sont pas bien corrédé@mntre ces deux
types de matriceg200) Le type de matrice peut égaleemt influencer la stabilité des
analytes qui est un facteur critique pour les analyses de biologie médicale. En dffet, se
une étude de Zimmermanat al. sur la stabilité de la protéine HP (Heat Shock Protein
16U pv % ES 0 0 % Xeilaquanfité dléd HSR7 initiale est observée aprés 6
heures de stockage a 4°C dans les échantillons plasma/EDTA, tandiscqQuedntration de
HSP27 est stable dans le sérum. De plus, une augmentatiguvd ( 353/ dde la
concentration de HSP7 a été rapprtée dans le cas de plasma ayant subi un cycle
congélaton }vP o S]}vU o0} E- «<u §§ }v vSEéasians le[sedinto ¢ ] u %o
dans les mémes condition@01) Enfin certaines cellulegelles que lesleucocytes,les
érythrocytes etles plaquettes, ainsi que ses débris de dégradation setbuvées dans le
%0 *U % E ¢ o[ S %o (202) . apyésece (¢ wes cellules dans le plasma peut
promouvoir le processusle meétabolisme des analytes, donc induire une potentielle
dégradationdes analytes. Par conséquent, en fonction de la matrice utili@saébultats
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obtenus pewent varier et risquent [JvSE&} H]E e EE& pE- Ve 0 % E]e
patients, il est dnc important de éterminerle type de matrice utilisé dans t&finition du

mesurande (voi. Au vude sesnombreux avantagese kérum a été sélectionné pour

le travail de cette thés. Dans une telle matricedl <u vS](] S]}v * % E}S Jv ¢ []VvS
faible concentration représente un défi important. Il est donc crucial de réduire la
complexité @ ees Z v3]oo}ve A v Hoafpoueol accéder aux informations des

% E}S [V e (1o v v X ] *3 Vv % ES] po] E AE ] ve ¢
spectrométrie de masse, quif o[} i $ §§ SZ « X

IV.2 Quantificationpar chromatographieen phaseliquide couplée a la
spectromeétrie de masse

IV.2.1 Séparationpar chromatographie en phase liquide
La chromatographie en phase liquide est une technique de séparation de plusieurs

analytes en mélange. Le principe de séparation des analytes est baséglsion
différentielle des aalytes par partage et équilibre de concentration entre les deux phases
la phase stationnaire et la phase mobile qui se déplace dans un sens déterminé. Cette
technique est un outil incontournable pour les analyses des pregpar spectrométrie de
massegrace a sa facilité de couplage avecspectronetre de masse. De plugour les
colonnes en phase liquidd,existe une large gamme de phases stationnagebasant sur
o[]vS E S]}v ZC E}%Z} WY }e[ of ABRogefifjbe. Parmices types de
séparation la chromatographie a polarité de phase inversée est la plus couramment utilisée
pour la séparation des peptides. Dans ce cas, la phase stationnaire est de nature apolaire,
lipophile, et le plus souvent a baseddparticules de sde couplées de facon covalente a des
greffons de chaines alkyles (C4, C8i6U YeX > o A E] § -« * % ES] pHO * VvV
diametre et de taille des pores permettent donc de sélectionner une phase adaptée pour
obtenir la meilleure capzté de séparation ¢« v 0CS ¢X >[ ouS]}v e v 0CS e« 8§
PE uv PE ] vS§ % Z * u} ]o [Mv u comnglnique (FasuE ZC

S}v]SEJ]o }u u SZ v}oeX > %Z ¢ u} ]o S v Pv E o0 § u%}
séparationchromaographique § mjddtion des analytedans la source&lu spectrometre
de massedout en contrdlant leur état de protonation. De plus, plusieurs classesolonnes
chromatographiques peuvent étre définies fonction deleur diamétre internemicro HPLC,
capillaire HPLC etamo HPC|Tableau).

Tableau8. Classificatiorde type de colonne chromatographique liquide en fonction de diametre
interne

Type de colonne LC Diametre interne Débit

Nano HPLC 25100 pm 50-800 nL/min
Capillaire HPCL 100-1000 pm 0.4-200 pL/min
Micro HPLC 1.02.1 mm 50-1000 pL/min
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La réduction du diametre interne de la colonne HPLC permet une amélioration de la
e ve] ]0]S [ v oCe S Jve] & ¢hpdHilloro néegssaisd.SEn dffet, une
étude Zhuetal. en 2017 aapporté uv P Jv [uv ( § pE T wighaBdétedtd et
de plus de 320 v v}iu E % %S] * ] VvS](] ¢ VvV % ** vS [uV ] u ¢
75um a 30um (203)X v }uSE U o Su U }]e *HE 0 ¢ J}u E<u PE-* %
a montré une amélioration mayv v [uv ( 9 de€Esignaux détectés lorsque les
échantillons sont analysés par le systeme capillaireMBOMS de 0,3 mm de diametre
interne en comparaison avec le systeme conventionnel (2,1 f®8)X >[psS]o]e §]}v
colonnes (]o JuSs8&E % Eul]e [ u o]}& & ii (}]* o olu]s <H
versus 20 ng/mL) selon une étude Wdilffert et al. (204,205) De plus, la réduction du
diameétre interne de la colonne HPLC peut améliorer grandement la limite deijoation
en combinanto u} [ VE] Z]e* u v8 % &E Juupv} ((]Jv]s quau]A p
niveau des peptides. En effet, une limite de quantification deg/finL a étérapportée par
Neubertet al. pour la quantification de la protéine t-NGF en combinagd o[Juupv} ((]Jv]$
au niveau peptidique et le mode na#d(206)

IV.2.2 Détection parspectrométriede masse
La spectrométrie de masse est de plus en plus utiligde protéomique pour la
guantification des biomarqueurs en raisore des nhombreux avantages, en particulier la
spécificité par rapport aux$ Zv]<u ¢ []Juupus }Cette] technique permet de
déterminer| € %o %} ES u *s suE Z EP ~ulle [pv v 0oCS Z EP (
de la spectrométrie de masse est illustré dar{igure25]Le spectronétre de massepeut
étre décomposé er8 parties: une source, m analyseur et un détecteur.

Figure25. Principe de lalétection en spectrométrie de masse

L[ Z vS§]esbiptroduitdans la sourceu spectronetre de masseet les molécules sont ionisées et
volatilisées Un ou pusieurs analyseurs séparent ensuite ces différents iopoduits selon leur
rapport masse sur charge m/z. Le détecteur convertit finalemensigsaux générés par lésns en
signaux électriques, et enfin un systéme de traitement des données produit les spectresssie ma
correspondants

En spectrométrie de masse, il xS  ](( & vSe SC%o JUE S [ v oC
ceux utilisésdans les travaux de cettthése sur un instrument de type Orbitrageront
décritsci-dessous

> <luCE [1}v]e §]}v-MBbu@tion (ES{Hpuelectrospray ionisationest une
te Zv]<u [1}v]e S]}v %0 E <]} Fighite} 2860Zeti@ fechinique []}v]e S]}v
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douce %o Eu 8 [ Vv 0Ce E 0 * Vv 0C3 « ]viéur Sagrsgnidtiony Led jhsv 3
sont produits en phase gaase en faisant passer le liquide a travers un &pgl métallique
porté aune tension continuale plusieurs kilovolts. Les gouttelettes chargées sont formées
elue o[ S]}v [MV Z u%posiif o @Epatif) La taille des goutteletteshargées
diuJvp veul]sS ipge<u[ o (}Eu S]}e gazelsevpar gvdporation du solvant
et explosiors coulombienne successivesLe processus de désolvatation est assisaé
chauffage et% @&E pv (o pudEipgrmes [ o]u]les@lvants résiduels pogue seuls

les ionsdésolvatésen phase gazeuse soient transmis dam§ v o0 Cwa léEcapillaire de
transfert dans la source utilisée dans notre étude.

Figure26. Mécanismede formation des ions en phase gazeuse par I'élen&bulisation (ESK207)

> ¢ P}uds 0 85 « «}vd (}EU + % E o oded haut€BaRsjdn. C&s goutteleties (
subissent un  *}0A 3 3]}V % E}IPE ¢+]A % E pv (op&LE [ 1} Z p(( %}uC
gazeuse.

De plus,il est possible de miniaturiser ce dispositih kource nanetlectrospray
(nanoESI) permet[ v oCe+ E (] o« Alopu en rhiséh de fine fliametre
(inférieur a 100 pmM et de travailler avec de faibles débifmférieurs a 800 min. Le

E v uvsS []}v]e S]}v S u o]}E E %oOHe %o S]S ¢« P}uss o
permeS v (]v [ pPu vS E oAprewyayoirceld pxodust en source, les ions sont
SE ve( E » A Ee o[ VOCe uE U e X /o0 /]S %ope] pEe- 3¢

quadripéleU o[}E ]SE %U o[ v oCe pE&E § U%o tes delk malyseurs%] P 0]
utiliséspour ces travausont décrits cdessous

>[ v o Cauaddpdble sépare les ions en fonction de leur m/z par la stabilité des
trajectoires dans un champ électrigFigure27). Ce principe a été introduit par Paul et
Steinwedel en 1953. Le quapidle estcomposé de quatre barreaux métalliques paralléles
dont les potentiels électriques appliqués sont égaleux a dex sur les deux barreaux
disposésen via-A]eU *Cu SE]J<u u VS }%%o}e » » 0}v o £ %0 U V!
oscillent entre les barraa grace a la composante alternative de la tension électrique
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appliguée. A un instant donné, les deux barreaunés dans le plan xOz sont portés au

potentiel positif alors que les autres barreaux sont au potentiel négatif. Pour un champ

guadripolaire costant, une composante variable provoque une variation du champ selon un
£ % E% v ] po 1E o[ tAy adonddeux types de trajectoire possibles au

sein duquadrip0le: une trajectoire stable et une instable. La trajectoire stable gledeons

vers le détecteur, tandis que les ions qui parcourestiajectoires instables sont écartés de

~

o[ ZAe déplacement § v[ $S ]Pv v8 % + o0 En appliquantEdes tensions

prédéfinies, lequadripble i}p pv E€o0 (JosSE&E m/4.} mversghveht, BiAlS
composante detension continue appliquéest nulle, le quadripble agit comme un guide
d [ons avec un guide de type radiofréequence (mdtieonlye X ve o * [uv o C P

différentes tensions, une large gamme de m/z seamsmse séquentiellemenpour établir
un balayage de masse complet (mddéscar).

Figure27. Analyseurquadripéle (208)

Les ions entrant dans le quapidle avec undaible énergie cinétique suivent une trajectoppseudo
e]vuelb o e}pe o[]v(champ quddipolaire entre les quatre barreaux métalliques
paralleles. Seuls les ions de m/z parcourant la trajectoire stable dans un champ donné arrivent au
détecteur, alors que les autres ions de trajectoire instable sont éjectéguadipdle.

>[ v oCe HE KE ]3E %o 3 A 0}% % % E>DJ EGApE&- o
KE JSE % 5 }lu%oleSEHuv Jvs EvV v (}Eu (e K %00 0
deuxélectrodes externes creuses symétriquegy(re28).

Figure28. AnalyseurOrbitrap (209)
Les ions sontnjectés et piégés autour deo[ o SE} en $or@Rey de fuseau (a) situant a
o[]Jvs ] p&E MAE o SE} -.Lé onEpowrsulEntiun meuvement composeé de
trois modes de trajectoires (1 circulaire et 2 oscillatoires).iZsent des coordonnées cylindriques.
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Les ions sont injectés tangentiellemetdns o[ ¢ %o e % (E VS 0 ° MAE % E:¢
o[l o SE&E} /s @mvchamp électrostatique quadripolaigelon o[ &£ | .
0 SE} X > ¢ J}ve ¢}vs v %] P o usSluCE o[ o SCE} ]v

électrositique et contrebalancés par la force centrifuge. Le mouvement des ions suit trois
trajectoires: une trai S$}]E ]E po JE MSIUCE o[l o SCE} ]Jvs GEv
SE i S}JE }+ ]Joo §}]E euJ]A v3 ol £ 1 8 pv d&nEdpmlleu  Ju%o}e
rayon de giration. La fréquence des oscillations axiales est inversement proportionnelle a
laracine carrée du rapport m/z des ions. La valeur n@zidns est obtenue par la mesure

du courant induit par lar déplacement oscillatoireen appliquant unetransformée de

Fourier du signal pour détermindes fréequencede composanX >[ v oCe puge }E ]SCE
% Eu S [ A}JE pv u Joo HE % bdalet] & quantificat[dn grack(3 1as ]

haute résolutionet son excellente justesse de mesure

IV.2.2.1 Modes de fragmentation

La fragmentationen spectrométrie de masse tandem (mode MS/MBhsiste a

fragm v§ E pv v 0oCS [Jvs E!S o[]JvS E] HE MY *% SE}u SE
déterminer ses caracteéristiquesstructurales. Dan¢e casdes protéines et des peptides, la

(E Pu vsS S]}v % U S % E]V ]% 0 u vsS dn acde}d( pnilbésodes <y v
protéines/peptides(Figure 29. Il y a plusieurs modes de fragmentation disponibles dans les
spectrometres de masse utilisés au cours de cette étude, tels que la dissociation induite par
collision a haute énergie (HCD pddigher energy Qollisional Dissoct#on), la dissociation
induite par collision (CID powollisioninduced Dissociatignla dissociation par transfert

[ o SE}v ~ dElechopfiiransferDissociation et la photodissociation par ultraviolet
(UVPD pouUltraViolet PhotoDissociation).

Figure29. Les différentfragments générés lors de la fragmentation des protéines/peptides

En fonction d mode de fragmentationdifférents tyes de fragments peuvent étre obtenus. Les
fragments b et y sont souvent obsenafamodes CID et HCD panpturede la liaison peptidique.
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Le mode CID consiste a fragmenter les ions dans un vide modégugarentation
o[ v EP] ]JvsiaoVy-]}s VvsSE&E e ]J}ve S e u}o po e+ [uv P 1 v
&Elium ou le diazote. La fragentation a lieu au niveau des liaisons peptidiques mpou
former des fragments de type b et y majoritaires, ainsi das pertes de neutres (8, NH).

