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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 reposent en général sur des valeurs 
seuil de concentration de la PCT, il apparaît primordial de disposer de résultats de mesure 
fiables et comparables, quelle que soit la méthode de dosage employée, dans le temps, et 
�����v�•���o�[���•�‰�������X���K�Œ�U���������v�}�u���Œ���µ�•���•���u� �š�Z�}�����•�����������}sage de la PCT de type immunoessai sont 
actuellement disponibles et les résultats fournis par celles-ci ne sont pas toujours 
���}�u�‰���Œ�����o���•�X�� �����š�š���� �•�]�š�µ���š�]�}�v�� �‰���µ�š�� �•�[���Æ�‰�o�]�‹�µ���Œ�� ���v�� �‰���Œ�š�]���� �‰���Œ�� �o�[�����•���v������ ������ �u� �š�Z�}������ ������
référence et de matériau de référence certifié ���[�}�Œ���Œ�����•�µpérieur.  

�����•�� �š�Œ���À���µ�Æ�� �}�v�š�� ���}�v�•�]�•�š� �� �����v�•�� �µ�v�� �‰�Œ���u�]���Œ�� �š���u�‰�•�� ���� ���}���µ�u���v�š���Œ�� �o�[� �š���š�� �����š�µ���o�� ������ �o����
���}�u�‰���Œ�����]�o�]�š� �� �����•�� �u���•�µ�Œ���•�� ������ �o���� �W���d�� ���v�š�Œ���� �o���•�� �u� �š�Z�}�����•�� ������ �Œ�}�µ�š�]�v���� ���(�]�v�� ���[� �À���o�µ���Œ�� �o����
�v� �����•�•�]�š� �� ���[� �š�����o�]�Œ�� �o���� �š�Œ���������]�o�]�š� �� �u� �š�Œ�}�o�}�Pique des résultats aux unités �^�/�X�� �>�[���v��lyse de 
�o�[���v�•���u���o���� �����•�� � �š�µ�����•�� ������ ���}�Œ�Œ� �o���š�]�}�v�� �‰�µ���o�]� ���•�� ���š�� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ������ ���}�v�š�Œ�€�o���•�� ���Æ�š���Œ�v���•�� ������
�‹�µ���o�]�š� �������u�}�v�š�Œ� ���‹�µ�[�]�o�����•�š�����]�(�(�]���]�o�������[� �À���o�µ���Œ�����}�Œ�Œ�����š���u���v�š���o�������}�u�‰���Œ�����]�o�]�š� �������•���Œ� �•�µ�o�š���š�•�����š��������
���}�u�‰�Œ���v���Œ�����o�[�}�Œ�]�P�]�v�����������o���µ�Œ���À���Œ�]�����]�o�]�š� �������‰���Œ�š�]�Œ��������matériaux ���}�v�š���o�������}�u�u�µ�š�����]�o�]�š� ���v�[�����‰���•��
été démontrée. Aussi, parait-�]�o���]�v���]�•�‰���v�•�����o�����������u���v���Œ�������•�������u�‰���P�v���•�����[� �À���o�µ���š�]�}�v�����Æ�š���Œ�v����
de qualité utilisant des matériaux de contrôle commutables. Par ailleurs, afin de répondre 
aux exigences réglementaires relatives au raccordement 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 à la chromatographie en phase liquide couplée à la 
spectrométrie de masse a été développée et validée avec une limite de quantification de 
�ì�U�î�ñ���v�P�l�u�>�X���>�����Œ�������}�Œ�����u���v�š�������•���Œ� �•�µ�o�š���š�•�����µ�Æ���µ�v�]�š� �•���^�/������� �š� ��� �š�����o�]���‰���Œ���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�����[� �š���o�}�v�•��
primaires dont la pureté a été préalablement 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 à la chromatographie en phase liquide couplé à la spectrométrie de 
masse, traçabilité métrologique 
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Abstract  
 

 

Procalcitonin measurement is a usefully tool to aid the early diagnosis and antibiotic 
stewardship for patients with sepsis. As sepsis diagnosis and antibiotic stewardship rely on 
fixed clinical cutoffs (threshold concentration values), ensuring accuracy and comparability 
of PCT results over time and space is essential to ensure an appropriate diagnostic and 
therapeutic management. Multiple immunoassays have been developed and 
commercialized. However, comparability of results remains questionable. There is no 
metrological traceability to the international system of units (SI) for PCT measurement due 
to the lack of higher order reference method and certified reference materials.  

�d�Z�]�•�� �Á�}�Œ�l�� �]�v�]�š�]���o�o�Ç�� ���}�v�•�]�•�š������ �]�v�� ���}���µ�u���v�š�]�v�P�� �š�Z���� ���µ�Œ�Œ���v�š�� �•�š���š���� �(�}�Œ�� �Œ���•�µ�o�š�•�[�� ���}�u�‰arability 
between the different commercially available immunoassays for PCT in order to evaluate the 
need to establish metrological traceability to the SI. The evaluation of correlation studies 
and external quality assessment schemes results indicate that properly evaluating the 
���µ�Œ�Œ���v�š���•�š���š�����}�(���Œ���•�µ�o�š�[�•�����}�u�‰���Œ�����]�o�]�š�Ç�����v�������]�•���Œ�]�u�]�v���š�]�v�P���š�Z�����}�Œ�]�P�]�v���}�(���Œ���•�µ�o�š�[�•�����]�•���Œ���‰���v���]���• 
is made difficult because studies were conducted in non-harmonized conditions and 

commutability of the materials was not characterized. Thus, it seems essential to conduct 
quality external evaluation using commutable control materials. In order to evaluate 
accuracy of commercially available immunoassays for PCT and to meet the regulatory 
requirements for the metrological traceability of results, 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 
quantification of 0.25 ng/mL. Results traceability to the SI units could be established thanks 
to a thorough purity assessment of the primary calibrators by amino acid analysis and 
correction of impurities contribution. 

 