YU vsS pu} , U [ 8 uv u sz} SE& « usS]o]e V % E}S }lu]l«p X
fragmentation CIDu ]* o[ pPu vsS S]}v ol v &EP] ]Jvordnte. LaeS %oOle
fragmentationa] p ve pv OOHMO UMOS]%}0o |E X >[ v EP] , } %05 ]u

0 *SEM SpCE S O UuU=ese ulo po |E e v OoOCS « []vs E!S
technique de fragmentationimpliquant des collisions avec desaddifs activés par des
électrons et permettant notamment de caractériser des motifs de modifications post
traductionnelles. Les principaux fragments sont de type c et z. Le mode UVPD est une
technique e fragmentation par collision avec des photons. Obtravec un laser UV a

213nm dans le spectromeétre de massdtilisé lors de cette théseU o[hsW o] M
Pv Eo0uvsS epE pv Z 00 S U%oe %oOpne }HES <p 0 U}
produire les mémeg(E Pu vS8e <u[ v u} « , U [/ § dmais ddalethe@@ S5 [eU
des fragments de type a et x et des fragmentsd& Jv « 0 § E 0 ¢ % Eu $5S vS [ u

la couverture de la séquence des protéines/peptides, en particudier présence de
modificatiors post traductionnelles. Pour avoir une meilleure fregntation en UVPD, les
ions précurseurs doivent contenir un chromophore tel que le tryptophane, la phénylalanine
et la tyrosine. Chaque mode de fragmentation apporte différentes informations sur la
comp}e]S]}v S 0 *SEM SUE * %o (E} &t.]Ainsl, % éGanshinatson] pes &

]1(( & v8e u} (E Pu v3 8]}v % CEu § [ A}]E pv }vv Jee v
of] v§](] S]}v +u}o po -+ Spu] <X

La caractérisation des peptides et surtout gestéines complexes par spectrométrie
de masse afaib[} i § %0 (E } P (E sgracedapdnduwelies avancées technologiques.
Il existe une large gamme de spectrométres de masse. Dans le cadre de ce travail, deux
instruments de type hydride orbitrap orété utilisésW o Y A& 3S]A &} pue 3§ 0o[KC
Ecli%oe dE&] E] X >[]veSEpu v3 Y A& S]A &} pe 3§ ] o[ S
étalons primaires peptidiques ainsi que la quantification de la PCT dans le sérum par
o[ %o % (E} Z -up}dgr8deu a d haute résolution pour augmenter la spécificité des
m3Z} o A 0}%% *X Yp v$ O[KE ]SE % 0]%e+ dE] E] U ]c
o[ Spu & S E]Je S]}v o[ S o}v % E]Ju JE % E}S J«<p PE
ipe<pu[ 1 u]oo$blution €Edesnombreux modes de fragmentatiadisporibles

V222 D} [ <p]+]1%]}v

IV.2.2.2.1Analyse en masse intacte

>[ <u]el8]}v v u} Uuee Jvs § e ve (E Pu vsS S]}v % Eu S
rapports masse sur charge m/z des ions a différents états de chargepmtide ou de la
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% E}S Jv  []Jvd EI!SEX V 6@oB]<puuvs AV u ajLiadripdhire puEe

large gamme de m/z couvrant tous les ions peut étre établie. La capacité de discriminer les
](( E vSe %] - o] ]*SE] psS]}v skuk §gwe bnprdle impgrtanttge

analyse ahaute résolution est donc nécessaire pour une analyse @ssm intacte de

protéinesde poids moléculaire élevé.

IV.2.2.2.2Acquisition en mode dépendant des données

>[ <u]e]8]}v v u} % V VS Datd\Depeddnt}AnalysigDDA),
o[ S Pv & 0] % }UE 0 ¢ Vv 0Ce « -y &x@deredoilas] Lp ode BBAuU
se }u%le Vv UE e <cpV o E % § ¢ cupE S}usSUne premiEre o[ v

acquisition permet de réaliser un balayage en méddiscanMS sur une gamme de masse
étendue (typiquement 3501800 Da pour mesurer les rapports fa des ions ermprésence a
un instant donné.Elle est immédiatement suivie par urseconde acquisitiomui réalise
alorspv ¢ E] [ VE P]*SE u vsSe eentdtioneEmode MSEBFdes N ions
les plus abondantsdans le spectre MS de la premiere acquisitidim fonction des
performances o[]veSEpu v3U § \refuencevE «p]e<]Hplimale la valeur
N peutétre ajustée Le cycle est répété tout autlv P o[l voCe X % v vSU Jo (|
gue ce mode est peu adapté pour les protéines de faibndance, en particulier dans des
matrices complexes, dont les peptides protéotypiques ne seront que trés rarement détectés
parmi les N espécdes plus inénses.Afin de limiter cet effet une exclusion dynamique a
S A 01} %o %o (v [ & les HiDIrYs &BGrdajeen éliminant de la liste
des N espéces les plus intenses les especes qui ont dégelétionnéeprécédemment
pendant une fenéte de temps déterminée en fonctionid u} [Jvi S]}vX ]Jve] S u%
[ £ ope]}v 5 I FERWEEO ¢ %] ¢ ZE}u S}PE % Z]<u ¢ Ve O
LCMS Ce mode permet de ne pas sélectionner plusieurs fois le méme rapport m/z pendant
unteu%oe [ v 0Ce }v\ W& FRn&EmMOIns intenses puissent étre analysés.

IV.2.2.2.3Parallel reaction monibring

>[ v oCe v u} Pevallédd Reaction Monitoring est réalisée sur des
instruments hybrides a haute résolution de typeQgbitrap ou de facon anafue sur un
instrument de type Q-Tof (210) Contraiement au mode MRM(Multiple Reaction
Monitoring) utilisant un double filtrage de rapports m/z, le mode PRM applique seulement
Hv (JoSE P L VIA p 0[]} v géadepdle EHgune E). Dans un appareil de
SC% Y KE ]SE % U o]}}ensditeEacquide pdBns wne trappe nique
intermédiaire, laGtrap, puis fragmenté dans la cellule de collision multipolaire en mode
HCD, et finalement la quasitalité des ions fragments sont transmis et analysés dans
o[ voCe HNE }E ]SE %o X
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Chapitre 1V. Quantification de protéines en matrice complexe paiQRIS/MS

Figure30XW E v ] %o [uv v oCe Vv u} WZD W & oo o Z S]}v D}
>[]}v % E & lectidire auSniveau d quadiplle, il est ensuite transféré vers IGtrap pour
accumulationsur une durée optimisée pouraugmenter la sensilité de la méthode. Les ions
fragment sont produits dans la cellule de collision HCD, et puis analysés @pal/seur a haute
résolution OrbitrapLa Quastotalité des ionsfragmentssont détectésce qui augmentda spécificité

o[ voCe X

La détetion desfragments Z pus @& <}ousS]}v % €Eu § [ pPu vs E o
diminuant les interférenceg211,212) De plus, laGtrap % ®&u § [ JHupo GE o0 ¢ ]}
précurseurs dans une durée prédéfirselon leur intensit¢ %0 Eu $8 vS Jve] [ pPu vs @
rapport signal sur brui210)X v(]JvU o[ VE P]*SE u vS$ Sopuschaques SE ve]
précurseur (une transition gE E * %o } v o }vv [uv Hrégroen%ilEenpE e+ pE
donc une par fragment suivio Eu S [}%S]Ju]e E 0 <% X] ¢ Edey v oCe* X
modes MS et MS/MS a haute fréquence est indispensable pour conserver une bonne
sensibilité et ed est possiblgout en conservant une haute résolutiagrace a la tres haute
(E <p v [ <p]*]S]}v . Ev] €& « P vD&Bsdé}eas dEd(EV] B E* %o X

[ Z vS]oobuvS @] Ju%o £ U o u} WZD % Eu § [ pPu vs E
méthode grace a sa haute résolution dans la sélection des ions fragmentagaort au
mode SRMSelected Reaction Monitori)iyIRM. LdFigure31]compareles signaux détectés
du peptide endogene NLLSVAYKleson étalon interne marqué dans le plasmalonles
MAE u} ¢ [ <u]*]S]}v "ZD S WZDX > ¢ ¢]Pv p&E [}0}$ %0V ]vS
[JvS EB( & v * %P AE}o « [ <«uln&yhndhde mode SRM ne permet pas
de distinguer entre les signaux du peptide endogéne et cesxagixinterférencesalorsque
le mode PRMravaillant A i1%0 % u [deEr@&ssgo@&met de résoudreles signaux du
peptide endogne (213)
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Figure31l. Comparaisordes signaux obtenus en fonction des modes d'acquisition SRM ou PRM
(213)

~

Pour le peptide marquénalysé A 0 MAE u} e [ <u]e]S]}v "ZD § WZDU ]«
[Jvd E( E v ées}pan@sAen haut). Cependard,} G » o[ v pePtide naturel non

marqué (panels en bas), des interférensestobservées aniveaudu temps de rétention du peptide,

et le mode SRM ne permet pas de discriminer les signaux du peptide et sénterdérerts, tandis

gue le mode PRIdermet de résoudries signaux du peptide endogéne| £ % &] v S & o]
deux différents instruments -Exactive et TSQ Vantadea différence de temps de rétention entre
HAE u} o [ <pu]e]S]}v % ps bIfES]o]m S]}v HAeE J(( E vs «  }

chromatographiques ou a la différence defiguration de les instruments.

Pour la quantification de protéireeen LEMS, les deux approches top-down» et
« bottom-up » peuvent étre envisagées <3SE S P Jonnfgs et la stratégie de dilution
isotopique seront déterminés v (}v S]}v rochd ctiebsie.

IV.3 Quantification deprotéinespar|D LEMS

IV.3.1 Approches protéomiques

Kv ]*S]vPu MAE % E]V % 0 %o%o E} Z ¢ %o}uE o[ V O
protéiquespar spetrométrie de masse : approchetep-down» et «bottom-up »

.

~
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Chapitre IV. Quantification de protéines en matrice complexe p&QMS/MS

Figure32. lllustration des deux approches toglown et bottom-up (214)

Une protéine peut exister sous plusieurs protéoformes avec plusieurs modifications telles que |
méthylationU o0 %0Z}*% Z}ECo S]}oxk-up [%%TUES Z[] NS](] E 0 * % %S] * u
% Z}*% Z}ECO * o Ve %}IHA}E ] vs](] E o (}EuU -down%pémiat | v Vo
[ ((]E&u & opjéthylkeetphosphorylé.

La stratége «top-down » consiste a identifier les protées entieregpar mesure de
masse et séquencagkes protéines sont ioniséaggactesdans la source d@tansféréesdans
of voCe uE p *% SE}uParda suite,ulasragmentation MS/MS permet de
séquencer les protéined.[] vS](] S]}v téine repiosE bur la mesure despports
masse sur charge (m/z) de la protéine et de ses ions fragmeggsurce []}v]e S]}v 0 % o0oue
courant esto[ o & ¢efene introduitpar Fennet al. avec 0 %o }e¢] ]0]S [1}v]e GE
protéines de large taille(215) Un géne peut étre traduit pour donner plusieurs
protéoformes issues de la méme séquence primaire mais ayant des fonctions fortement
modifiéessuite & des mutations, polymorphismedges modifications postraductionnelles
(acétylation, phosphorylation, méthylation, glycosylatiogic) (216). La stratégie ¢op-
downi % Eu § [} § wdi@h plusglobaledes différentes protéoformeso-existant
dans un échantillonCela permepar exemple [ u 0]} @& c@Bnaissance des processus
physiopathologiques(217) De plus,cette %0 % E} Z % Eu § [ A]S E o (}Eu
meélange complexe de peptides ayant des propriétés et des structures similaires. En effet,
Bronsemaet al. a montré une amébration de lalimite de quantificabn [pv ( § pE A v
%o ¢ VS [HV  %oBGttd@}-up i h o[ %o %o @pH-downl» pour la quantification de
la calcitonine (218)X E *posS 8§ o[ A% O]J<cyuy % E o0 (]85 <g %oope] M
guantifiées simultanément par approchebettom-upi o0} Ee+ <u o[ %opdENNZ h
ne cible que la calcitonine intacte. Cependant, cettes0E A 3]}v V[ 8 %o * uv S}ui]
applicable a toutes les protéines. Généralemer#s approches sont implémentés pour des
protéines de faible poids moléculaire }vs o[ ((] 18 (E Pu vsS S]}v S %0
(219) En revanchedes difficultés échniquesconcernant la séparation chromatographique,
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o[]}v]e S]}v S o (& Pu vsS S]}v * %o E}EB fléveloppedierties (E v v
%0 %0 0] S Hlawrs FHioeffet, la protéine esonisée selorune distribution de plusieurs

especes ionigues multichargées, ce qui entraine une diminution de la sensibilité par dilution

du signal Les hauts états de charge z obtenusiples protéines diminuento [ @& &/z

entre deux isotopes success{B20)X o v ¢¢]S }v  [}%S]u]le &E o ( VISGE

des différents états de charges de la protéine tout en assurant la sélectivité de la reéthod

Y%oopueU 0O[]vS E%E S S]}v * }Jvv ¢ }l00 S ¢ E %E ¢ vS v

%o }LUE Of] SM3V( [HV % E}S v L o(]8 profils}deddragrdentiation o

multichargésgénérés etdes différents mécanismes de fragmentation. Péel solutions

logicielles ont été développées pour permettre une analyse bioinformatique automatisée et

o [alyse des données est souvent longue et complexe. Enfin, il est difficile et souvent

colteux de produire des protéines recombinantes particulieravec des formes modifiées

de haute puretéainsi que les étalons internes marqués dont le comportementdesitique

a celui de la protéine endogen€es ééments consituent pourtant unprérequisimportant

a la mise en place de stratégies de quantificat@bsolue par dilution isotopiquévoir

sectionAllV.3.2.3.