Key words: procalcitonin, sepsis, reference method, isotope dilution liquid chromatography 
coupled to mass spectrometry, metrological traceability 
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Le sepsis est défini comme une réponse dérégulée d���� �o�[�}�Œ�P���v�]�•�u���� ���� �µ�v���� �]�v�(�����š�]�}�v�U��
entrainant la perte de fonction des organes et engageant le pronostic vital du patient. En 
2017, le sepsis a été classé comme une priorité san�]�š���]�Œ���� �u�}�v���]���o���� �‰���Œ�� �o�[Organisation 
Mondiale de la Santé (OMS) qui a adopté une résolution pour améliorer la prévention, le 
diagnostic et le traitement clinique du sepsis. Le diagnostic précoce et rapide du sepsis 
demeure un réel enjeu dans les services de soins intensifs et aux urgences afin de réduire le 
risque pour les patients. Actuel�o���u���v�š�U�� ������ ���]���P�v�}�•�š�]���� �Œ���‰�}�•���� �•�µ�Œ�� �µ�v���� �š�Œ�]�������� ���[���Æ���u���v�• : les 
signes cliniques, les tests microbiologiques (culture) et le dosage des biomarqueurs dans les 
fluides biologiques. Cependant, face à des signes cliniques peu spécifiques en raison de sa 
physiopathologie complexe et face aux délais nécessaires pour les cultures bactériennes, le 
���]���P�v�}�•�š�]���� ���µ�� �•���‰�•�]�•�� �Œ���•�š���� ���]�(�(�]���]�o���� ���� � �š�����o�]�Œ�� ���� �µ�v�� �•�š�������� �‰�Œ� ���}������ �}�¶�� �o�[���v�i���µ�� ���}nsiste à 
���]�•���Œ�]�u�]�v���Œ���o�[�}�Œ�]�P�]�v�����������o�[�]�v�(�����š�]�}�v�X�����v�����(�(���š�U���o���•���}�Œ�]�P�]�v���•���������o�[�]�v�(�����š�]�}�v�������µ�•���v�š���µ�v sepsis sont 
très variées et peuvent être de nature virale, fongique, parasitaire ou bactérienne. Cette 
situation conduit souvent à la mise en place de traitements antibiotiques probabilistes à 
large spectre qui ne sont pas toujours appropriés. Une consommation non adaptée 
���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� ���v�P���v���Œ���� ���� �o���� �(�}�]�•�� �����•�� ��� �‰���v�•���•�� ������ �•���v�š� �� �‰�µ���o�]�‹�µ���� �]�v�i�µ�•�š�]�(�]� ���•�U�� �µ�v�� �Œ�]�•�‹�µ����
���[���(�(���š�•�� �]�v��� �•�]�Œ�����o���•�� �o�]� �•�� ���µ�� �š�Œ���]�š���u���v�š�� ���š�� ���}�v�š�Œ�]���µ�� ���� �o�[���‰�‰���Œ�]�š�]�}�v�� ������ �Œ� �•�]�•�š���v�����•�� ���µ�Æ��
antibiotiques. Or, la résistance aux antibiotiques représent���� �o�[�µ�v���� �����•�� �‰�o�µ�•�� �P�Œ���À���•�� �u���v�������•��
�‰���•���v�š���•�µ�Œ���o�����•���v�š� ���u�}�v���]���o�������š������� �š� �����o���•�•� �������}�u�u�����µ�v�����‰�Œ�]�}�Œ�]�š� ���]�u�‰�}�Œ�š���v�š�����‰���Œ���o�[�K�D�^�X���W���Œ��
conséquent, il existe un réel besoin d���� ���]�•�‰�}�•���Œ�� ���[�}�µ�š�]�o�•�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[� �š�����o�]�Œ�� �µ�v�� ���]���P�v�}�•�š�]����
fiable et précoce du sepsis bactérien pour améliorer la prise en charge diagnostique et 
�š�Z� �Œ���‰���µ�š�]�‹�µ���������•���‰���š�]���v�š�•���•�µ�•�‰�����š� �•�����[�!�š�Œ�������š�š���]�v�š�•�����µ���•���‰�•�]�•�X 

La procalcitonine (PCT) est un biomarqueur reconnu pour le diagnostic du sepsis en 
raison de sa spécificité pour les infections bactériennes. De plus, le dosage de la PCT permet 
������ �•�µ�]�À�Œ���� ���š�����[�������‰�š���Œ�������� �u���v�]���Œ�����‰�o�µ�•�� �(�]�v���� �o�����š�Œ���]�š���u���v�š�� ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���� �����•�� �‰���š�]���v�š�•�� ���š�š���]�v�š�•��
�������•���‰�•�]�•�����š�����[�µ�v�����]�v�(�����š�]�}�v�������•���Àoies respiratoires inférieures. Le dosage de la PCT constitue 
donc un outil précieux pour répon���Œ�������µ�Æ�������•�}�]�v�•�����[�µ�v�����]���P�v�}�•�š�]�����‰�Œ� ���}���������µ���•���‰�•�]�•�����š�����[�µ�v����
�u���]�o�o���µ�Œ�����P���•�š�]�}�v���������o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������•�����v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�X 

Afin de répondre à la forte demande des dosages de la PCT, de nombreuses 
méthodes de dosage ont été développées. La plupart des méthodes actuellement utilisées 
dans les hôpitaux et les laboratoires de biologie médicale sont des immunoessais 
���v�š�]���Œ���u���v�š�� ���µ�š�}�u���š�]�•� �•�� �Œ���‰�}�•���v�š�� �•�µ�Œ�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������ ���]�(�(� �Œ���v�šs anticorps, réactifs, étalons 
et techniques de détection. Cette multiplicité peut engendrer des différences parfois 
importantes entre les résultats fournis par les différentes méthodes de dosage. Cependant, 
les prises de décision médicales et la stratégie de prise en charge thérapeutique des patients 
reposent en général sur des valeurs seuil de concentration. Il est donc essentiel de disposer 
������ �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ������ �u���•�µ�Œ���� �(�]�����o���•�����š�� ���}�u�‰���Œ�����o���•�� �����v�•�� �o�����š���u�‰�•�� ���š�������v�•�� �o�[���•�‰�������� ���(�]�v�� ���[� �š�����o�]�Œ��
un diagnostic fiable, puis établir un traitement antibiotique approprié. Disposer de mesures 
comparables permet égalem���v�š�����[���•�•�µ�Œ���Œ���µ�v�� �•�µ�]�À�]�� ���}�Z� �Œ���v�š�����µ�� �‰���š�]���v�š���u�!�u���� �•�]�� �����o�µ�]-ci est 
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���u���v� �� ���� �Œ� ���o�]�•���Œ�������•�� ���Æ���u���v�•�������v�•�����]�(�(� �Œ���v�š���•���•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���•���v�[�µ�š�]�o�]�•���v�š���‰���•�� �v� �����•�•���]�Œ���u���v�š�� �o����
même technique de dosage de la PCT. 

Un moyen privilégié pour assurer la comparabilité des résultats de mesure consiste à 
raccorder les résultats fournis par les différentes méthodes de dosages à des références 
communes reconnues internationalement et lorsque cela est possible, raccorder les résultats 
aux unités du Système International (SI). Le raccordement métrologique des valeurs 
���•�•�}���]� ���•�����µ�Æ���u���š� �Œ�]���µ�Æ�����[� �š���o�}�v�v���P�������š�����������}�v�š�Œ�€�o�����������‹�µ���o�]�š� ���‰���Œ���o�������]���]�•���������u� �š�Z�}�����•��������
référence et de matériaux de référence cer�š�]�(�]� �•�����[�}�Œ���Œ�����•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ�����]�•�‰�}�v�]���o���•�����•�š�����Æ�]�P� ���‰���Œ��
le règlement 2017/746/EU du Parlement européen relatif aux dispositifs médicaux de 
���]���P�v�}�•�š�]�����]�v���À�]�š�Œ�}�X���K�Œ�U���]�o���v�[���Æ�]�•�š���������š�µ���o�o���u���v�š���‰���•���������u� �š�Z�}�������������Œ� �(� �Œ���v�������v�]���������u���š� �Œ�]���µ��
�������Œ� �(� �Œ���v�����������Œ�š�]�(�]� �����[�}�Œ���Œ�� supérieur pour le dosage de la PCT. 

Afin de répondre à ces exigences, dans un premier temps, nos travaux ont évalué 
�o�[� �š���š�� �����š�µ���o�� ������ �o���� ���}�u�‰���Œ�����]�o�]�š� �� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� �}���š���v�µ�•�� �‰���Œ�� �o���•�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� �u� �š�Z�}�����•�� ������
dosage afin de documenter et mieux comprendre les variabilités observées. Dans un second 
temps, nos travaux ont permis le développement une méthode de référence candidate 
���[�}�Œ���Œ�����•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ���‰�}�µ�Œ���o�����‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�������•�}�o�µ�����������o�����W���d�������v�•���o�����•� �Œ�µ�u���Z�µ�u���]�v���‰���Œ�����]�o�µ�š�]�}�v��
isotopique associée à la chromatographie en phase liquide couplé à la spectrométrie de 
masse (ID-LC-�D�^�l�D�^�•�X�� ������ �‰�Œ�}�i���š�� ���}���š�}�Œ���o�� �•�[�]�v�•���Œ�]�š�� ��ans le cadre de deux projets Européens 
de recherche en métrologie. 

La première partie de ce manuscrit est une synthèse bibliographique destinée à 
placer ce trava�]�o���������š�Z���•���������v�•���µ�v�����}�v�š���Æ�š�����u� �š�Œ�}�o�}�P�]�‹�µ���U�����o�]�v�]�‹�µ�������š�����v���o�Ç�š�]�‹�µ���X���>�[���‰�‰�}�Œ�š��������
la métrologie en biologie médicale, le sepsis et la résistance aux antibiotiques, le rôle de la 
procalcitonine dans la prise en charge diagnostique et thérapeutique du sepsis et les outils 
���v���o�Ç�š�]�‹�µ���•�� ���]�•�‰�}�v�]���o���•�� �‰�}�µ�Œ�� �o���� ��� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�� ���[�µ�v���� �u� �š�Z�}������ ������ ���}�•���P���� ������ �o���� �W���d�� �‰���Œ 
spectrométrie de masse sont présentés. 

La deuxième partie de ce manuscrit est divisée en deux chapitres décrivant les 
résultats obtenus. A travers un premier article, le premier chapitre expose la méthodologie 
avec laquelle a été évaluée la comparabilité des résultats fournis par les différentes 
méthodes de dosage de la PCT. Le second article décrit les différentes activités menées par 
le groupe de travail WG-PCT de la Fédération Internationale de Biologie Clinique et de 
Médecine de Laboratoire (IFCC) pour � �À���o�µ���Œ�� �o���� �v� �����•�•�]�š� �� ���[���u� �o�]�}�Œ���Œ�� �o���� ���}�u�‰���Œ�����]�o�]�š� �� �����•��
résultats et le cas échéant quelle serait la stratégie à adopter. Le second chapitre porte sur 
les activit� �•�����Æ�‰� �Œ�]�u���v�š���o���•���o�]� ���•�����µ����� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�����[�µ�v�����u� �š�Z�}�������������Œ� �(� �Œ���v�����������v���]�����š����
pour le dosage de la PCT. Celui-ci présente dans un premier temps les sélections nécessaires 
�Œ���o���š�]�À���•�������o�����u�]�•�������v���ˆ�µ�À�Œ�������[�µ�v�����•�š�Œ���š� �P�]�����������‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�����[�µ�v�����‰�Œ�}�š� �]�v�����‰���Œ���o�[��pproche 
bottom-up. Les développements et optimisations analytiques de la caractérisation des 
ét���o�}�v�•���‰�Œ�]�u���]�Œ���•�U�����v���������}�Œ�������À�������o�[� �š���š���������o�[���Œ�š�����v���u� �š�Œ�}�o�}�P�]�������(�]�v�����[���•�•�µ�Œ���Œ���o�����Œ�������}�Œ�����u���v�š��
métrologique des résultats de mesure aux unités SI, et de la méthode de quantification de la 
PCT par ID-LC-MS/MS sont ensuite présentés. Un premier article, reprenant en partie les 
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�}�‰�š�]�u�]�•���š�]�}�v�•�� �Œ� ���o�]�•� ���•�� ���µ�� �v�]�À�����µ�� ������ �o���� �‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v�� ������ �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���š�� ������ �o���� �����Œ�����š� �Œ�]�•���š�]�}�v��
���[�µ�v�� � �š���o�}�v�� �‰�Œ�]�u���]�Œ���� �‰���‰�š�]���]�‹�µ���U�� ��� ���Œ�]�š�� �o���•�� �‰���Œ�(�}�Œ�u���v�����•�� ���[�µ�v���� �u� �š�Z�}������ ������ �‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v��
de la PCT dans le sérum humain par ID-LC-MS/MS reposant sur des étalons peptidiques. Un 
�•�����}�v�������Œ�š�]���o������� ���Œ�]�š���o���������Œ�����š� �Œ�]�•���š�]�}�v�����[�µ�v��� �š���o�}�v���‰�Œ�]�u���]�Œ�����‰�Œ�}�š� �]�‹�µ�������š���o���•���‰���Œ�(�}�Œ�u���v�����•��������
la méthode de référence candidate reposant sur des étalons primaires protéiques. 

���v�(�]�v�U���������u���v�µ�•���Œ�]�š���•�[�����Z���À�����•�µ�Œ���µ�v�������}�v���o�µ�•�]�}�v générale faisant la synthèse des 
résultats obtenus et propose des perspectives aux travaux effectués.  
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I.1 Enjeux de la fiabilité des examens de biologie médicale 

La qualité des soins a toujours été un élément crucial dans le domaine de la santé et 
���•�š�������À���v�µ�����µ�v�����‰�Œ�]�}�Œ�]�š� �����(�]�v�����[���u� �o�]�}�Œ���Œ���o�����‹�µ���o�]�š� ���������‰�Œ�]�•�������v�����Z���Œ�Pe des patients. Elle est 
��� �(�]�v�]���� �‰���Œ�� �o�[�K�Œ�P���v�]�•���š�]�}�v�� �D�}�v���]���o���� ������ �o���� �^���v�š� �� ���}�u�u���� �h le moyen de garantir, à chaque 
�]�v���]�À�]���µ�U�� �µ�v�� ���v�•���u���o���� ���[�����š���•�� ���]���P�v�}�•�š�]�‹�µ���•�� ���š�� �š�Z� �Œ���‰���µ�š�]�‹�µ���•�� �‹�µ�]�� ���•�•�µ�Œ���Œont le meilleur 
�Œ� �•�µ�o�š���š�� ���v�� �š���Œ�u���•�� ������ �•���v�š� �U�� ���}�v�(�}�Œ�u� �u���v�š�� ���� �o�[� �š���š�� �����š�µel de la science médicale, au 
meilleur coût pour un même résultat, en moindre risque et pour la plus grande satisfaction 
en termes ������ �‰�Œ�}��� ���µ�Œ���U�� ������ �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ���š�� ������ ���}�v�š�����š�� �Z�µ�u���]�v�� ���� �o�[�]�vtérieur du système de 
soins » (1)�X�� �>�[���Œ�Œ���µ�Œ�� �u� ���]�����o���U�� ��� �(�]�v�]���� ���}�u�u���� �µ�v�� �����š���� �]�v�À�}�o�}�v�š���]�Œ���U�� �µ�v���� ���Œ�Œ���µ�Œ�� ���[���Æ� ���µ�š�]�}�v�U��
�µ�v�������Œ�Œ���µ�Œ���������‰�o���v�]�(�]�����š�]�}�v�U���µ�v�������Œ�Œ���µ�Œ�����������]���P�v�}�•�š�]���U���µ�v������� �À�]���š�]�}�v�����[�µ�v���‰�Œ�}�š�}���}�o�����������‰�Œ�]�•����
���v�� ���Z���Œ�P���U�� �µ�v�� �•�µ�Œ���}�•���P���� ������ �u� ���]�����u���v�š�•�� �}�µ�� �µ�v�� �‰�Œ�}���o���u���� ������ ���}�u�u�µ�v�]�����š�]�}�v�U�� ���•�š�� �o�[�µ�v�� ��es 
facteurs les plus impactant de la qualité des soins (2). Une étude de 2016 a montré que les 
erreurs médicales sont la troisième cause de décès aux Etats-Unis, juste derrière les 
maladies cardio-vasculaires et les cancers avec environ 250 000 décès chaque année (3). De 
plus, elles représentent un enjeu économique important lié aux surcoûts dans la prise en 
charge des patients. Ainsi, le coût lié aux erreurs médicales est estimé entre 17 et 29 
milliards de dollars américains par an aux Etats-Unis selon une étude menée par Berwick et 
Leape en 1999 (4). Dans la lutte pour la réduction des erreurs médicales, la majorité des 
mesures vise particulièrement à diminuer les erreurs humaines et à améliorer le système de 
communication, que ce soit entre le patient et le personnel de santé ou au sein du système 
de santé (5). Cependant, peu ���[���š�š���v�š�]�}�v�����•�š en général accordée aux ���Œ�Œ���µ�Œ�•�����[examens de 
biologie médicale. Ceci peut être expliqué par le �v�}�u���Œ���� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�� ���[� �š���‰���•��et les délais 
importants entre la prise en charge des patients, les analyses faites au laboratoire, la 
communication des résultats et les actions des cliniciens, rendant ainsi �o�[� �À���o�µ���š�]�}�v�� �����•��
erreurs difficile (6). 