La stratégie <ottom-up» ¢85 0O %% E} Z 0 %oOWdes }Ju@Uruu vS pé
o[] vS8](] S8]}v S o «u v8](] $§hptammentedErh8lahge complex&lle
consiste a digérer les protéines en peptides par une endoprotédsant la digestion, les
protéines sont souvent soumises a une étape de réduction des ponts disulfures pgiivi
puv & S]}v [ ak€ césidusvCyafin de faciliterla dénatuation et la protéolyse
enzymatiqueX >  Z}]/&E o[l vVICu 3 }v Ju%}ES vS %}uE « o 3
%o E}S }SCUo < o 0 % E}S v [JvS E!SX /o FA]*S punuv o EP
telles que la trypsine, lehymotrypsine les endoprotéasefspN, LyS, GluC ou GIuN. Parmi
elles,la trypsine est la plus utilisée grace a sa haute spécificité en clivant exclusivement la
liaison peptidiquedu cété Gterminal des résidus lysine et arginine, saufve o e [pv
liaison lysineproline et arginineproline. Les peptides générés sont ensuite séparés par
chromatographie en phase o]<u] Z US % E(}EU V dékectés paf! s E
spectrométrie de masse. A partilu séquencageales peptidesprotéolytiques il est alors
%0}ee] O [] pd&3(de Guariifier lee % E&}S Jv « []vs E!SX Ve UV }%o!
guantification, il est primordial & quantifier les peptidesdétectés de facon robuste et
* %0 ](]<|J. i (0] %oE}é ]V []V§ E'!'sSU %0 %0 O * %o %oé] ° %oGE}é }é
protéines peuvent comnir desséquences commune®t o[]Jv(}Eu S]}v } S vu % E
peptides de séquences communes ne reflete donc pas la présence de chacune des
différentes protéines mais une information combinée et donc peu spécifiqgue. Seuls les
peptides identifies contenantles motit spécifiques a une protéine peuvent fournir des
informations sur la présence de cette espg@21) Cependant, dans certaines situations,
<ULV 0 % E}S ]v [JvS E!'S AE]*S e}pue %opue] HE:* J*}(}EuU U
séquences communes plusieurdsoformes permet une quantification totale de la protéine
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d[]v$ @utés isoformes confondues>[ %o %o (EBoom-bp» permet de contourner
certaines des difficultés rencontrées dans une analysep«lown» (e manque de
sensibilité notamment), mais elle présente également des inconvénients. En effet, la
digegion enzymatique augmente la complekitles échantillongn produisant un nombre
important de peptidesDe %o peU 0 P *S]}v ¢ % E}S ]Jv (] o }v v
incompléte car leur digestion peut étre plus lente par rapport aux protéines de
concentration plus élevée en raison deraction du premier ordré222)

En tenant compte de la complexité da matrice etde la faible abondance de la
% E}S Jv W d ve 0o ¢ EpuU-upfa @betrie gour ¢& Brpjet de thésd.e
détail de la stratégie pour la quantification de la PCT et les différentes poésihiit la
%o E& % E S]}v [ Z vS]oo}ve ¢ 0}v 0o 0]88S E SUE %o}uUE PV <H V
abondance sont présentéans la suite

I\V.3.2 Stratégie dequantificationde la PCT

IV.3.2.1 Principegénéral

Figure33. Stratégie dequantification LCGMS des biomarqueurs protéigue%. & o[ %o % E} Z
« bottom-up »

>[ %o %o EERotbom-tp » consiste a digérer les protéines en peptides par anupprotéase. Les

peptides générés sont ensuite séparés par chromatographie liquide haute performancesa [!3 E
VOCe o % E *% SE}u $E] ues X AvS o[ § % ]JP «3]}vU o -

souvent purifiées afin de réduire la comyité de la matrice

Comme décrit dans la[Figure 33 le sérumest une matrice trés complexe, la
guantification desiomarqueurs protéiquesle faible abondance est un enjeu importaiin
E ]}V %oZ VIiu v e }Ju% 3]138]}v []}v]e S]}v }v p]e vSs uv &
entités minoritairespour lesquelleso[Ji$vS]}v V[ ¢S %o * }%S]Ju o U o0-¢ S %o
traitement des échantillons sont donc cruciales, particulierement pour la quantification de
protéines de faible abondance. Les différentes stratégies ddrpitement des échantillons
seront décrites dans laestion Les peptides produits en mélange sont ensuite séparés
par chromatographien phasdiquide et enfin détectés par spectrométrie de masse
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IV.3.2.2 Quantification par dilution isotopique

Afin de minimiser la v@abilité des différentes étapes du protocole de quantification
par LGMS, la dilution isotopiquest mise en ~ pu A (Celaconsiste a ajouter o[ Z v3]oo}v
o[ v o}Pu u &E«moléculemrecherchée, appelée étalon interdgn étalon interne
idéal présers  pv  }u%}ES u vS Vv oCS]<pu ] vS]«pu V| 8[pC DU []v§
o[ $ o}v ]vS EvV o ufuele }u%s}-e [ ] védan@Eddguelle certains atomes
sont substitlés par leur isotope stablé3C,'°N). Ces modifications engenehnt un incément
de masse connu tout en gardant un comportement analytique prath® [ v oCS []vS E!S
V % ES] po] E o}E&Ee+ =+ S %o ° %o E % E S]}v o[ Z vS]oo}v

Dans le cadre [ p vquantification par approche kottom-up iU o[ § o}v JvS Ev }]
étre introduit le plutét possible pour compenser toutes les variations produites durant le
% E}S} }o [~WwOoCh ES * % E}S Jv » 0}E- 0 % & %nE& S]}v |
incompléte, la variationexpérimentale g A}opu [Jvi Scffet ndatrice sur
o[]}v]e .dl8svdifférentes stratégies[quS]o]e S]}v « § obont illvstré@s\dans
la]Figure34
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Figure34. TroiseSE& S P] ¢ [nS]o]e S]}v ¢ § o}wansid g@ntificatiodEleq
biomarqueurs protéiques.
>[ %% E} Z %o E}SisptopiquedEent (PSAQpnsiste a ajouter un étalon interne (protéine)

H S}uS HS M %o E} eeope %o E % €& S]}v [ Z vsS]oo}v (]v }E E]
liés viv ¢ po u vSs 0 %upE](] S]}tv 0 % E}sS v [Jv@es®hS W d u
enzymatique la purification peptidique S of v oD IDMX >[ %% &} Z %o %oS] u
isotopiqguement }ve]es§ i}usS E puv S o}v Jvs BV ~%o &odigestion %o E ¢ 0

enzymatique, et permet de corriger les biais au niveau peptidique (purification et analyse LC
DAIDMNeX >[ %% E} Z 08 Ev 8]A ZY }v d[ }ve]-s puSitedantE& pv - %o C
%oOphe] WE® %o %S] ¢ u E<u o Jeepe JUV e} pu[]%0 B |SIUES IUEE}S v Z]
Y }v d 3§ i}us A v3 o[ § %opour corffiger ¥ Joiais au niveau de digestion
enzymatiqu U 0 %oM@E](] S]}Vv %o % SILEMS S o[ v oCe

La ¢ratégie PSAQPfotein Standard Absolution Quartdtion) utilise une protéine
marquéeavec des isotopes stables, et u!'u ¢ <p v <g 0 % E}S ]Jv []Jvs E!S>
}ve] & Juu pv eSE S P] ] 0 % Eu $S vS jugtsSewetE pv U
fidélité des mesures, car la protéine marquée subiactement le méme protocole que
o[l v oCS [(R23) EB effet, Kuhmet al. ont montré une amélication importante de la
eSS oo ol voCe Vv pusSlo]e vS 0 * %AEYD] phvrapport@uwqpeptided fi
marqués (44964 9+U ]Jve] <u[pv u Joo HE (] o]%versis &%y (B4 S ~060
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Cependant, cette approche ne peut pasijours 'SE !SE u]e VvV % E S]J<pu X d}pus

o[ PIBUv *SCE Si®PJue } S o[]v }E%}E S]J}v e u E<u P o v[ ¢S5 %o =

toutes les protéines. Par exemple, il est parfois difficile de prodiese protéines marquées

dans certaines situations ou la protéine endogeéne présente des modificapmss

traductionnelles(225) X %oOopUueU 0 % E}S Jv u E<u VvV % uS %y e JEE]
VRY; 1(( & v Ju% }ES VvS§ VI P&E [} AC S]émrajnant une }v(}E

différence du comportement analytiquentre la protéine marquéetda protéine endogéene

La s¢ratégie AQUAAbsolute QUAntificatignest la plus couramment utiliséd_es
peptides marquésvec des isotopes stablemit la méme séquence que celle des peptides
Jeoue o P +3]}v 0 % @E}3 ]Jv v }iftsatioX dewefRidas maZquds o [ p
ne permet pas de rendre compte du comportement de la protéine endegzm ils ont une
structure et un comportement tres différent de la protéine endogene. lls ne peuvent pas
corriger les pertesle protéineéventuellesdurant o = § %o %o E&E % E S]}v [ Z
avant la formation des peptides, telles que le {r@itement des échantillons et la digestion
viCu 8]<p X v (( 38U viu E pe » Spu ¢ }v3 ujvEE <<pu o 3 %
digestion v[}vS % e pv E v %. Kihret al. ont rapporté un rendementde
guantification de la CRP dans le sérdm 0,2 a 686 en fonction des peptides utilisés
causé par une digestion non homogéne entre pepti(®6) Keshishiart al. ont rapporté
<u o[ § %o %0 S]}v * % E}S Jv e S o[ ASE S]}v % E Z v
une perte importante ab vS ipe<puqd &0 % E}S Jv o RFYS @&!'BUSE U of Spu
Adrait et al. en 2012 a rapporté un rendement de seulement 798 o} E * o[ § %o
%o E % E S|}v [ Z vS]oo}v % E duad i(M} E(w]S G{IuSE@®}S}A]V
le sérum(228)X %oopeU ] Vv <u[pv  Su  %ebgh en@018 afrapport@ un
& v uvs [ ASE S]}v %ope JuBl}wSE&SJuupdphW@v]s U o ((]
[ £SE S]}v9 viiS % @YX SYpu vs o[ § %o ]P «3]}v viCu
o[ude de Domanskétal. u}vSE pv A E] §]}v 0 <H V3]8 U suE ips<
100 en fonction des différentes peptides rapporteuetenus et les auteurs suggerent que
cette observation peut étre expliqguée par une digestion incompléte de la pvoté [Jvs E!S
(230) Cependant, malgreé toutes ces limithtie U ]Jo ¢3S %o} *] olastfatégieo AQUA E
si le protocole de préparation des échantillons implique mairfs § %o %o E % E S]}
[ Z vS]oo}vU epuES}uS Ve O e [pv Vv 0Ce-traijelment La» ve S %
justesse et la fidélité sereS }v u}]ve Ju% S U Jve] efajen 2015 | E
proposeune méthode de quantification directe avef %o %o E} Z [ § o}vv P % %3] ]
utilisant des peptides marqués de podocatgxiavec deserreurs liées a la justesse et la
fidélité rapportées inférieures & 9,5% et 8,0, respectivemen{231)

La sratégie QcolAT Quantification conCATameest une approche intermédiiae
entre deux approches décrites-adessus, qui utiliseles protéines chimériques contenant
plusieurs peptides concaténés marquesec des isotopes stabledont la séquence
correspondaux peptides protéotypiques ciblé issu 0 % E}S ]v [JvS €¢E!S %oO e
plusieurs autres peptidesCes peptides sonlibérés par o[ §Heg protéases lors de la
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digestion. Les protéines chimériques sodonc i}ps ¢ A v3 o[ § % pour]P «3]}v
mieux mimer I[ § %o JP *8]}v % E & %% }ES oma&klége S]}v
Cependant, cette stratégie ne permet pas aenerir les variabilités durant les étapes de pré
traitement (223) De plus, la correction des variabiitgpeut ne pas étre correcte si la
digestion enzymatique est incomplete & o ]P *S]}v o[ $ o}v éreSV[EsS }v §
pas représentavede la digestion ¢ % E}S Jv ¢« v }P v (232)]vs E!S

La stratégie d S o}vv P ]iaSpl@vadaptée est déterminée en fcion des
% E(}EU V o VvV OCS]<u e J(( & v8 ¢ S %o ° %o E %o E S|}
méthode de quantifiation. Les différents avantages et inconvénients des stratégies
d[ 5 o}vv P ]scit@sumésiansie[Tableaud] Cependant, quelle que soit la stratégie
sélectionnée, un faible rendement lors des étapes denartgment des échantillons ou de la
digestion est préjudiciable a la sensibilité et potentiellement afidélité intermédiairede la
méthodede quantification.

Tableau9. Avantages § Jv }VA v] v§e * J(( & vS clohaleddtprZe pouf |&
< v8](] S8]1}v [pv ]J}u E<«u pEMa/ES(Eddpie de Brun et al. 2009)

Stratégie AQUA Stratégie QconCAT Stratégie PSAQ

Justesse du résultat -a SA+++ +
Fidélite du résultat + ++ e+

JEE S]}v o {trateident%o ( - - +++
des échantillongwu niveau protéique

}EE S]}v o[ S % ]F - -a++ +++
enzymatique

JEE S]}tv o ftraitetaent¥o ( +++ +++ T+
des échantillons au niveau peptidiqut
Etude degrotéines complexes -a+ +4++ ++

- mauvais +: bon; ++: trés bon; +++ excellent
(*) autre prérequis pour assurer la justesse de mesuttalon bien caractérisé

IV.3.2.3 Etalonnage

>[ § o}vv HD-LGMS consiste a préparer des stduns étalons de fractions
ulo J&E& « }vvpu e % ES]E o [péptalky ow CecdFibidgni (protéing)
I §$ o}v viv u E<u U pétalpn BBgewi oS o[ S o}v JvS EBEv u E<u U pee]
« étalon lourd». Lesétalons contiennent généraleent uv.  «<p v3]18 (1A [ S o}v o}uC
Hv <p v3]s8 A E] o [APres Janalysé e@EMS, une fof] } vétaJonnageest
établie entre les rapports de quantité de matiere étalon léger sur étalon lourd et les rapports
des aires de pics étalon Iégsur &alon lourd. A partir de cette fonctigril est possible de
déterminer la quantité de matiere du peptide enéo v ve o[ Z dahkoleduel
o[ $ o}v o}uE . LaXoncgbbration du peptidendogéne sera ensuite utilisgour
déduire la cogentraS]}v 0 % (E}S ]VEnpfotésmiEuessttom-up, il y a deux
*SE S P] « [ SW}loy ® o}eptidjuedu les étalons sont préparés a partir de
%o %S] ¢ eCvSZ Sl<pnu o }p o[ S 0o}vv P % E}S J<pu }T o0 *asl o}ve o}
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protéine recombinante.Y u oo <«<u *¢}]S o <SCE § P] U Ve 0O HS [ sepE (
méthode de quantifiation, la caractérisation des étalons légers représentent un point clé

dans le développement de la méthode. Il est dont important de dispdsesréalons légers

de haute puretéavec une concentration déterminesvec exactitude

IV.3.2.4 Caractérisation des étalonggers % & 0O %% &} Z W/

Il y a plusieurs approches pour caractériser des étalons légefs %o %o E} Z % E u e
balance, la RMN quantitgth U o[ v 0C-e o uvsS |]E § depgidedmpunity W/ ~
Corrected by Amino acidsDans la caractérisgtv. [ § o}ve %o %S] J<Hu ¢ }HU %o E}S
o[ % % E} Z ‘blvent utlisée Cette approcheconsiste a soustraire la contribution

des impuetés peptidiques ou protéiquey S VL % E o[ v 0Ce e JwHapE S -
concentration du peptide ou protéine[dvs &!'S § Bul]v %edEcides Amin€e
(AAA).Lors del[ v oC U o[ Biéosubit %ng @ydrolyse en condition acide en