Un examen de biologie médicale est défini par le Code de la santé publique 
(art. L. 62112) comme « un acte médical qui concourt à la prévention, au dépistage, au 
���]���P�v�}�•�š�]�����}�µ�������o�[� �À���o�µ���š�]�}�v�����µ���Œ�]�•�‹�µ�����������•�µ�Œ�À���v�µ�������[� �š���š�•���‰���š�Z�}�o�}�P�]�‹�µ���•�U�������o������� ���]�•�]�}�v�����š�������o����
prise en charge thérapeutiques, à la détermination ou au suivi d���� �o�[� �š���š�� �‰�Z�Ç�•�]�}�o�}�P�]�‹�µ���� �}�µ��
�‰�Z�Ç�•�]�}�‰���š�Z�}�o�}�P�]�‹�µ���� ������ �o�[�!�š�Œ���� �Z�µ�u���]�v�U�� �Z�}�Œ�u�]�•�� �o���•�� �����š���•�� ���[���v���š�}�u�]���� ���š�� ������ ���Ç�š�}�o�}�P�]����
pathologiques, exécutés par des médecins spécialistes dans ce domaine ». Un rapport publié 
en 2005 a montré que les résultats de tests de diagnostic in vitro influençaient 60 % à 70 % 
des prises de décision médicale (7). Cependant, l�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�����[���Æ���u���v�•�����������]�}�o�}�P�]�����u� ���]�����o����
est extrêmement hétérogène en fonction de la structure clinique et des conditions des 
patients, et il est difficile de généraliser ces chiffres (8). En effet, une étude basée sur les 
données de 72 196 patients a montré que seuls 56 % des patients admis aux urgences 
recevaient une prescription pour au moins un examen de biologie médicale à visée 
diagnostique �š���v���]�•�� �‹�µ���� �o���� �š���µ�Æ�� �•�[� �oève à 98 % pour les patients hospitalisés (8). En 
cancérologie et cardiologie, une étude menée aux Etats-Unis et en Allemagne a montré que 
66 % des décisions médicales étaient basées sur les examens de biologie médicale (9). 
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L�[���v�•���u���o���� ������ �����•�� � �š�µ�����•�� �u�}�v�š�Œ�� une forte implication des examens de biologie médicale 
�����v�•�� �o���� �‰�Œ�]�•���� ���v�� ���Z���Œ�P���� �����•�� �‰���š�]���v�š�•�X�� �/�o�� ���•�š�� ���}�v���� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�� ���[� �À���o�µ���Œ���o�[�]�u�‰�����š��des erreurs 
�o�]� ���•�����µ�Æ�����Æ���u���v�•�����������]�}�o�}�P�]�����u� ���]�����o���������v�•���o���•�����Œ�Œ���µ�Œ�•���u� ���]�����o���•���‰�}�µ�Œ���o�[���u� �o�]�}�Œ���š�]�}�v���������o����
qualité de soin des patients. En effet, ces erreurs peuvent avoir de nombreuses 
conséquences : erreur de diagnostic, arrêt de traitement ou prescription de traitements 
inappropriés et �•�µ�•�����‰�š�]���o���•�� ���[���P�P�Œ���À���Œ�� �o�[� �š���š�� �����•�� �‰���š�]���v�š�•�� �}�µ�� ���[���µ�P�u���v�š���Œ��la survenue 
d�[effets indésirables liés au traitement. Selon une étude publiée en 2010, 24,4 % à 30,0 % 
des erreurs liées aux examens de biologie médicale entrainent des problèmes de soins aux 
patients et 2,7 % à 12,0 % de ces erreurs provoquent des effets indésirables et des soins 
inappropriés (10). De plus, elles entraînent généralement des analyses supplémentaires et 
inutiles, engendrant une augmentation des coûts associés à la prise en charge du patient et 
une mobilisation injustifiée du personnel médical. De nombreux contrôles qualité 
interviennent pourtant ���v�š�Œ���� �o���� ���}�u�u�µ�v�]�����š�]�}�v�� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ���[�µ�v�� ���Æ���u���v�� ������ ���]�}�o�}�P�]����
�u� ���]�����o���� ���š�� �o�[�����š�]�}�v�� �Œ� ���o�o���� �•�µ�Œ�� �o���•�� �‰���š�]���v�š�•. Afin de réduire les désagréments causés aux 
patients par les erreurs liées aux examens de biologie m� ���]�����o���U�����[���µ�š�Œ���•���u���•�µ�Œ���•���������‹�µ���o�]�š� ��
ont été mises en place non seulement au niveau analytique mais également au niveau pré et 
post-analytique entre la prescription du test, la collecte et la réception des échantillons et la 
���}�u�u�µ�v�]�����š�]�}�v�������•���Œ� �•�µ�o�š���š�•�����[�µn examen de biologie médicale (10,11). En effet, les erreurs 
�o�]� ���•�����µ�Æ�����Æ���u���v�•�����������]�}�o�}�P�]�����u� ���]�����o�����‰���µ�À���v�š���•�µ�Œ�À���v�]�Œ�������v�•�����Z���‹�µ�����‰�Z���•�����������o�[���Æ���u���v��������
biologie médicale :  

�ƒ La phase pré-���v���o�Ç�š�]�‹�µ�������}�u�‰�Œ���v���v�š���o���•��� �š���‰���•�����o�o���v�š���������o�����‰�Œ���•���Œ�]�‰�š�]�}�v���������o�[���Æ���uen 
�i�µ�•�‹�µ�[�����o�����u�]�•�����������]�•�‰�}�•�]�š�]�}�v���������o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�����µ���o�����}�Œ���š�}�]�Œ���X 

�ƒ La phase analytique comprenant la mise en application des processus techniques 
�‰���Œ�u���š�š���v�š���o�[�}���š���v�š�]�}�v�����[�µ�v���Œ� �•�µ�o�š���š�����[���v��lyse de biologie médicale. 

�ƒ La phase post-analytique comprenant la val�]�����š�]�}�v�����š���o�[�]�v�š���Œ�‰�Œ� �š���š�]�}�v�����}�v�š���Æ�š�µ���o�o�������µ��
résultat et la communication appropriée du résultat aux cliniciens.  

Les phases pré-analytique et post-analytique représentent une source importante 
des erreurs liées aux examens de biologie médicale (Figure 1). En effet, selon une étude de 
2007, les phases pré-analytique et post-analytique sont respectivement �����o�[�}�Œ�]�P�]�v�����������ò�í�U�õ % 
et 23,1 �9�� �����•�� ���Œ�Œ���µ�Œ�•�X�� �>���� �š���µ�Æ�� � �o���À� �� ���[���Œ�Œ���µ�Œ�•�� ���v�� �‰�Z���•���� �‰�Œ� -analytique est expliqué par la 
difficulté de pouvoir contrôler cette phase, car elle est souvent externe au laboratoire, 
nécessite plusieurs étapes et fait intervenir différents acteurs. La phase analytique est, quant 
���� ���o�o���U�� ���� �o�[�}�Œ�]�P�]�v���� ������ �í�ñ % des erreurs liées aux examens de biologie médicale. Ce taux 
���[���Œ�Œ���µ�Œ�����v���‰�Z���•�������v���o�Ç�š�]�‹�µ�����������}�v�•�]��� �Œ�����o���u���v�š�����]�u�]�v�µ� ���‰���•�•���v�š���������ð�ò�ð�����Œ�Œ���µ�Œ�•���‰���Œ���u�]�o�o�]�}�v��
���[���Æ���u���v�•�� ���v�� �î�ì�ì�ò�� ���� �ò�í�ó�� ���Œ�Œ���µ�Œ�•�� �‰���Œ�� �u�]�o�o�]�}�v�� ���[���Æ���u���v�•�� ���v�� �í�õ�õ�ò��(12). Ce progrès est lié à 
�µ�v�����u���]�o�o���µ�Œ�����(�]�����]�o�]�š� �������•�����Æ���u���v�•�����������]�}�o�}�P�]�����u� ���]�����o�����•�µ�]�š���������o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v�������•���š�����Z�v�}�o�}�P�]���•��
�µ�š�]�o�]�•� ���•�� �‰�}�µ�Œ�� �o���•�� �u� �š�Z�}�����•�� ���v���o�Ç�š�]�‹�µ���•�� ���v�� �o�����}�Œ���š�}�]�Œ���U�� �o�[���µ�š�}�u���š�]�•���š�]�}�v�� ���š�� �o�[�Z���Œ�u�}�v�]�•���š�]�}n 
des méthodes en termes de réactifs et instruments (13). Pourtant, même à faible fréquence, 
les erreurs en phase analytique peuvent avoir un fort impact sur la prise en charge des 
patients (14). En effet, la clinique Mayo aux Etats-�h�v�]�•�� ���� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ�[�µ�v�� ���]���]�•�� ������ �ï % sur le 
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�Œ� �•�µ�o�š���š�� ���[���v���o�Ç�•���� ���µ�� ���Z�}�o���•�š� �Œ�}�o�� �š�}�š���o�� ���v�P���v���Œ���� �µ�v���� ���µ�P�u���v�š���š�]�}�v�� ������ �í�ì % du nombre de 
diagnostics erronés (15). 

 

  

Figure 1. Sources et répartition des erreurs liées aux examens de biologie médicale en 2006 

(adapté de (12)) 

�>���� �Œ� ���o�]�•���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� ���Æ���u���v�� ������ ���]�}�o�}�P�]���� �u� ���]�����o���� ���•�š�� ���]�À�]�•� ���� ���v�� �š�Œ�}�]�•�� �‰�Z���•���• : pré-analytique, 
analytique et post-analytique. Durant chaque phase, des erreurs peuvent se produire. Parmi ces trois 
phases, la phase pré-analytique introduit 61,9 % des erreurs liées aux examens de biologie médicale 
devant la phase post-analytique avec 23,1 % et la phase analytique avec 15,0 %. 

�W���Œ�� ���]�o�o���µ�Œ�•�U�� �o���•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ���[���v���o�Ç�•���� �(�}�µ�Œ�v�]�•�� �‰���Œ�� ���]�(�(� �Œ���v�š�•�� �o�����}�Œ���š�}�]�Œ���•�� �µ�š�]�o�]�•���v�š��
différentes procédures de mesures doivent être comparables pour une bonne prise en 
charge des patients (16). Les seuils de décision clinique et la stratégie de prise en charge 
associée à ces seuils sont généralement établis par des experts internationaux en se basant 
sur des études cliniques, dont l���•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ���[���v���o�Ç�•����sont fournis selon une procédure de 
mesure donnée. Or, différentes procédures de mesure peuvent coexister sur le marché pour 
un même analyte. Cela signifie que les recommandations de diagnostic et de prise en charge 
des patients basées sur une procédure de mesure ne seront pas applicables aux autres 
�‰�Œ�}��� ���µ�Œ���•���������u���•�µ�Œ�����•�[�]�o�����Æ�]�•�š�����µ�v�����À���Œ�]�����]�o�]�š� �����v�š�Œ�����o��s résultats de mesure (17). De plus, 
un manque de comparabilité des résultats de mesure associé à une stratégie de mesure 
différente ���v�š�Œ���� �o�����}�Œ���š�}�]�Œ���•�� ���š�� ���v�š�Œ���� �‰���Ç�•�� �‰���µ�š�� � �P���o���u���v�š�� �(�Œ���]�v���Œ�� �o�[� �o�����}�Œ���š�]�}�v�� �����•�� �P�µ�]�����•��
de santé publique internationaux appropriés (18). 

Afin ���[���u� �o�]�}�Œ���Œ�� �o���� �‹�µ���o�]�š� �� �����•�� �•�}�]�v�•�U��nous devons nous assurer de la fiabilité des 
�Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ���[examens de biologie médicale, et de la cohérence et de la comparabilité des 
résultats obtenus avec ���]�(�(� �Œ���v�š���•���u� �š�Z�}�����•�����[���v���o�Ç�•�������š��différents laboratoires. 
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I.2 Assurance qualité en biologie médicale 

I.2.1 Contexte normatif et règlementaire 
Dans une �}�‰�š�]�‹�µ���� ���[���u� �o�]�}�Œ���š�]�}�v�������� �o����fiabilité des examens de biologie médicale, il 

���•�š�� �‰�}�•�•�]���o���� ���[���v�À�]�•���P���Œ��différentes actions relatives à la gestion de la qualité selon les 
normes internationales et les règlementations. L�[organisation internationale de 
normalisation pour les laboratoires ���•�š���o�[�/�^�K���~International Organization for Standardization). 
Plusieurs normes ISO reprises au niveau européen et français visent à assurer la qualité des 
examens de biologie médicale. Elle�•���•�[���‰�‰�o�]�‹�µ���v�š���v�}�v���•���µ�o���u���v�š�����µ�Æ���o�����}�Œ���š�}ires de biologie 
médicale (NF EN ISO 15189) mais également aux fabricants de dispositifs médicaux de 
diagnostic in vitro (DIV) (NF EN ISO 17511) et aux laboratoires de référenc�������š�����[� �š���o�}�v�v���P����
(NF EN ISO/IEC 17025), comme indiqué sur la Figure 2.  