%o E * V [ ] ZOo}EZC E]J<pu OD % v VvS pv uE VSE ic
température entre 100°C et 150°C. Gmmnditions sont & optimiser suivant la nature du

peptide ou de la protéine (Jv [ << u Ehy@rolyse totale Afin de corriger les variatns

ME vS o WesCs U}ve JvS EVv » u E<H ¢ *}vS i}usS -« ve o[ Z
0[ZC E}oCes X %dE les BAydrdlizSatsC sont ensuite analysés parMISC Les
concentratiors [ U u}]ve $ & slamings différents par peptide/protéingont utilisées

%o } U E § EGul]v E o }v. VSE S]1}v % %S] J<p |%o (E ¢drtding o[ §
acides aminés ne g6 pas stable dans lesconditionrs [Z C & }etGeuks la proline, la

A o]Jv U of]*}Jop]vU o oplv U o % aande sonvufischmomer@EP]v]v
stablesa des températures pe<pu|[ (A2E3) >[ %% E} Z W/  véis di&faibdes [

]Jv ES]SH ¢ suyE 0 & *posS § . 0 %UE § o[ $ o}v

V.4 Traitementdeo|[ Z vS]oo}v

Il est possible de quantifier directement certains biomarqueurs protéiques dans le
sérum/plasma apre digestion enzymatique sans passer par des étapes @&girement
des échantillons. Dans ces cas précis, les limites de quantificatibigyéoéralement situées
autour du pg/mL. Buschest al. ont pu quantifier la protéine tenecteplase dans du sérum de
rat avec une limite de quantification de 5 pg/r(gnviron 85 nM)(234) Lasensibilité limitée
de cette approche egtrincipalement expliqguée par la suppression de signal liée au nombre
important des peptides protéoliques générés apres la digestion. En effet, les peptides
géeneérés par les protéines de la matrice ont des propriéfi@silaires de ceux issus de la
protéine []vs E!SU § puv V 0Ce ]E S wiulion] de ngmbrepww }
peptides VSE v VS o[ ¢(1%0 %o E ]}V *]Pv 0 ve ocedu€duit []}v]e S
o =<+ ve] ]Jo]s [ VvOoCe X WcEBS }Vv¥%o9p&FUE V[ S %o * %0 S %
guantification des protéines de faible abondancea téduction de la complexité des
echantillons estloncune étape essentielle(]v [ u 0]}E& & o0 * o]Ju]sS - < vS](]
atteindre des niveaux de concentratio o[}E & M VPIu> vema Les Epul%o 0
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]J(( & v8 » ¢SE S P] * %o}*e] 0 ¢ %}upyE& VE] Z]E 0 ¢ % @E}S Jv ¢« [
des échantillons sont illustréefans IaFigure35|avec éslimites dequantification obtenues
dans différentes études.v P v & oU o § Zv]<p [Juupv} ((Jv]S % Eu S |
de quantification bienmeilleure que lesautres techniques (précipitation des protéines,
extraction en phase solide ou déplétion des proes) Ces différentes techniques seront
décritesplus loin.

Figure35. Différentesstratégies de préraitement des échantillons pour une quantifation de
biomarqueurs protéiques dans le sérum/plasma par-MS (186)

> ¢ 0Jul]sS - < v8](] S8]}v -}vs ajquiic @ap de [Rdraitenent des
échantillons est appliquée pour réduire la complexité ede Z vS]oo}veX >[ %% E} Z

Juupv} ((Jv]S % Eu S [ u o]}E E (}ES uvsS o = ve] ]Jo]S o u S8z
quantification de 10pM. Les doubles apphes tellesque IC +IC, IC + SPE donne une meilleure
e ve] ]O]S o[}E & i %0 D X

IC: immunoaffinité; PP. précipitation des protéines SPE extraction en phase solideSEC
ZE}uU S}PE %0 Z] [ £ 4yCr¢hromatagrdehee liquide.

Le |Tabkau 10| présente différentes études de quantification de différents
biomarqueurs dans le sérum/plasma humain. Les différents paramétres analytiqgues de la

procédure de quantification, ainsi que les limites de quantificagaprimées en ng/h et
picomolaire (pM) sont rapportés dans ce tableal.es limies de quantification sont

u o]J}E =< v}v ¢ po u vsS % E 0 % E % E S]}v [ Z vS]oo}ve u ]-
analytique LEMS.
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Chapitre 1V. Quantification de protéines en matrice complexe p&iQBS/MS

Tabkau 10. Etule bibliographiquedes articles de recherche pour la quantification des biomaegus dans le sérum/plasma par la stratégie

Etude

Kumar, 201@235)
Fu, 201§229)
Winther, 2009(236)
Torsetnes, 2013
Faria, 2015237)
Klont, 2018238)
Klont, 2019239)
Adrait, 2012(228)
Neubert, 20B (206)

SuchSanmartin 2014 (240)

Kuhn, 2009241)

Whiteaker, 201q242)

Kuhn, 2011243)
Dubois, 2019184)

Gilquin, 20174244)

Bailly-Chouribery, 2012

Fortin, 2009245)

bottom-upX > ¢ Spu ¢ ¢}vS % E& ¢ vS ¢ Vv (}v S]}v
Matrice
Analyte MM (kDa) Volume | Pratéines extraction | Peptides extraction
R
IMMUNOARINITE AU NIVEAU PROTEIQUE
PTH 9,4 P 1000 |IA non
NVS001 25 S 50 |IA Non
proGRP 13 P 100 |IA SPE C18
proGRP 13 P 1000 | IA non
OPN 60 P 500 |IA Non
sRAGE 32 S 50 |IA Non
Protéine D 35 S 100 1A non
SEA 27 S 1000 | IA-SDS PAGE non
, t-NGF 27 P 600 |IA SISCAPASPE C18 en lignt
GH 20, 22 P 100 1A SPESDBXC
IMMUNOAFFINITE AU NIVEAU PEPTIDIQUE
Tnl 24 P 50 |non SISCAPASPE C18
OPN 60
Protéine 20 P 10 | non SPE C18SISCAPA
tumeur D52
S100B P 100 ' non SPE HLBSISCAPA
PCT 13 P 100 | PP SIEAPA
ULTRAFULTRATION DES PROTEINES

II\\l/KG)AI)L( EF(,:A?P U 400 | Filtration SPE C18
RhEPO 30,4 P 4000 | IA-Filtration Non

DEPLETION DESCPREINES
PSA 28,4 P 100 | Déplétion (albumine) Double SE HLB MCX

§ Zv]<pg n. o

LC colonne LLOQ
(mm x mm; systeme MS ng/mL | pM
Hm)
2,1 x50 3 QQQ 0,04 4
2,1x100Q 2,7 Qtrap 10 400
1x50; 5 QQqQ 0,33 25
1x50;3 Q9Q 0,17 13
0,15x10Q 1,7 QqQ 60 1000
0,15x 100 1,8 QQ 0,1 3,12
0,15 x100; 1,8 QqQ 5,0 143
0,075 x 150 3 Qtrap 11 39
0,075 x5Q 3 Qtrap 0,007 | 0,3
0,075 x 150 3 QQ 0,2 9,1
0,075 x 100 3 Qtrap 2,8 120
1,6 27
0,075 x 100 3 ra

L Qrap 20,8 | 1040
0,075 x 100 3 Qtrap 0,5 50
LC capillaire Orbitrap 0,1 7
2,1x10Q 2,6 Qtrap 0,2
2,1x150 5 Q9Q 0,25 8
2,1x10Q 3,5 Qtrap 5,0 180

%0 E %o E é]}V

[
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Keshishian, 200{227)

Keshishian, 200@46)

BaillyChouriberry, 2013
(247)

Zhang, 2014248)
Winther, 2009236

Suchsanmartin, 2015249)

SuchSanmartin, 2014240)

Yang, 2009250)

Szapacs, 201@51)

Bronsema, 2018218)
Wilffert, 2013(252)
Wilffert, 2016(204)
Klont, 2018238)

S: sérum; P: Plasma IA: immunoaffinité; PP: précipitation de protéine SPE extractionen phasesolide; RP: phase inverse IMAC: Immobilized metaaffinity chromatography; IR10: interferongammainductible

protein-10

CA It carbonic andrydrase;IBIR2/BIR3bak1 interacting receptotike kinases SPINK1serine peptidase inhitor kazal 1, PTH parathyroid hormone NVS001 candidat drig ; OPN : osteopontinsRAGEsoluble recepto

Horse PR
NT-ProBNP
MRP14
BNR32

r-Cob

IP-10
proGRP
IGF1, IGR2,
IBP2, IBP3,
A2GL

GH

PEG
Interferon-r 1
Domaine
anticorps

CT

rhTRAIL
rhTRAIL
sRAGE

48
11
13

7.8

8.6
13

7,6;7,5;

31,5;28,7,
34,3
20, 22

60

13,1

3,2
60
60
32

nw nw T T

S

100 | Déplétion (12) Double SPE HL:BCX
800 e
1200 Déplétion (12) Double SPE HEBCX

PRECIPITATION DES PROTEINES

Double PR SPE WC’

3000 - Double filtration
50 PP

1000 PP C18 en ligne
7 PP- Filtration
35 | Double PP SPE SDRC

200

300

500

100

100
50

EXTRACTION EN PHASE SOLIDE

SPE RP SPE MCX
SPE non
SPE HLB SPE MCX
IMAC non
SPE SCAXMAC non
SPE SCX Non

0,075 x 100 3

0,075 x110; 3

2,1 x150; 5
2,1 x50;1,7
1x50;5

0,1 x50; 3

0,075 x150; 3

2,1x50;5

2,1x50; 1,7

2,1x100;1,7
2,1x100 1,7

0,15x 10Q 1,7
0,15x 100 1,8

Qtrap

Qtrap

QaQ
QaQ

Q9Q

Q9Q

QaQ

Q9Q

Q9Q
QqQ
Q9Q
Q9Q

0,94
2,78
15,76
0,77

1,0
0,27
5,0

50

3.9

3,6

1,0

0,05
20
2,0
0,2

25
253
1212

130

31,6
390

177

60

76

15,6
333
33,3
6,25

for advanced glycation end produc8EA staphylococcus enterotoxin ;AHt-NGF. Humant-nerve growth facto; Tnl: troponin I; BCA : Bovine carbonic anhydragel GB : bovine betalactoglobulifMOIX: myoinositol

oxygenase PCK1 phosphoenolpyruvate carboxykinase NGAL netrophil gelatinasessociated lipocalinl-=FABP: liver fattt acidbinding prdein ; RREPQ recombinant human erythropoitinPSA prostatespecific

antigen; NT-ProBNP : Merminal pra-brain natriuretic peptide MRR14 : migration inhibitory factorelated protein 14 (S100A9) ; BISR : brain mtriuretic peptide 32 TIMPR1 : metallopeptidase inhibitor 1 r-Cob: r-
Cobratoxin; IR10: interferon vinducible protein 19 IGF3: insulinlike growth factor 3 ; IGE : insulirlike growth factor 1 ; proGRpro-gastrinreleasing peptide ; IBP : IGF binding protein ; A2GL nkfuich alpha2-
glycoprotein ;GH: growth hormon protein; PEGterferone r2 ; CT : calcitonin ; rhTRAKecombinant human TN¥elated apoptosisnducing ligand ; AGTAngiotensinogen ; Hep5 : hepcidir25 ; Apa Apolipoproteines ;

PCT: procalcitonn
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Chapitre 1V. Quantification de protéines en matrice complexe p&auQMS/MS

IV.4.1 Dénaturation des protéines

>[ 8§ %o VSUHE SJ}v ¢ % E}S Jv o S v o |E (1v E
entre les protéine®t au sein ds protéineset ainsi faciliter la digestion des protéines. Dans
le sérum, la solubilité des protéines est associée a la nature depagrmnts latéraux des
acides aminés qui les composent. En effet, les chaines latérales hydrophiles ou polaires sont
JEIP « A &« o[ £3 E] UE %}puE ( ]0]8 & 0[ZC E 3 3]}V }u ()¢
of pX u }IVSE JE U 0 ¢ Z Jvs ZTE]|E}% A} Eee «¢[]vE E] UE %o} uE
}Jvd S« A o uX >[i}ps [ P vse v p@omitiotetESMEE §%
[ A%} E o0 <pCE( s PE}Iu%cex WISUIMZIZIE W ZP[]vS E S]}v Vv
les protéines Il existe denombreux agents dénaturants tehue le dodécylsulfate de
sodium (SDS), le déoxycholate de sodium (SDC), le ell@agodiumU o[u E v v 3IIE o
Tween 20. Proetal. }vs Sp ] o[]v(opn v ](( & vS ¢« v SUE « [ P vSe
gue les agentsoniques, les agents chaotropiques et les surfactants sur la digestion de 45
% E}S Jv * %0 *u S]<u Xund nejlleure digésiion pour toutes les protéines en
utilisant le SD@253) Le SDC estgalementutilisé dans de nombreusetudes (254t257)
Cluu [ USE + $ |EESP (et idterféreravec les mécanismes de rétentilmms de
o[ v oCMS®eto}E- o[]}v]e S]}v ve 0 <} 1BEE Hu % X EJuA v3 P
du SDC 8§ <u[]Jo % pS !Sf@ilementpdnprécipitation apres acidification avant
o[ v oGMS>

IV.4.2 Précipitation des protéines

La précipitation des protéines est une technique simple et rapide. Les protéines sont
précipittes en ajoutant un solvant organique (acétonitrile, méthanol, acétone), un acide
JVIEP v]cp ~ ] % E Zo}E]«p U ] SE] Zo}E anjum)e p M
dans les fluides biologiques. En effet, la solubilité des protéines est le résultigleurs
interactions: des interactions polaires avec le milieu aqueux, des interactions ioniques avec
les sels et des interactions électrostatiques répulsimeise les protéines de méme charge.
>[i}us e E S](* % CEu § E } uéboi@duit amnsi VeSsdkbili#g pes U
protéines. Polsomt al. }vd A op of ((] 18 8§ § Zv]lwn A viu C
de précipitation. La capacité a précipiter des protéines plasmatiques est plus importante
aveco[ S}Vv]§E]A métharol. En effet, plus de 8% des protéines sont précipitées
avecuntauxde5® [ EU § v ]e <pu[]o C % de praiéinds précipitées avec 50
% MeOH(258)X > % E ]J% ]S S]}v * % E}S Jve v % EU S Vv vu}]ve
rendement de 100% de précipitation des protéines dans le sérfplasma. Ce rendement
dépend des propriétés physicochimiquee chaque % E}S ]v [JvS EB!'SU <pu of}v
retrouver dans le surnageant et/ou dans le culot aprés une centrifugation. Ainsi lesra®téi
de masse moléculaire élevéeécipitenten général plusisément, tandis que les protéines
de faible poids moléculaire et peptides restatdns le surnageantCette technique permet

P ouvsS [ oJu]l]v E 0 ¢ % S]S « u}o poO wld esorécupgre powr lesoe ] o
analysesQuele que soit la fration récupéré, la précipitation des protéines perrhelonc
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de fractionner efficacement o[ Z vS]oo}vU %o} leEcompiekitgud€E matrices
biologiqueset pour améliorer la sensibilité des agaksprotéiques. En effet, certaines
études ont rapporté de oJul]s <u v8](] 8]1}v o [[f@bkdm 10JpuEVP lu> ~
particulier, Zhanget al. ont utilise pv. u o vP [ S}v]SE]o S [ 1] (}E U]«
précipiter des protéinesdu sérumen travaillant sur la fraction surnageantee qui permet

[ S&dreune limite de quantification de 0,27 ng/mL (31®!) pour le biomarqueur 20
(248)X % v VvSU §8§ § 2Jad<gpécifiquesSDans certaines situations, il est
judicieux de réaliser deux étapes de précipitation des protéeresscupérant le surnageant
puis le culot ou inversemergour bien réduire la complexité des matrices etraire les

% E}S Jv o (2403 E!'S

IV.4.3 Ultrafiltration des protéines

>[noS&E (]o S fEot8ihgs esteune technique simple reposant sur la différence

[ Vv }u E uvs 5 E]J«<u deSmasse moléculaire apparente des protéines.
Différentes membranes sont utilisées avec des seuils de filtration d¢8rk®a 10 kDa ou
30 kDa). & sélectionde lamem & v ¢ (]S }v v (}v §]}v o[ v oCS []V§
technique permet de simplifier le mélange de protéines présentes dans les matrices en
éliminant les protéinesle massemoléculaireélevée qui sont parmi les plus abondantes
§ oo ¢ albunore la transferrine, le fibrinogénavec un niveau de filtration de IDa
par exemplepour une analyse des protéines de moins de 30. KDependant, une limitation

ui pcE *S 0 %o}ee] ]0]8 [ oJu]Vee@E }3P]0 u V[§ welle€Edahten
interaction ave@rotéines de haut poids moléculaire.