 

Figure 2. Les différentes normes internationales ISO �•�[appliquent aux différentes parties prenantes 
de la chaine de traçabilité métrologique (19) 

La norme NF EN ISO 15194 définit les exigences concernant les matériaux de référence biologiques. La 
norme NF EN ISO/IEC 17025 définit les exigences concernant la compétence des laboratoires 
���[� �š���o�}�v�v���P���•�����š�����[���•�•���]�•. La norme NF EN ISO 15195 définit les exigences relatives à la compétence 
des laboratoires d'étalonnage utilisant des procédures de mesure de référence en biologie médicale. 
La norme NF EN ISO 15193 définit les exigences relatives au contenu et à la présentation des 
procédures de mesure de référence pour le mesurage des grandeurs dans des échantillons 
biologiques. Quant aux fabricants de DIV, la norme NF EN ISO 17511 définit les exigences pour établir 
la traçabilité métrologique des valeurs attribuées aux étalons, aux matériaux de contrôle de la 
justesse et aux échantillons humains. Au dernier niveau de la chaine de traçabilité métrologique, les 
LBM doivent respecter les exigences de la norme NF EN ISO 15189.  

La norme NF EN ISO/IEC 17025, dont la dernière version a été publiée en 2017, 
concerne tous les laboratoires effectuant des étalonnages et des essais, y compris 
�o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�v���P���X��Cette norme partage de nombreux points communs avec la norme 
NF EN ISO 9001, une norme internationale décrivant les exigences relatives au management 
de la qualité, mais elle inclut une partie concernant les exigences techniques spécifiques 
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relatives aux essais et étalonnages (personnel, équipement, validation de méthode, 
�š�Œ���������]�o�]�š� �� �����•�� �u���•�µ�Œ���•�Y�•�X�� �>�[�������Œ� ���]�š��tion selon la norme NF EN ISO/IEC �í�ó�ì�î�ñ�� �v�[���•�š�� �‰���•��
�}���o�]�P���š�}�]�Œ�����‰�}�µ�Œ���o���•���o�����}�Œ���š�}�]�Œ���•�����[� �š���o�}�v�v���P���X 

La norme NF EN ISO 17511 décrit les exigences relatives à l'établissement de la 
traçabilité métrologique des valeurs attribuées aux étalons et aux matériaux de contrôle de 
la justesse utilisés par les fabricants de dispositifs médicaux de diagnostic in vitro (DIV). Cette 
norme a été révisée en 2020 afin de décrire des procédés de raccordement alternatifs à 
�o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v���������u� �š�Z�}�����•���������Œ� �(� �Œ���v���������š���������u���š� �Œ�]���µ�Æ���������Œ� �(� �Œ���v�����������Œ�š�]�(�]� �•���o�}�Œ�•�‹�µ���������µ�Æ-ci 
ne sont pas disponibles. En plus des exigences relatives à la norme NF EN ISO 17511, tout 
dispositif médical de DIV devra prochainement être conforme au règlement 2017/746/EU du 
Parlement européen, qui remplacera la directive européenne 98/79/CE, pour pouvoir être 
�u�]�•���•�µ�Œ���o�����u���Œ���Z� ���������o�[�h�v�]�}�v�����µ�Œ�}�‰� ���v�v���X���������Œ���P�o��ment décrit les exigences techniques pour 
permettre �µ�v���� �Œ�����}�v�v���]�•�•���v������ �u�µ�š�µ���o�o���� ���µ�� �•���]�v�� ������ �o�[�h�v�]�}�v�� ���µ�Œ�}�‰� ���v�v���� ���š�� ���]�•�‰�}�•���Œ�� ���µ��
marquage CE (conformités à toutes les directives ou règlements concernés) apposé par les 
organismes notifiés. Comme la norme NF EN ISO 17511 et la directive 98/79/CE, le 
règlement 2017/746/EU impose que les valeurs attribuées aux étalons et matériaux de 
contrôle soient établies par des procédures de mesure de référence et/ou des matériaux de 
référence disponibles avec le plus haut niveau métrologique possible.  

La norme NF EN ISO 15189 détaille les exigences relatives à la qualité et à la 
compétence des laboratoires de biologie médicale (LBM). Cette norme est largement basée 
sur les normes NF EN ISO/IEC 17025 et NF EN ISO 9001. Ces exigences imposent aux LBM de 
réaliser non seulement des contrôles de qualité interne (CQI) mais également de participer 
aux évaluations externes de qualité (EEQ). De plus, selon cette norme, les LMB doivent 
assurer la traçabilité métrologique des résultats rendus et évaluer les incertitudes de 
mesure. Pour les examens de biologie médicale délocalisée (EBMD) la norme 
NF EN ISO 15189 est complétée par la norme NF EN ISO 22870 décrivant les exigences 
�Œ���o���š�]�À���•�� ���� �o�[� �À���o�µ���š�]�}�v�� �����•�� ���}�u�‰� �š���v�����•�� ���µ�� �‰���Œ�•�}�v�v���o��réalisant les EBMD et à la 
comparabilité des résultats obtenus par les EBMD �������[���µ�š�Œ���•���•�Ç�•�š���u���•�����µ���•ein du LBM.  

De plus, les laboratoires réalisant des mesures de référence et les instituts nationaux 
������ �u� �š�Œ�}�o�}�P�]���� �‰���µ�À���v�š�� ���Z�}�]�•�]�Œ�� ���[���•�•�µ�Œ���Œ�� �o���� ���}�v�(�}�Œ�u�]�š� �� ������ �o���µ�Œ�•��activités par rapport aux 
exigences de la norme NF EN ISO 15195, ainsi que la norme NF EN ISO 15193 sur les 
procédures de mesure de référence et la norme NF EN ISO 15194 pour la production de 
matériaux de référence certifiés. Une autre organisation internationale de normalisation 
pour les laboratoires est le CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institutes), qui développe 
des guides et des recommandations pour la gestion de la qualité. Le processus de rédaction 
de ces documents est identique à celui des normes ISO, en se basant sur le consensus 
obtenu au sein des groupes de travail. Il peut exister également des 
normes/règlementations qui sont spécifiques à chaque pays ou régions.  
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�>�[���‰�‰�o�]�����š�]�}�v�� �����•�� ���Æ�]�P���v�����•�� ������ �o�[���v�•���u���o���� ������ �����•�� �v�}�Œ�u���•�� �‰���Œ�u���š�� �v�}�v�� �•���µ�o���u���v�š de 
fournir une assurance supplémentaire aux patients et aux cliniciens en garantissant la 
qualité de la mesure, �u���]�•�� � �P���o���u���v�š�� ���[���u� �o�]�}�Œ���Œ�� �o���� �(�]�����]�o�]�š� ��des examens de biologie 
�u� ���]�����o���X�� ���v�� ���(�(���š�U�� �•���o�}�v�� �µ�v���� � �š�µ������ ���µ�š�Œ�]���Z�]���v�v���U�� �o�[�]�u�‰�o� �u���v�š���š�]�}�v�� ���µ�� �•�Ç�•�š���u���� ��e qualité 
selon la norme ISO 15189 ou ISO 9001 a permis une amélioration significative des 
performances analytiques. Une réduction significative des erreurs a été observée dans les 
laboratoire�•�� ���‰�Œ���•�� �o�[�������Œ� ���]�š���š�]�}�v (0,7 % ���‰�Œ���•�� �o�[�������Œ� ���]�š���š�]�}�v contre 1,3 % avant 
�o�[accréditation) (20).  