Une étape d p offitRtion peut également étre implémentépour la purification des
peptidesprotéolytiquesafin de retenir sur la membrane des protéines mtigérées comme
dans le cafa stratégiede digestion sur filtreLe principe de cette stratégie est présenté dans
la[Figure36] % & * o %o € § o[ Z v&]oo}v espEdeoseuii3kDEou pn (]o:
10kDa, les protéinesont purifiéespar centrifugation pour éliminerles molécules déaible
masse moléculairgqui ne sont pas retenuepar o u u E v X > ¢ % E}S Jv ¢ []v
restant sur la membrane sont ensuite réduites, alkylées et digérées. Les peptides issus de la
digestionet de masseplus faibleque 3 kDa ou 10 kDsont ensuite récupérédans le filtrat
% E o[ § %o VSE](uP 3]}v
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Figure36. Principede la digestion sur filtre

La digestion sur filtre se déroule én § %o ¢ % E]V [% 0 X > %0 € Bre (A puiZ vS]oo}v
apres une centrifugation a la vitesse adaptée, les protéines attkréérences de petites tailles sont

éliminés dans le tube (B)edétapes de réduction et alkylation ont lieu directement sur filtre, aprés

chaque réaction, une centrifujan est nécessaire pour éliminer les réactifs [(@)digestion est

ensuite réalie directement sur filtre suivi par une centrifugation pour récupérer les peptides digérés

qui passe a travers le filtre.

Cette approche de digestion directe sur filtre perS§ v}iv ¢ po u vS [ o]Ju]v G c

différents réactifs de la réaction de réductionef olCo SAJE ¢ o[ § %o VSE](uP

§ [A]S E 0 % E « v digar€eg & Jv c Pvpvu vS8 [ o]Ju]v & &S
composés comme le SPF9) > § Zv]<«u [HoS @t (he SR skrhlégies évaluées
pour le traitement ol Z vS]oo}v % CE}i S §Z « X 00 % Eu §§
nombre mportant des protéines de poids moléculaires supérieurs d 30 ve o[ § %o
pur](] 3]}v M VIA p % E}S J<p & [ oJulv E =+ % E}S Jv » viv ]P
avec une membrane de KDa pour faire une digestion directe sur filtre.

IV.4.4 Extradion en phase solide

> EASE S]}v VvV %Z o <}90id Phdsé/ Extadtip@st une technique

permettant lapurification des protéines en fonction de leurs propriétésiypsicachimiques.
La séparation repose uE o 1(( & v [ ((]V]ssentresla¥eh@spSsthtionnaire

[MV % ES S 0 %Z « u} ]J]o [ ps<hlvafis casituant laphdgE mobile
et de la phase stationnaire est déterminant. Il ngsitge des optimisations pour réduire les
interférences matricielles et optimiseau maximum les rendements de récupération des
% E}S Jv » []vsS E!SX haseAldti@nnaire e fait en fonction des propriétés
physice Z]Ju]<u -« * % (E}S Jat et d¢gvitedErences a éliminer, telles que la
polarité, la solubilité, lepp » u}o po JE U o[ A£]*S v P.Eéxiste unevSe Z (E
large gamme de phe ¢ 3 §]}vv JE - o ¢ cuE J(( & vSe SC% ¢ []VvS
0[ZC E}% Z]od potatiteZdite «wormaleiU SC % ,/>/ U 0[ZC E}%Z} ] ]S
polarité die «inversée», avec greffons C4, C8, C18), le HLB (balance hydrbpbpeile),
les séparations ioniques (par échange de cation forts SCX pour strong cation exchange, ou
échange de catiomixte MCX pour mixed cation exchange).
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> % E]V % [endpBaEe sdifpwest illustidans Ifiguref%?ci-dessous

Figure37. Principede I'extraction en phase solide (SPE)

>[ ESE S]}v - E}luo v P apfEs ane \étabe deotddittonnement de la phase

S §]}vv ] U o[ Z vS]oo}v 8§ %o } * rétéhtion Ees%p@diAes purda phase
stationnaire, pendant que la plupart des interférerieds que les selssont éliminés par simple non
rétention. Une étape de lavage tesécessaire pour éliminer encore une partie des interférents
faiblement retenus. La Ev] & § % }ve]eS }v Op E 0 « % E}S Jv o []JvS CE
(}&E [ ousS]}tv %o %o CE } %o CE ] (Jv [ oy E WSU@E S v& 0A] %@} [ Jorpe  []
interférents fortement retenug260)

De nombreux travauxncluent une étape de SPE dans le protocole de préparation
[ Z vS]oo}v %}pE 0 % p&E](] S]}v o %S }eh particuter@y it ¢l %0 o
les protéines de faible abondance (inférieure a 1 ng/(@1B,238){Tabkau 10). Bronsema
et al. ont rapportéune limite de quantification déa calcitonine de 0,05 ng/mén utilisantla
techngue SPE de type HLB aviev ~ ((] ]§ [ oJu]v §]}v sémqiediolgarity
oo (E ipe®a[218) 6Cependant,l est important de natr que le rendement de
E H% E S]}v < WSETS!Ivv{ B %osYangitial. atteignentun rendement
[ ASE S]}v o[}%pdadr PEGFNr2 avec une limite de quantification de
3,6ng/mL (250) En outre, 746 des protéines sRAGE ont été récupérées aprésStkede
type SCX selon Kloetal. (238) La technique SPE présemependantun grand intérét pour
la purification degprotéinesselonleurs caractéristiques physicochimiquespaur simplifier
la complexité d p vmatrice telle que le sérunklle constitue une méthode orthogonale par
rapport a la technique immunoaffinité qui est basée sur les propriétés fonctionnelles.

IV.4.5 Déplétion des protéines

La déplétion des protéines permet dedduire la complexité en éliminankes
%o E}S ]V e 0 %O }v vS ¢ § 00 ¢ <y o @etieug¢ohriueesp « /P' S
. *UE of ((]v]s * %o E } Sichrpse Il Axiste des kits contenant des
anticorps immobilisés sur support peant éliminer 14 des protéines les plus abondantes.
%0 S]}v ¢ % E}S Jv * % E S5 ((] % }uE E p]J]E of (( S '
par les protéines et ainsi aghorer la sensibilité des méthodes. En effet[ S et"al |
en 2013 amontré une amélioration de lamite de quantification [uv ( § HME 00 VS idecpu
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10 en utilisant une déplétion dees14 protéines les plus abondantéz61) Ceendant, il est
important de noter que des protéines de plus faible masse mdé#ére risquent également

[ISCE ojul]v ¢ pPE VS 0 %o E} eepe %0 S]}vX v (( SU o[ o
une protéine de transport dans la circulation sanguine et skelie a de nombreuses
molécules telles que les hormones, cytokines et liptgnes >[ oJu]v S]}v o[ 0 pu]v

% US v VvSE Jv E pv % ES Aindiudank «cettenjiéms éEdes Shet
al. soulignent une perte conséquente de la protéin [JvS @nti§ene prostatique
spécifique PSA avec cette approche 60% & 35 % pour la protéine aprés une déplétion
[ 0o pulv 8 [/P'U E % 3]JA u v3X 383 %oafEes une déphétions 3 0
des 14 protéines les plus abondantd261) Il est donc primordial de minimiser
préalablement les interactia non covalentes entre les protéine§]vsS &SlSo[ o pu]v
avant toute étapede déplétiondes protéines les plus abondantes. De plus, les protéines
[Jvd E!S % pA vd E Espéeifigied ayec les Janticorps immobilisés en raison
de séquences¥%o E}S J<u * cJu]o JE U Ju% S vS ]Jve] d262R68) u vS |
Cette techniquequi permet donc de réduirda corcentration de protéinesparmiles plus
abondantes, nécessiteependant une bonne optimisatioafin de réduire la perte des
% E}S Jv ¢ []JvS E!SX

=1

IV.4.6 Immunoaffinité

>[Juupv} ((Jv]lS 8 pv 8§ ZV]<p %oOpe *% ](]<H e suE o
les analyes et les anticorps* %o ] (] <4 o Ces ae@hfes sont souvent greffés a des
]Joo ¢« u Pv §]<pu ¢ }p PE (( ° o[]vs €] pE&E 0 }o}lvv U %% O
>[puv ¢+ A vE P . 88 & Zv]l<u W3 00 *% CEUuddméeilldgr] E
VE] Z]*s u vS [puv Vv 0oCS [Jvs E!'S § ]Jve] [S8S]v E uv u
rapport aux autres techniques de préparation des échantillons.

>—Juupv} ((Jv]S % ps !'SE Ju%o u vSs VIV ¢ pHOo U VS %o}}|
% E}S Jv *E[$WB u ]* P o u vs o[ £ASE S3]}v * %o %0S] ¢ % @E -
enzymatique. >[Juupv} ((]v]Bveauudes protéines est largement utilisée pour la
guantification de protéines de faible abondance, en particulier dansnisicescomplexes
Tabkau 10). Ellepermet de simplifier la matrice en isolant spécifiquement les protéines

[Jvs E!SU ]Jve] E U]E o onutilie8dR [ %D vedJo@[Juupv} ((Jv]Ss

également la possibilité de captr une large gamme de protéines pour une analyse
multiplexe. Cependant le rendement de récupération peut ne pas étre satisfaisant. Par
exemple, Adraiet al. a rapporté un rendementde 7,8 % }uE& o[ £ASE S]}v + vsS E.
A dans le sérun228) Krastinset al. a implémenté cette approche pour la quantification de
la PCT dans le séruamecune limite de quantificatios i VPIuo % ES]E [pv % E]
de 1mL de sérunf183)X Yu v3 o[Juupv} ((]vdépeptdeslpAonpept SISCAPA
(Stable Isotope Standards and Capture by -Refitide Antibodiésa été introdui par
Andersonet al. en 2004. Cette méthodeepose * u E o [ 1S ] dAticdridsvantipeptides
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immobilisés (264)X > ((] 18 * VS]] }E&%e "IN W i}p upv EE€O
o[ u o]}& 8]}v o o]Ju]s § 8]}v S <pu vs](] etal}lenX >[ S
2010 sur la quantification deneuf protéinesa montré une gain de 391 a 9608 fas
sensibilité en fonction des protéinesen utilisant les anticorps SISCARA5) De plus, un
des avantages importants de cette technique est le multiplexage. Ippbéti ont quantifié
par LEMS plus de 150 peptides résultant de la digestion de biomarqueurs protéiques des
maladies cardiovasculairg266)X % v vsU of ((] 18 §§ § Zv]«u *S
Jv(opu v % E o[ & %o ]P +3]}v viC wet&EqentXnonré qede) <upzv
rendemens [ At®MEdes peptidegprotéolytiquesde la troponinel est bien inférieur a
celui des peptides synthétiques (%@versus 94,%).C (] o & v u vS [s&H&EtE S]}v
lié aun faible rendement deligestion dela troponine-l (241) De plussila matrice est top
complexe, il y a un risque de saturer les anticorps @es peptidesnterférents (224) Pour la
guantification de la PCT dans le sérum, Dubois a décrit dans son manuscrit de these une
stratégiede quantificationutilisant o [ %o % @$CAPAvecune limite de quantification de
0,1 ng/m_sur pv. %o E ] [ 200L sérum/plasmg184) L[mmunoaffinité permet

[ u o]} Esdhsilmlité de quantifiation, cependantes anticorps spécifiquede o[ v 0CS$

[JvS E!'S v ¢}vS %o ¢ S}HiI}UE* ]J*%}v] 0 ¢ S 0 A 0}% % u V3§
temps etest souvent cditeux. %oopeU 0 E % E} p S] ]Jo]s vsSE 1(( & v
est variable.