Concernant les LBM en France, différentes démarches ont été implémentées afin 
���[���•�•�µ�Œ���Œ���o�����‹�µ���o�]�š� �������•�����Æ���u���v�•���Œ� ���o�]�•� �•�����š��la fiabilité des résultats fournis. Dans le cadre de 
la réforme de la biologie prévue par la loi « Hôpitaux, Patients, Santé et Territoire, HPST », 
l�[�}�Œ���}�v�v���v������ �v�£�î�ì�í�ì-�ð�õ�� ���µ�� �í�ï�� �i���v�À�]���Œ���î�ì�í�ì�� ���� �]�v�]�š�]� �� �o�[���Æ�]�P���v������ ���[�������Œ� ���]�š���š�]�}�v��pour tous les 
LBM (accréditati�}�v��� �š�����o�]�����}�µ����� �u���Œ���Z�������[�������Œ� ���]�š���š�]�}�v�����v�P���P� ���•�X���>�[�������Œ� ���]�š���š�]�}�v�������•���>���D������
été ensuite rendue obligatoire en 2013 par le Code de la santé publique (Article L. 6221-1) : 
« �h�v�� �o�����}�Œ���š�}�]�Œ���� ������ ���]�}�o�}�P�]���� �u� ���]�����o���� �v���� �‰���µ�š�� �Œ� ���o�]�•���Œ�����[���Æ���u���v�� ������ ���]�}�o�}�P�]���� �u� ���]�����o���� �•��ns 
accréditation �i�X���>�[�������Œ� ���]�š���š�]�}�v��selon la norme ISO 15189 est délivrée sur demande du LBM 
�‰���Œ�� �o���� ���}�u�]�š� �� �(�Œ���v�����]�•�� ���[�������Œ� ���]�š���š�]�}�v�� �~���K�&�Z�����•�U�� �µ�v�]�‹�µ����organisme compétent en matière 
���[�������Œ� ���]�š���š�]�}�v�� ���v�� �&�Œ���v�����X��Elle �‰�}�Œ�š���� �•�µ�Œ�� �š�}�µ�š���•�� �o���•�� �‰�Z���•���•�� ������ �o�[���v�•���u���o���� ����s examens de 
biologie médicale réalisés, non seulement sur la phase analytique mais également sur les 
phases pré-analytiques et post-analytiques. Dan�•�� �o���•�� ���µ�š�Œ���•�� �‰���Ç�•�� ���µ�Œ�}�‰� ���v�•�U�� �o�[�������Œ� ���]�š���š�]�}�v��
������ �š�}�µ�š�� �}�µ�� �‰���Œ�š�]���� ������ �o�[�����š�]�À�]�š� �� �����•�� �>���D��est de plus en plus exigée car elle facilite la 
�Œ�����}�v�v���]�•�•���v������ �u�µ�š�µ���o�o���� �����•�� �‰�Œ���•�š���š�]�}�v�•�� �Œ� ���o�]�•� ���•�� �‰���Œ�� �o���•�� �}�Œ�P���v�]�•�u���•�� �������Œ� ���]�š� �•�� ���� �o�[� ���Z���o�o����
européenne. Elle est devenue obligatoire dans plusieurs Etats Européens. Cependant, 
certains Etats ont fait le choix de restreindre �o�[�}���o�]�P���š�]�}�v�����[�������Œ� ���]�š���š�]�}�v à certaines analyses, 
comme la Belgique (analyses moléculaires), la République Tchèque (analyses génétiques), 
�o�[���o�o���u���P�v���� �~dépistage néonatal�•�U�� �o�[�/�Œ�o���v������ �~���v���o�Ç�•���•�� ���[�]�u�u�µ�v�}�Z� �u���š�}�o�}�P�]���•�� ���š�� �o���� �^���Œ���]����
(recherche des agents mutagènes du génome humain en conséquence de radioactivité). 
�^���µ�o�•���š�Œ�}�]�•�����š���š�•���u���u���Œ���•���������o�[�h���U�����}�v�š���o�����,�}�v�P�Œ�]���U���o�����>���š�š�}�v�]�������š���>�����&�Œ���v�����U���}�v�š���(���]t le choix 
���[�������Œ� ���]�š���Œ���o�����š�}�š���o�]�š� �������•�����Æ���u���v�•�����������]�}�o�}�P�]�����u� ���]�����o����(21). 

 

I.2.2 Contrôle qualité dans les laboratoires de biologie médicale 
Le processus de contrôle qualité fait partie de la gestion de la qualité et est exigé par 

la norme NF EN ISO �í�ñ�í�ô�õ�� �����v�•�� �o���•�� �>���D�X�� �>�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ���µ�� ���}�v�š�Œ�€�o���� �‹�µ���o�]�š� �� ���� �‰�}�µ�Œ�� ���µ�š��« de 
vérifier que la qualité prévue des résultats est bien obtenue » et ainsi de corriger tous 
problèmes éventuels durant la phase analytique. Il y a deux types de contrôle qualité : CQI et 
EEQ. 

Le CQI est une évaluation réalisée au sein du laboratoire pour vérifier la conformité 
���µ���‰�Œ�}�����•�•�µ�•�����v���o�Ç�š�]�‹�µ�����‰���Œ���Œ���‰�‰�}�Œ�š�����µ�Æ�����Œ�]�š���Œ���•���������‰���Œ�(�}�Œ�u���v�����•�����š�����[���������‰�š�����]�o�]�š� ��� �š�����o�]�•��
préalablement. Il est préférable que les caractéristiques des échantillons de contrôle soient 



  Chapitre I. Apport de la métrologie en biologie médicale 

 14 

 

les plus proches possibles de celles des échantillons biologiques analysés et couvrent 
plusieurs niveaux de concentration pour une vérification de la totalité de la gamme de 
concentration de mesure (22). La principale vocation des CQI consiste à détecter une 
éventuelle dérive dans les perfo�Œ�u���v�����•�����[�µ�v�����]�•�‰�}�•�]�š�]�(�����������/�s�����š�������v�•�������Œ�š���]�v�•�������•��� �À���o�µ���Œ���o����
fidélité intermédiaire des dosages. 

�>�[�����Y�����•�š���µ�v����� �À���o�µ���š�]�}�v ���µ���>���D���‰���Œ���Œ���‰�‰�}�Œ�š�������o�[���v�•���u���o�����������•���•���‰���]�Œ�•�U���}�Œ�P���v�]�•� �����‰���Œ��
un organisme extérieur�U�� ���o�o���� ���}�v�•�]�•�š���� ���� ���v�À�}�Ç���Œ�� �o���� �u�!�u���� � ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���� �o�[ensemble des 
laboratoires inscrits à cette EEQ. �>���� �š���Œ�u���� �š���•�š�� ���[���‰�š�]�š�µ������ou « comparaison inter 
laboratoire » est parfois utilisé pour remplacer le terme EEQ. La participation aux EEQ est 
obligatoire pour les LBM ���(�]�v�� ���[identifier un défaut de performance des dispositifs de DIV 
�µ�š�]�o�]�•� �•�X�� ���v�� �&�Œ���v�����U�� �o���•�� �����Y�� �}�v�š�� �š�}�µ�š�� ���[�����}�Œ���� � �š� ��préconisées dans le guide GBEA sous la 
forme de Contrôle de Qualité National, puis exigées par la norme NF EN ISO 15189 : « Le 
laboratoire doit participer à des comparaisons inter-laboratoires, telles que celles organisées 
�����v�•���o�����������Œ�����������‰�Œ�}�P�Œ���u�u���•�����[� �À���o�µ���š�]�}�v�����Æ�š���Œ�v�����������o�����‹�µ���o�]�š� �X���>�������]�Œ�����š�]�}�v�����µ���o����oratoire 
���}�]�š�� �•�µ�Œ�À���]�o�o���Œ�� �o���•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ������ �o�[� �À���o�µ���š�]�}�v�� ���Æ�š���Œ�v���� ������ �o���� �‹�µ���o�]�š� �� ���š�� �‰���Œ�š�]���]�‰���Œ�� ���� �o���� �u�]�•���� ���v��
�ˆ�µ�À�Œ���������•�������š�]�}�v�•�����}�Œ�Œ�����š�]�À���• lorsque les critères de maîtrise ne sont pas respectés ». 