La quantification des prtéines de faible abondanceen ID-LGMS dans la matrice
complexe présente donc de nombreux enjellxest important donc de définir la stratégie d
développementet chaque étape de la méthode de la quantification devra étre optimisée

(Jv [ uPu vS$ Eibilté de va méthode pour atteindre la limite de quantification
désirée.
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La forte incidence et le taux élevé de mortalité du sepsis, ainsi que la croissance de la
résistance aux antibiotiques sont des menacesrpla santé publique. Dans la lutte contre
ces menaces, le dosage de la PCT représente un outil tres efficace pautesidliniciens
Ve O ] Pv}es] S o l*1}v []v]S] €& }u []vS ECE}IU%E pv §
* %oe]e S o [] v (voiéd tespiratoires inférieures. De nombreuses études ont montré
les bénéfices de la mise en place des dosages déTad@ns la prise en charge des patients
en termes de durée de traitement antibiotique, de durée de séjour hospitalier et de colt
(159,267,268X % Vv vSU ES Jv ¢« &§ obsewE} Ve Memes beénéfices
(158,160)X o0 %o ps !SE , o[Z § E}P v ]§ ve 0 %ntEe I8« }e
Z€E%|S WA [HU%uCEU }u [HV %o Co o[ uSE X v (( SU e« o}v pv
hopitaux du Massachusetts, la plupart des hépk ne dispos& pas de ressources
instrumentales pour réaliser en interne les dosages de la(P&3) Celuici est donc réalisé
v AE£S E&v X > o] [} S vVv8]}v H & spos8 § 3 }v 8@ins J(( E v
de 2h pour les dosages réalisés en interne et entre 2 et 7 jours pour ceux réalisés en externe.
Cette diffeence de temps peut entrainer un 2 E  Ju% }ES VvS§ ve 0[] § o0]ee u
diagnostic et la mise en place du traitement antibiotique par les cliniciens, qui doivent
cependant étre rapides. De plus, pour les hépitaux ayant la capacité de réaliser les dosages
de la PCT sur place, il y a égakemh une hétérogénéité en termes de méthodes de dosage
utilisées par les différents hépitaux. En effet, comme cela a été présenté (voir section
, il existeune large gamme de méthodate dosage de type immunoessai sur le
marché. Or ces méthodes de dosage sont basées sur des techniques différentes et utilisent
e eCe*eS u ¢ [ § odiffierems. Ces différencesont susceptibles de produire des
variabilitésentre les résultats, ce qupeut entrainerdesconséquences importantes dans le
*U]A] ¢ % 3] v8eU 0+ 3p ¢ %] ul}o}Plc<pu e 3 o[ & o0]ec u v§
cliniques.
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Figure38. Résultat de la concentration de la P@Tin patient en fonction desifférents parcours
hospitaliers

(]Jv [upo]}& &E o <«u 0]8 % E]e v Z EP * % S] vSeU ]
de résultats fiables et comparables dans le temps entre différentes méthodes et différents
laboratoires. KEU v o § § Sarabilité des rgstats reste controversée et ne
semble pas étre démontrée de maniére rigoureuse. Pour cela, une matiee travail de
§Z o § Jve E o[ A op 38]}v 0 }u% E ]o]s e E o
différentes méthodes de dosage teePCHfin de documenter et comprendre les variabilités
observées. Pour cela, une étude bibliographique des études de corrélation disponibles dans
o 0]8S E SPHE S pv Su ont étecalséss [ Y

Par ailleus, le manque de matériaux déférence et de méthodes de référence pour

0 }e P o Wd u%! Z [ § o] pv E }E uvsS u SE}o}

[ voCe HV S 0o}V *u% E] HE % & 0 ] ] [uv Z v SE
cela est &igé par les normes NF EN I88189, NF EN I1SO 17511 et le reglement européen
Tiioléoool hX >[ § o0]ee u vS [upv Z v SCE ]o]s u SE}o}P]
dosage de la PCT est considéré comme une priorité selon le Consortium international pour
dprmonisation des résultats delaboratoires cliniques (ICHCLR pour The International
Consortium for Harmonization of Clinical Laboratory Results). Afin de pallier ce manque, la
Fédération Internationale de Biologie Clinique et de Médecine de LaboralBE€] a créé le
groupe de traail sur la «standardisation> des méthodes de dosage de la PCT{®@F). Un
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des objectifs principaux du WBCT est de développer un systeme de référence pour les

dosages de la PCT. Dans cette optique, afin de répondre &xigenees, le travaprésenté

dans ce manuscrit % E]v ]% 0 u vS S tve &E 0[}%S]ule S]}v S |
[MVv u §Z} E (EEV % E& ]JouS]}Vv 1°}8} %)< }H%o0 o Z

liquide a haute performance et a la spectrométrie masse I[D-LGCMS/MS) pour le dsage

de la PCT dans le sérum humain.

Ainsi, cette partie est divisée en deux grands chapitres. Le premier chapitre est
}ve & o[l A op §]}v - *}]ve eSv & ] S]}v e u SZ} -
Le deuxiéme chafre est consacré au travaikpérimental portant sur la caractérisation des
étalons primaires et le développement de la méthode quantification de la PCIDph&3
MS/MS.
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Chapitre I. Evaluation des besoins de standardisation

|.1 Evaluation de la comparabilité des résultats de mesure de la PCT

Des études de corrélation sont souvent menées pour démontrer les performances

V OCS]<u » *uls 0 u]e *uE& o u E Z dgosage He AiomarqueussZ }
Ces études sont établies a partir des résultats obtenus par deux méthodes de dosages données
*uE pv o EP % v o [ Z vsS]oo}ve % S] vSe S % E&u SS vsS [ .
résultats entre les méthodes. Il existe difétes méthodes pour analyser ces résultats de
corrélation. Dans la plupart des cas, une régression linéaire est établie entre deux séries de

E *pn0S S %o E}A v vS§ WAE u 82} - }J» P 3§ o0+ Aop3]}ve E
pente de la droite §nérée et du coefficient de corrélation de Pearson. Or, cette approche
présente certaines limites. En effet, le coefficient de corrélation est trés dépendant du nombre

[ Z vS]oo}ve S o P uu }v. vSE S]}ve Sp] U Sla & [ S
P uu }v vSE S]}ve ¢S 0 EP X Vv }USE U 0 % VS o &}]8 v
E oo 1(( & v } o EA VSE o0 - MAE E *posS S [upv Z v§]oo
% E o[ %o % EA}nZan, présentant la différence des rétats en fonction de la moyenne
de ces deux résultats, est alors utilisée pour apprécier le biais entre les résultats of2@&0us
Cependant, le biais moyen obtenu selon cette approche est également dépendant de la gamme
de concentration évaluée. Il est donc difficile de comparer les différentes étlelesrrélation

VEE 00 *U v}3 uu v3 ve o voluidn de fa copp@altulfté des résultats dans
le temps. Enfin, afin de compléter les informations obtenues par les approches précédentes,
une information supplémentaire obtenue par les étude JEE& o S]}v <8 o] }E
classification des patients awkfférents seuils de décision clinique selon les méthodes de

}o P uslo]e X % E uSE % Eu S [ Aopu E o[Ju% & o A
décision clinique.

Outre les étud e JEE o S]}vU % ope] [EEQsontudgukevement|

réalisées dans différents paySomme cela a été présenté précédemment, les EEQ permettent
PE e Z vS]oo}ve }vSEE€o Ju% E E 0 * % E(}EU Vv -

[ ttes LBM.> ¢ > D v[puS]o]® vS % ¢ (}& uvS o u!lu u sz} }e
% EU SS VS 0}Ee* [ %0%E ] & 0 ]*% Ee+]}v < E eposS S } S vue
M VSE o0 ¢ ]J(( E vS « u §Z} X 8§58 }vv % EU Sésfltsb %o & | E
0 S VU % E E %o % }ES 0 }v. vS8E S]}v ul}C vv } S vpe % E o v
of] YX % v v3U Jo 3 v e ]JE [ A} E pv % ES] 1% 3]}v  <u]
(Jv [ A]8 & puv A v3p o ] ] <pu] %o}p Edicdriaticn@oybnSedpar (8] 3 *pE
meéthode la plus représentative.

Ainsi, afin de documenter et comprendre la variabilité des résultats obtenus entre les
différentes méthodes de dosage de la PQe évaluation de la comparabilité des résultats a
ete réalisée gartird[ Sp - }EE o S]Ce travail a &&mené par une analyse de
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i Sp e JEE o0 S]}ve ~0 } HU VSe Y %o E} eephe [ %o E} S]}v

recherche)et de 137 EEQ menées pdix }(EP v]eu ¢ [ 3¥eptpays européens (&nce,

Susse, Suede, Allemagne, Finlande, FBgs, Royaum&ni) et en AustralieLa premiére partie

de ce travail est dédiée aux études de corrélations en analysant les trois différents aspects

décrits préecédemmenW o[ v oCe E PE cqalysede]V |9 UEOP[VI0 Ko E} Z O
osSuv S o[ }E o «+](] Sliv uAE J(( & vSe « pjo- 1*1}v

infections des voies respiratoires inférieures (0,1 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,5 ng/mL, 2 ng/ml et

10ng/mL). La deuxieme partest dédie pAZ Y v v o0Ce vS o[]v(opn Vv o }v

de la matrice et des différentes méthodes de dosage utitisée>[ A op 3]}V o[ *3 % E]V ] %o
. *UE o vexndpefficiens de variation desdifférents résultats fournis par les

participantslors desEEQ.

Evaluation des études de corrélation

La majorité des études de corrélation a utilisé les méthodes Brahms PCT Sensitive
<ECH%S}IE S s] « Z ,DM W d }uu u Sz} Ju% EdS]IA X Jve]l
comparabilité des résultats a@tprincimlement focalisée sur ces études. Selon les auteurs, la
corrélation entre les différentes méthodes est bonne avec un coefficient de corrélation
supérieur a 0,85. Cependant, comme décrit précédemment, ce coefficient dépend des
caractéristiques deéchantill}veX }v &Ev vS o[ S * % VS e o &}]8

SH * UV * %}UE 0 %NE} eophue [ %% E} S]}v & }vS u}lvsE v
(valeur idéale) avec un biais inférieur &dGar rapport a cette valeur, tandis que pouwesl|
études menées dans les articles de recherche, ce biais peut atteind¥e Blans certaines
Su eU Ju%o]<pu v3 [ MSE * u 3Z} + }Ju% E 3]A e ~ 0 *Ce E Zu-
biais de 7% a été démontré pour la méthode Liaison Brahms. De maméteessante, notre
étude a montré que certaines méthodes de dosgmésentent systématiquement un biais
positif ou négatif par rapport a la méthode comparative. Par exemple, la méthode Vidas
Brahms présente un biais positif par rapport aux méthodes Brakmystor, Architect Brahms,
Lumipulse Brahms et Elecsys Brahms. Selon les analysesABlaad réalisées au sein des
études de corrélation, un biais positif a constamment é®pporté en comparant les
immunoessais Lumipulse Brahms, Vidas Brahms, Liaiabm8 Access, Maglumi a la méthode
Brahms Kryptor, ce qui confirme les observations précédemment soulignées par la méthode
Vidas Brahms/o ¢S JvS E <+ vS une efuile@cept¢ a montré un biais de plus?%0
au seindes méthodeglu groupe Brahmpou@® 0 ¢<gu 00 ¢ pv ((}ES [Z CEu}lv]e S]}v
A  o[p3]o]e 8]}v [pv MY }@aupuy e EA 3]}v  <}uo]Pv ««p o[Z E
He]v UW PEIMN® & Zue V[ *S % * Vv }E }%S]Ju o X % v vsSU ‘
ed important de connaSE o }E&E o aex {liffferedfstseuils de décision clinique.
Un accord de plus de 36 a étérapporté pour 90% des études publiéest jugé satisfaisant
par les différents auteurs des études de corrélation. Or, ceb@cde classification dépend
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grandement de la distribution des concentrations étudiées. En effet, un meilleur accord sera
obtenu si les concentrations sont éloignées de la valeur de décision clinique. Un accord
inférieur a 90% est observé en particuligrour les faibles concentrations (0,25 pg/L et 0,5

Hg/L), ce qui peut par exemple engendrer une mauvaise classification des patients atteints de
sepsis en fonction de la méthode de dosa@ependant, selonertainsauteursde ces études

de corrélation lesdécisions cliniquese sont que modérémenimpactées par ces différences

entre lesrésultats observés. Malgré un accord de classification entre les méthodes, les études

de corrélation ont conclu que le suivi longitudirdds patients doit étre mené sur lméme
méthode de dosage[Juupv} «+ ] (Jv [ A]8 E o « A E] §]}ve VvEE o0 * u §Z

Analyse des Evaluations Externes de la Qualité (EEQ)

En premiere approche, le coefficient de variation (CV) entre riesultats des
laboratoires participants, obtenu powchaque campagne EEQ, a été évalué afin de déterminer
MV s u}C v suE o[ ve U O . U% Pv «X%a éts obgr pour les i
niveaux de concentrations inférieures a 10 ng/mL et de ¥B8,$ar les niveaux de
concentrations supérieures a 10/ng., confirmant les observations obtenues dans les études
de corrélation et suggérant une harmonisation non optimale des résultats de mesure de la PCT.
Cependant, ces EEQ ont été menées sur différentsestyple matrice a différentes
concentrations (échantdn lyophilisé ou congelé supplémenté en PCT, lyophilisé ou congelé

VIV sU%0 %0 U VS v W dU %}}o [ Z vS]oo}ve (& ]-U e }v Vv§

43,66ug/L). En outreces EEQ ont été menéesur un nombre de campagnes et de types
[Juupv} e¢]{( &E vSe Vv (}v S]}v H SC %o u SE] S o }v VvSE

ces éléments peut donc avoir un effet sur le CV moyen entregdtats dedaboratoires sur

o[ ve u o . u% Pne semblé donc pas étre le meilleur évaluateur de |

comparabilité des résultats. Une analyse plus détaillée a montrériabilité du CV en fonction
du type de matrice utilisée lors des EEQ. En particulier, les échantibonfaissupplémentés
en PCTont montré un CV plus élevé par rapport aux écHborts non fraisnon supplémentés
(22,4% vs. 7,5% pour les échantillons lyophilisés et 2%0/s 8,1% pour les échantillons
congelés). Les échantillons frais non supplémentés en PCdgal@ment montré un CV élevé
(17,6%). Cela peut étre expliqué pde fait que ces échantillons sont obtenus par mélange

[ Z vS8]oo}ve ]1(( & vS§e }vv uE- }v vSE $S]}v pdufl o
potentiellement impacter la commutabilité des émftillons. En effet, les échantillons de
concentration élevée obtems a partir de patients en cas de choc septique sont certainement
tres complexes et atypique et peuvent impacter la mesure de certains immunoessais.

.
U

Une analyse détaillée a egalementétémne v (}v S]}v 4 SC% [Juupv} e ] N
par les participants. Juu } ¢« EA % E uu v8U o s ¢ (E *u0S S Ut ¢ ]V
méthodes immunoessai resteedé pour les échantillons frais (supérieur a 1%bCela montre
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gue la variation desésultats observée précédemment pour les échantillons frais (17¢8%)

%o E]V % 0 U VS A% O0]<u % E o ]*% E-e]}v e (E *p0oS S } §
u SZ} <« Juupv} ee JeX > Je% Ee]}v <+ E eposS S vsS@Epasla ](( E \
source majeure de cette variation. La méme observation a été constatéir les échantillons

}VP 0 ¢ V}V ¢*u% %0 u vsS « v W d ~0URA 9 n e ]v [uv PE}U% u
méthodes confonduesAu contraire, pour les échantillons lyophilisés déppentés en PCT, un
faible CV au sein des différents groupes de hndes immunoessai a été observé (inférieur a
8,1%) et ne peut donc pas étre la source principale du CV observé entre les laboratoires pour
cette matrice toutes méthodes immunoessaionfordues (22,4%). Dans ce cas précis, cette
variabilité est due a laifiérence de résultats obtenus entre les méthodes. En effet, les résultats
obtenus par la méthode Vidas Brahms ont, par exemple, été envirda plus élevés que ceux
obtenus par la méthoddrahms Kryptor. En particulier, une grande dispersion des résultat

VEE o0 e u 3Z} » U PEIU% E Zus Pouvs § } e« EA Ve
(différence de plus de 5% entre la méthode Brahms Kryptor et les méthodes Elecsys Brahms,
AdviaBr&Zue 8§ & Z]S § & Zue*X % v VvSU o[} é&lijvobserced(( E v

VEE 0 ¢ U SZ} < Juupv} e Jo v[ ¢S %W (((& u $@&IS](] o[ Z vSs]
nusjoje Ve o Y }u E o ]]* ]JvSE} pn]S %WEMENnda diffesehce de[ S o}vv
résultats obtenus par un groupe de méthod¢Juupv} ¢ ] % E E %o %o} E S o A oy
}Svuy %}pE Z < U% PV Pouvsd 8 Aopg X % v v3U Jo
ce paramétre en raison de la forte dispersionldepart du marché pour chaque méthode de
dosage. En effet, parmés méthodes commercialisées, les méthodes Elecsys Brahms et vidas
Brahms sont les deunéthodes les plus représentatives a travers ces campagnes EEQ, la valeur
moyenne obtenue peut étre bisée par les résultats obtenus par ces deux méthodes.

Conclusion

L[] A op 8]}v u v Ve §3 S % Eule [ Bo%}ES E .
approfondies sur les résultats de mesure de la PCT au cours du temps et a travers les études de
JEE o S]}veX %00 peU $S S % Eu S P ouvisulA}]E pv
comparabilité des résultats dans les conditions réelles des LBM a travers les EEQ.

Les études de corrélations et les EEQ ont montré une difféerence importante lestre
résultats obtenus par les différentes méthodes de dosage commercialisées &neroen
% ES] uo] E P e Jv e u SZ} o puPEIY% &E Zue %}UE 0 *<u 00
S uv X % v vSU o0 - MAE SC% ¢ [ Su e ententd@s lnieloui S Ye €
E v v3 J((] Jo o[ A op 8]}v }E Ela domparalflité des ré&yltais obtenus
par les méthodes de routine et donc les besoins dtardardisation> des mesures de la PCT.
En effet, il y a une différence importén p E P & o u 3Z} }o}P] u]l*e Vv "HAE
o v}iu &E [ Z v3& hwatrices ld gamme de concentrat®ptudiée, la répartition des
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échantillons dangette gamme X Y%oopueU % U [JV(}EU S]}ve }v EvV vS O L
échantillons utio]e ¢ *}vS ]J*%}v] o U E S E]J*S]J<Hh %o}UES VS ]V ]*%
correctement la comparabilité des résultats entreux Outre le besoin de disposer de
matériaux commutables, cette étude souligne également le besoin de développer des
materiaux E (E v Juupve 8§ e u SZ} - E (E v [JE &
ameliorerla fiabilité et réduire la variabilité observée entre les résultats. Par conséquent, des

efforts sont encore nécessaires afin de documenter et de mieux comprendre la lgiabi
observée entre les résultats obtenus.

>[ ve u o SE A ]Jo [Kv]3%e|i}oi]istEdige WYHarmonization status
of procalcitonin measurements: what do correlation studies and EQA schemes tell ets ?
soumise au journaClinical Camistry.
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: Harmonization status of procalcitonin measurementshat do correlation
studies and EQA schemes tell us ?
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Abstract

Sepsis remains a global health priority with high mortality and morbidity. The key to
improve prognosis in sepsis remains early diagnosis and initiation of an appropriate
treatment, as well as monitoring of patients for early antibiotic discontinuation.
Procalcitonin (PCT) is a recognized biomarker for the early indication of bacterial
infections and a useful tool to guide and individualize antibiotic treatment. To meet the
increasing demand for PCT testing, numerous PCT immunoassays have been
developed and commercialized but comparability of results has been questioned. Many
correlation studies have been carried out to evaluate analytical performance and
comparability of results provided by the different commercially available immunoassays
for PCT but results are conflicting. External Quality Assessment Schemes (EQAS) also
show substantial discrepancies and to date, comparability of results remains
guestionable. The present study gathers results from all published comparison studies
and from 137 EQAS surveys to describe the current state-of-the-art in harmonization of
PCT results. Our study highlights a significant variability of measurement results and a
suboptimal clinical concordance between some assays that support the need of a global
harmonization of PCT assays. However, some limitations, such as non-harmonized
conditions (concentration interval, experimental conditions, statistical analysis) between
correlation studies, and suboptimal and/or unknown commutability of the EQA materials
is underlined. Our study highlights the need for commutable reference materials that
could be used to properly evaluate result comparability and possibly standardize
calibration, if necessary. Such an initiative would further improve the safe use of PCT in
clinical routine.
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l. Introduction

Sepsis is recognized as a global health priority, with 48.9 million reported cases in 2017
(1,2). Despite innovative therapeutic strategies, sepsis and septic shock remain the
leading cause of death in intensive care units (ICUs) (3), with over 11 million deaths
recorded worldwide every year (1). Patient mortality is highly dependant on the delay of
antimicrobial therapy administration (4,5). Conversely, inappropriate treatment, such as
broad-spectrum antibiotics without determination of bacterial origin, may have a worse
impact on sepsis-related mortality (6). On another note, the annual hospital expense for
patients with sepsis had an estimated cost of more than $23 billion in the US in 2013
(7). Hence, early and accurate sepsis diagnosis followed by appropriate antimicrobial
therapy is an essential determinant for patient outcome (8 £10) and reducing costs
(11,12).

Procalcitonin (PCT) emerged as a valuable biomarker to differentiate between infectious
and non-infectious causes of systemic inflammation. In non-infectious conditions, PCT
concentration in plasma or serum typically remains below 0.05 pg/L (13). In bacterial
sepsis, however, PCT concentration can increase more than 1000 fold from the basal
concentration (14,15), whereas it remains low in the case of localized bacterial
infections and viral infections. Numerous studies have demonstrated the good
performance of PCT as diagnostic marker for sepsis (16 £23), and the prediction of
associated mortality (24 £26). Moreover, its implication in the diagnosis of neonatal
sepsis (27) and bacterial lower respiratory tract infections (LRTI) (28) has been
confirmed. Studies have also proved utility of PCT for the antibiotic management and
stewardship in sepsis and LRTI (29,30), notably in decreasing the antibiotic treatment
duration in ICUs (31 833). Therefore, PCT measurement is an efficient tool to reduce the
abuse of broad-spectrum antibiotics, antibiotic-related side effects, and the occurrence
of antibiotic resistance (28).

To meet the globally high demand for PCT testing, a wide range of immunoassays has
been developed employing different calibration and detection principles
(chemiluminescence, fluorescence, turbidimetry). Besides, these immunoassays use
different antibodies with different selectivity, potentially leading to non-equivalent
results. A lack of comparability of results across the different immunoassays can be
problematic for maintaining the continuity of medical care when a patient is transferred
from one clinical facility to another because the same clinical decision limits may not be
applicable (34). Moreover, this lack of comparability can also hinder the ability to
aggregate data from different clinical trials and epidemiological studies that were not
conducted using the same assay. As PCT-based diagnosis and PCT-guided antibiotic
stewardship depends on specific PCT cut-offs (i.e., 0.25 pg/L for non-ICU studies and
0.5 pg/L for ICU studies as stopping rules for antibiotic) (35), high comparability among
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assays is crucial. Consequently, determining whether the clinical thresholds established
from one trial can be applied to other trials is a central problem. Therefore, it is essential
to establish analytical and clinical equivalence between results provided by the different
assays. As assay design, particularly the choice and the selectivity of antibodies, can
hardly be harmonized, standardization of calibration appears the best and virtually the
only way to obtain comparable and accurate PCT results. In absence of any higher-
order reference method and internationally agreed calibration material for PCT, the
Brahms PCT LIA assay has been used as surrogate reference method for Thermo
Fischer Scientific and its licence partners PCT assay development, hereafter referred as
to the Brahms PCT assays (36,37), and was the predicate device in the first regulatory
submissions to FDA for KRYPTOR and VIDAS Brahms assays. The Brahms Kryptor
and Vidas Brahms assays are now used as a predicate device to evaluate the method
comparison of other Brahms automated immunoassays in subsequent regulatory
submissions. However, other automated PCT assays have been developed by various
diagnostic companies (e.g., Maglumi, Diazyme, DiaSys, Beckman Coulter) for which
there is currently no harmonization system in place. Alongside fully-automated assays,
a wide range of point-of-care PCT tests have also been developed and are increasingly
used in critical care settings. Still, here again, there is no reference system in place.
Several studies have highlighted the need for harmonization of PCT results (38,39).
However important discrepancies can be observed across conclusions of studies
conducted to evaluate the analytical performance and the comparability of results
provided by the different immunoassays for PCT. In this paper, we first compiled all
available correlation studies between commercially available fully-automated assays for
PCT measurement and then presented results from 137 external quality assessment
(EQA) surveys to the current state of the art with regards to the harmonization of PCT
measurements.

Il.  Correlation studies

We collected all available FDA 510(k) approval documents and published research
papers describing the comparison of fully-automated assays for PCT. Publications in
languages other than English or French were included if they had a meaningful detailed
abstract in English or French. Thirty-three records from the literature search were
identified: 8 FDA 510(k) approval documents (40 #7) and 25 research papers (48 #2).
Details of each study are summarized in Supplemental Table 1. The correlation studies
reported in FDA 510(k) approval documents were performed according to CLSI EPQ9-
$ 30HDVXUHPHQW 3URFHGXUH &RPSDULVRQ DQG %LDV (VWLP
Most of the research papers did not refer to any specific guidelines for method
comparison and bias evaluation. All the studies performed at least one regression
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DQDO\WLVY EHWZHHQ UHVXOWYV IURP WZR LPPXQRDVVD\V +RZt
discuss the bias of measurement between the PCT immunoassays apart from

determining the slope of the regression analysis and the agreement of classification at

clinical concentrations. As these criteria are crucial to depict the current state of the art

of the correlation and agreement of classification between PCT assay methods, they

were evaluated and will be discussed below.

1. Evaluation of the regression analysis betw een two assays

In all studies included in this evaluation, a regression plot analysis was established to
evaluate the correlation between two immunoassays. The ideal situation corresponds to
a plot where all points are situated on the identity line y = X, indicating a perfect
correlation between the two assays. Most of the published studies employed Passing-
Bablok or Deming regression analysis (Supplemental Table 1). The majority of
published studies reported a good correlation between the different PCT assays
according to the correlation coefficient, which was above 0.85 (Supplemental Table 1).
However, the degree of correlation between the two assays depends on the number of
samples, and the concentration range as the correlation coefficient will tend to be higher
if the concentration range is broad (73). The correlation coefficient informs about the
degree of dispersion of measurement results but not on the agreement of results.
Therefore, it is preferable to use bias as an estimator of agreement. The bias can be
subdivided into proportional and constant bias, and these two components can
respectively be evaluated via the slope and the intercept of the regression analysis (74).
Proportional bias is often due to calibration differences between assays. Like FDA
510(k) method comparison, the Brahms Kryptor and Vidas Brahms assays were
predominantly employed as the comparative assay across the different studies
(Supplemental Table 1). The evaluation of the slope, focused on studies using these
two assays as a comparative method, shows a smaller proportional bias in the FDA
510(k) approval documents (Figure 1A) than in the published research papers (Figures
1B and 1C). In data from the FDA approval documents, the deviation from a slope of 1
was less than + 6%, whereas it rises to £ 69% in some research papers. This
observation could be explained by the fact that the experimental conditions strictly
followed the technical protocol of FDA 510(k) approval documents, whereas, in other
studies, different technical conditions (i.e., reagents, instruments, interfering sample)
could be employed.
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Figure 1. Slopes of regression analyses between two PCT assays from FDA 510(k) approval
documents and research documents across time. a) Brahms Kryptor (solid form) and Vidas
Brahms (clear form) assay as comparative assay from FDA 510(K) approval documents. b)
Brahms Kryptor assay as comparative assay from research documents. c¢) Vidas Brahms assay
as comparative assay from research documents.

Slope (a) was obtained from the correlation relationship y = a*x +y established between the
results measured on respective test assay as variable y and the results measured on
comparative assay as variable x.

The slopes of correlations between the Brahms Kryptor assay and other assays are
presented in Figure 1B. The proportional bias from the identity line was generally lower
than £ 25%. One can observe that PCT results provided by the Vidas Brahms, Access,
Liaison Brahms, and Lumipulse Brahms assays were consistently higher than those
from the Brahms Kryptor assay, whereas results provided by the Advia Brahms assay
were consistently lower. The constant positive bias of the Vidas Brahms compared to

WKH %UDKPV .U\SWRU ! ZDV DOVR FRQILUPMiGchEed PDQXILC

proportional error of up to 22% was reported (75).

Fewer studies used the Vidas Brahms assay as the comparative method (Figure 1C). A
negative proportional bias was observed for almost all assays, with a tendency to
exceed -20%. The recently developed Maglumi assay, presenting a positive bias >25%
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compared to the Brahms Kryptor assay and the Vidas Brahms assay, was included in
only one study, making difficult to dicsern a trend. Additionally, the evaluation of
regression analysis studies employing assays other than Kryptor Brahms or Vidas
Brahms as a comparative method is presented in Supplemental Table 1. A proportional
bias of up to 79% was reported when comparing the Liaison Brahms assay to the
Elecsys Brahms (on Cobas) or Architect Brahms assay (58). Overall, the data
presented revealed a noticeable proportional bias between some assays but
observations were variable between studies. The slope is a useful estimate of the
discrepancies between measurement results, provided that the constant bias is
negligible. However, most of the published studies did not demonstrate that the
intercept was negligible. An intercept different from zero indicates that measurement
results obtained from one assay are consistently higher or lower than the one measured
on the other assay. Therefore, the slope alone could not be enough as a suitable
indicator of agreement. Moreover, depending on the regression analysis model used in
each study, Passing Bablok or Deming linear regression analysis, the slope and
intercept values can differ (46). Thus, further evaluation of bias is needed to confirm the
previous observations.

2. Bias of measurement results according to Bland - Altman plot analysis

Across selected studies, the bias of measurement results was generally evaluated using
Bland - Altman analysis. In this section, we then limited our investigation to published
studies based on this approach (Table 1). The different studies reported mean biases,
expressed as relative (percentage) or absolute values (concentration), between two
immunoassays over a specified concentration range. However, the reported biases may
vary depending on the concentration range which differ from one studies to another
one. Indeed, Dipalo et al. reported three different mean biases (2.7 pg/L, 11.6 pg/L, 0.6
pg/L) between the Vidas Brahms and Brahms Kryptor at concentration range 0.1-58.7
pg/L, 10.0-58.7 pg/L, and 0.1-10.0 pg/L, respectively (65). This raises the difficulty to
compare all studies together, a comparison of bias through different correlation studies
over time for a given immunoassay should be carefully interpreted because study
designs could substantially differ.
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Table 1. Reported mean bias between assays

Mean bias Concentration
Date Study Test assay Con;gg:}a/tlve range (g/L)
0,
(g/L or %) Min Max
2017 FDA K172713 (42) Lumipulse Brahms  Brahms Kryptor 0.185 pg/L 0.02 50
2010 Schuetz et al (68) Vidas Brahms Brahms Kryptor 17.10% 0.05* 100*
0.108 pg/L 0.02  71.96
2010 Hausfater et al (64) Vidas Brahms Brahms Kryptor
0.026 pg/L 0.05 4
-0.567 pg/L 0.03 45.7
2011 Sanders et al (51) Advia Brahms Brahms Kryptor
-0.05 pg/L 0 2
Advia Brahms Brahms Kryptor 0.75ug/L 0.04 46.07
2012 Lloyd et Kuyl (52)
Elecsys Brahms Brahms Kryptor 0.08ug/L 0.04 46.07
2014 Dipalo et al (53) Diazyme (Beckman) Brahms Kryptor 0.48 pg/L 0.16 111
Liaison Brahms Brahms Kryptor 0.38 pg/L 0.1 58.7
2.7 pg/L 0.1 58.7
Vidas Brahms Brahms Kryptor 11.6 pg/L 10 58.7
0.6 pg/L 0.1 10
Elecsys Brahms Brahms Kryptor 0.4 pg/L 0.1 58.7
2015 Dipalo et al (65)
Advia Brahms Brahms Kryptor -1.02 pg/L 0.1 58.7
Diazyme (Architect) Brahms Kryptor -0.51 pg/L 0.1 58.7
Diazyme (Advia) Brahms Kryptor -0.13 pg/L 0.1 58.7
Diazyme (Cobas) Brahms Kryptor -1.01 pg/L 0.1 58.7
Diazyme (AU5800)  Brahms Kryptor -0.87 pg/L 0.1 58.7
0.42ug/L 0.12 50
2016 Du puy et al (54) Lumipulse Brahms  Brahms Kryptor
0.02 pg/L 0.12 1
2016 Fortunato (55) Liaison Brahms Brahms Kryptor 33.3% 0.02* 100*
-3.03 pg/L 0.006 75.5
2016 Ruzzenente etal (67) Lumipulse Brahms  Vidas Brahms
-0.49 ug/L 0 10
2017 Lueng et al (66) Architect Brahms Vidas Brahms -0.5ug/L 0.05 24
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Elecsys Brahms -0.1 pg/L 0.05 24
0.572 pg/L 1 25
2018 Mouatani et al (59) Architect Brahms Brahms Kryptor
0.075 pg/L 0.03 1
Elecsys Brahms -0.8ug/L 0.02 100
Liaison Brahms -2.3 ug/L 0.02 100
2018 Sohetal (69) Architect Brahms
Vidas Brahms -2.5 pg/L 0.02 100
Brahms Kryptor -0.6 pg/L 0.02 100
2019 Wang et al (70) Architect Brahms Vidas Brahms -0.097 ug/L 0.1 2
Access (Access) Brahms Kryptor 3.8% 1* 100*
Access (DXI) Brahms Kryptor 2.4% 1* 100*
Lumipulse Brahms  Brahms Kryptor 13.6% 1* 100*
Diazyme (Cobas) Brahms Kryptor 24.9% 1* 100*
2019 Lippietal (71) Elecsys Brahms Brahms Kryptor -14.9% 1* 100*
Vidas Brahms Brahms Kryptor 0.2% 1* 100*
Liaison Brahms Brahms Kryptor 7.2% 1* 100*
Maglumi Brahms Kryptor 23.7% 1* 100*
Architect Brahms Brahms Kryptor -7.2% 1* 100*
2019 Katz etal (72) Elecsys Brahms Vidas Brahms -0.13 pg/L 0 2
2020 Lippietal. (57) Access Brahms Kryptor 3.20% 0.02 84
2020 Dupuy et al. (63) Diasys (Cobas) Brahms Kryptor 1.37 ug/L 0.02 50
Diazyme (Cobas) Brahms Kryptor 4.69 ug/L 0.02 50

(*) values reported from Bland and Altman plot

Overall, one can observe that bias reported were consistently higher when comparing
the Lumipulse Brahms, Vidas Brahms, Liaison Brahms, Access, Maglumi assays to the
Brahms Kryptor assay. As observed for the slope, a positive bias for the Vidas Brahms
assay, higher than other assays, was reported (64 £#2). However, this bias seems to be
variable accross study and time, as observed in the study from Lippi et al., where the
mean bias between the Vidas Brahms and Brahms Kryptor assays was only 0.2%. In
addition to direct impact on patient results, a substantial bias (positive or negative) for a
given immunoassay could be propagated and perpetuated over time if new PCT assays
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use this immunoassay (e.g. Vidas Brahms) as predicate device for the approval process
(FDA or CE marked). In a comparison study performed between the Liaison Brahms
assay (FDA approved assays using Vidas Brahms assay) and two FDA approved
assays using the Brahms Kryptor as predicate device (Elecsys Brahms and Architect
Brahms assay), Eidizadeh et al. reported a positive mean bias of 40% between the
Liaison Brahms assay and both the Elecsys Brahms and Architect Brahms assays. In
contrast, the Elecsys Brahms assay did not exhibit any significant bias against the
Architect Brahms assay (58). Other studies also showed the same positive bias trend
for the Liaison Brahm assay (55,65,69,71).

A comparison study of Lippi et al. based on PCT results of the same set of 176 frozen
plasma samples measured on 10 PCT assays depict the best recent overview on PCT
assay correlation. A bias of at least 10% was reported in 28 of 45 pairwise comparisons.
Among them, the Diazyme and Maglumi assays reported the highest bias compared to
other assays (up to 24.9% compared to the Brahms Kryptor (Table 1) and up to 38.6%
compared to the Elecsys Brahms assay (71). Moreover, a bias of more than £ 20% was
unexpectedly observed between assays belonging to the Brahms PCT group (i.e., -
28.2% between Elecsys Brahms (on Cobas) and Lumipulse Brahms, -20.8% between
Architect Brahms and Lumipulse Brahms, 22% between Liaison Brahms and Elecsys
Brahms (on Cobas)).

Overall, most of the studies reported that substantial bias between assays exist and
thus shows that harmonization between all assays is not optimal. However, it is difficult
to appreciate a bias reported for a whole concentration range, the real deviation of
results obtained between assays at a single point concentration can not be retrieved.
Therefore, bias between assays does not bring any information on clinical interpretation
of the results. Most of the studies in which a significant bias was reported also
conducted an analysis of the clinical concordance at clinical cut-off concentrations. With
the objective to estimate the impact of bias on clinical decisions, we then analyzed
results from studies having evaluated the agreement of classification.

3. Agreement of classification at clinical cut  -off concentrations

The correct classification of patients is highly improtant to improve patient management
and facilitate the elaboration of clinical guidelines. Therefore, agreement at different
clinical cut-off concentrations was retrieved from published studies to evaluate the
influence of results variability on data interpretation (Supplemental Table 2). This
resulted in 327 reported agreement values. Among these, 295 (90%) were equal to or
better than 90%. An agreement below 90% was particularly reported at low
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concentrations (0.25 pg/L and 0.5 pg/L), especially when the Diazyme assay was
compared to other PCT assays. Despite the satisfactory clinical concordance outlined
by correlation studies, the bias in the lower concentration range could lead to patient
misclassification and inappropriate antibiotic monitoring when changing from one
immunoassay to another when using the same clinical cut-offs. This may impact LRTI
patient management, whose clinical cut-off concentrations are much lower than those of
sepsis (i.e., 0.1, 0.25, 0.5 ug/L). However, it is difficult to evaluate the consistency
between studies because the agreement between assays is highly dependant on the
distribution of PCT concentration. Indeed, a better agreement is expected to be
obtained when target concentrations are far from the clinical cut-off (i.e. 0.5, 2,0, 10
pg/L). Although a significant bias was observed in some studies, the evaluation of
classification agreement seems to indicate that differences in measurement results
have a moderate impact on medical decision-making (65,71). However, according to the
authors, differences between assays remain nRWLFHDEOH DQG (ORQJLWXG
monitoring should preferably alwaysbe FDUULHG RXW XVLQJ WKH VDPH LPPX!

[ll.  External quality assessment schemes

Data from 143 surveys carried out from 2014 to 2020 were supplied by ten external
guality assessment scheme (EQAS) providers from eight different countries: ANSM in
France, CSCQ in Switzerland, Equalis in Sweden, Instand in Germany, Labquality in
Finland, ProBioQual in France, RCPAQAP in Australia, RfB in Germany, SKML in The
Netherlands and Wegas in the UK. Data from surveys with less than 10 participants and
materials in which PCT concentration was lower than 0.05 pg/L were excluded from this
study to enable sufficiently robust data analysis. Overall, the present study includes 137
surveys with approximately 2220 routine laboratory participants (Supplemental Table 3-
4). About 27559 PCT measurements were performed on samples with concentrations
ranging from 0.05 pg/L to 43.66 pg/L (median 2.07 pg/L). Different types of serum-
based materials were used within the different EQA surveys: fresh pools without spiking
with exogenous PCT for Instand, frozen without spiking with exogenous PCT for
Equalis, frozen with spiking with exogenous PCT for Weqgas, lyophilized without spiking
with exogenous PCT for RCPAQAP, and SKML, lyophilized with spiking with exogenous
PCT for ANSM, CSCQ, Labquality, ProBioQual, and RfB.

As estimator of the harmonization level of PCT measurements, we calculated the
interlaboratory coefficient of variation (CV) of results provided by all participants of a
given survey. Figure 2 shows the interlaboratory CV of all 137 surveys as a function of
the consensus mean concentration of PCT. The mean interlaboratory CV of all surveys
was 15.6%. Such a high mean interlaboratory CV suggests that the harmonization of
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PCT results is not optimal and confirms correlation studies observations. It should be
noticed that the interlaboratory CVs were very heterogeneous across the different
surveys. In some surveys, the interlaboratory CV was in the 5-10% range, reflecting a
good harmonization level. But in other surveys, the interlaboratory CV exceeded 25%,
reflecting a poor harmonization level. These discrepancies could be explained by the
fact that the EQA programs relyed on materials with different PCT concentrations and
different types of matrices (fresh, frozen, lyophilized, spiked with recombinant PCT or
not), potentially resulting in differences in commutability of the EQA materials.
Additionally, the representation of some assays substantially varied across the different
EQAS, implying that each peer group's relative weight was not the same in all surveys.
Therefore, we investigated the effect of these different parameters on the observed
variability of the PCT measurement results.

1. Influence of the target concentrations

Two different ranges of PCT concentrations were considered: below and above 10 ug/L.
In Figure 2, one can notice that the dispersion of the interlaboratory CV estimates was
greater for PCT concentrations lower than 10 pg/L. Although the mean interlaboratory
CV (15.0% below 10 pg/L versus 18.8% above 10 pg/L) was not statistically different in
these two concentration ranges (95%, Student t coefficient = -1.7869, P-value =
0.0761), estimates of the interlaboratory CV were twice more scattered for PCT
concentrations below 10ug/L (SD=9.4%) than for PCT concentrations above 10ug/L
(SD=4.5%). This could indicate a potential impact of the target concentration on the
variability of PCT measurement results. However, the number of EQA surveys targetting
PCT concentrations below 10 pg/L (117 surveys, 19 947 measurements results) was
much larger than those and above 10 pg/L (20 surveys, 8347 measurements results),
with a reduced number of surveys for some materials. Also, only some matrices were
used at high PCT concentration (fresh non-spiked, lyophilized with or without spiking)
with relatively good consistency between values of the interlaboratory CV. In contrast,
all EQA materials were covered at low concentrations, and values of the interlaboratory
CV were more scattered. This raises the question of the potential impact of the matrix of
EQA materials and their commutability on the interlaboratory CV. As far as we know,
the commutability of EQA materials was not evaluated. A study demonstrated that non-
commutable material could generate matrix effects that differ across the different
assays for HbAic and results in biased estimates of the agreement between the different
assays (76). In this study, a better agreement between the different HbA1c assays was
observed when fresh samples were used: when processed EQA materials of lower
commutability were used, a lower consistency between the different assays was
observed (77).
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Figure 2. Interlaboratory CV obtained from the 137 EQAS on PCT carried out from 2014 to
2020 by 10 EQA providers from 7 European countries and Australia.

Consensus mean concentration represents the mean of results obtained from all immunoassay
methods included in each survey. Five types of serum-based EQA materials were studied: fresh
pools of samples without spiking with exogenous PCT (FreNS), frozen without spiking with
exogenous PCT (FroNS), frozen with spiking with exogenous PCT (FroS), lyophilized without
spiking with exogenous PCT (LyoNS) and lyophilized with spiking with exogenous PCT (LyoS).

2. Influence of EQA materials matrix

To evaluate the impact of the EQA material matrix on the interlaboratory CV, different
groups of material matrices were distinguished: spiked vs. non-spiked materials, fresh
vs. frozen vs. lyophilized materials. Spiked materials were associated with the highest
mean interlaboratory CV, either with frozen materials (21.0%, 10 surveys, 13
participants on average) or lyophilized materials (22.4%, 60 surveys with 406
participants on average). In comparison, the mean interlaboratory CV was only 8.1% in
surveys relying on frozen non-spiked materials (8 surveys, 47 participants on average)
and 7.5% for surveys relying on lyophilized non-spiked materials (52 surveys, 26
participants on average). Surprisingly, the interlaboratory CV was unexpectedly high in
surveys that used fresh non-spiked materials (17.6%, 7 surveys with 193 participants on
average) compared with the other non-spiked materials (frozen and lyophilized). As
fresh non-spiked materials can be considered as the closest matrix to fresh single
donations (that are commutable by definition), fresh non-spiked materials were
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