�>���•�� �}�Œ�P���v�]�•�u���•�� ���[�����Y�� �‰�Œ�}���µ�]�•���v�š�� ���š�� �(�}�µ�Œ�v�]�•�•���v�š�� �o���� �u�!�u���� � ���Z���v�š�]�o�oon de contrôle à 
tous les laboratoires participants dans le but de juger la comparabilité des résultats entre 
participants. Il est possible ���]�•�š�]�v�P�µ���Œ�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� �����š� �P�}�Œ�]���•�� ���[�����Y�� �•���o�}�v�� �‹�µ���� �o����
commutabilité ������ �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ������ ���}�v�š�Œ�€�o�� (capacité à avoir le même comportement 
���[échantillons natifs de patients, voir section A.I.3.3) est connue ou non, selon que la valeur 
cible est déterminée par une procédure de mesure de référence ou non, et selon que 
�o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�����•�š�����v���o�Ç�•� ���µ�v�����}�µ���‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•���(�}�]�•��(Tableau 1). 

Tableau 1. Différentes �����š� �P�}�Œ�]���•�����[� �À���o�µ���š�]�}�v�•�����Æ�š���Œ�v���•���������‹�µ���o�]�š� ��(23) 

Catégorie 
���[�����Y 

�����Œ�����š� �Œ�]�•�š�]�‹�µ���•���������o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�����������}�v�š�Œ�€�o�� 
Commutabilité de 

�o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�����}�v�š�Œ�€�o�� 
Valeur cible selon la 

procédure de référence 
Répétabilité de 

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 du choix de �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�����������}�v�š�Œ�€�o�����µ�š�]�o�]�•� , l�[�}���i�����š�]�(�����[�µ�v���������Y���‰���µ�š���!�š�Œ����
différent. Dans le cas idéal, �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ������ ���}�v�š�Œ�€�o���� �µ�š�]�o�]�•� �� ���•�š�� ���}�u�u�µ�š�����o���� �•���o�}�v�� �o���•��
recommandations de la norme NF EN ISO 15189 (voir section A.I.3.3) et il existe une 
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procédure de mesure de �Œ� �(� �Œ���v������ �‰�}�µ�Œ�� ��� �š���Œ�u�]�v���Œ�� �o���� �À���o���µ�Œ�� ���]���o���� ������ �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ������
���}�v�š�Œ�€�o���X�����[���•�š���o���������•�������•�������Y����������atégories 1 et 2 qui vont permettre une évaluation de la 
justesse des procédures de mesure par rapport à une procédure de mesure de référence. 
Cependant, dans la plupart des cas, il est difficile de mener des EEQ de catégories 1 et 2 car il 
�v�[���Æ�]�•�š���� �‰���•������ procédures de mesure de référence disponibles pour tous les analytes et la 
commutabilité des échantillons de contrôle est rarement évaluée. Dans le cas des EEQ de 
catégories 3 et 4, �}�¶�� �µ�v���� �u� �š�Z�}������ ������ �Œ� �(� �Œ���v������ �v�[���� �‰���•�� � �š� �� �µ�š�]�o�]�•� ���� �‰�}�µ�Œ�� ��� �š���Œ�u�]�v���Œ�� �o���•��
valeurs cibles, mais où �o���� ���}�u�u�µ�š�����]�o�]�š� �� ������ �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ������ ���}�v�š�Œ�€�o���� ���•�š�� ��� �u�}�v�š�Œ� e, la 
comparabilité des résultats fournis par les différents laboratoires peut être évaluée, même 
�•�[�]�os �v�[�µ�š�]�o�]�•���v�š���‰���•���o�����u�!�u�����u� �š�Z�}���������������}�•���P���X���/�o���v�[���•�š�����v���Œ���À���v���Z�����‰���•���‰�}�•�•�]���o�������[� �À���o�µ���Œ��
la justesse des résultats et �o�����À���o���µ�Œ�����]���o�������•�•�}���]� ���������o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�����������}�v�š�Œ�€�o����est une valeur 
consensuelle qui correspond soit à la moyenne des résultats produits par tous les 
participants, soit à la moyenne des résultats produits par les participants utilisant une 
méthode donnée ou un groupe de méthodes (groupe de pairs). �>�[�]�v���}�v�À� �v�]���v�š�� ������ �����š�š����
approche est que la différence entre le résultat fourni par un laboratoire et la valeur cible ne 
peut pas être inter�‰�Œ� �š� �������v���š���Œ�u���•�����������]���]�•�������Œ���o�����À���o���µ�Œ�����}�v�•���v�•�µ���o�o�������•�š���•�µ�•�����‰�š�]���o�������[�!�š�Œ����
biaisée. Cela est par exemple le cas, lorsque la majorité des résultats présente une erreur 
systématique par rapport à la ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� �Œ� ���o�o���� ������ �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v. Les deux dernières 
catégories 5 et 6 ���}�Œ�Œ���•�‰�}�v�����v�š�������o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������•��EEQ utilisant des échantillons de contrôle 
non commutables. La comparaison des résultats entre les différents laboratoires ne peut 
�!�š�Œ���� � �À���o�µ� ���� �‹�µ�[���µ�� �•���]�v�� ���[�µ�v��groupe ������ �‰���]�Œ�•�U�� ���[���•�š-à-dire les laboratoires qui utilisent une 
même procédure de mesure. Les EEQ de catégories 5 et 6 sont les plus fréquentes (24) et ne 
permettent pas ���[� �À���o�µ���Œ��la comparabilité des résultats obtenus entre différentes 
procédures de mesure : elles permettent uniquement de comparer les résul�š���š�•�� ���[�µ�v��
�o�����}�Œ���š�}�]�Œ���� ���À������ �����µ�Æ�� ������ �����•�� �‰���]�Œ�•�U�� ������ �‹�µ�]�� �‰���Œ�u���š�� ���[���•�š�]�u���Œ���o���� �Œ���‰�Œ�}���µ���š�]���]�o�]�š� �� ���[�µ�v����
procédure de mesure. De plus, si le nombre des mesures est répété (catégories 1, 3 et 5), la 
répétabilité moyenne peut être évaluée.  

Selon les exigences de la norme NF EN ISO 15189, les LBM doivent assurer la 
comparabilité des résultats de mesure avec leurs pairs via les EEQ mais également assurer la 
traçabilité de leurs résultats de mesure.  

 

I.3 La métrologie en biologie médicale 

I.3.1 Traçabilité métrologique 
Dans le contexte règlementaire décrit précédemment, la traçabilité métrologique, 

���[���•�š-à-dire le raccordement des résultats de mesure à un étalon national ou international, 
est exigée par la norme NF EN ISO 15189 pour les LBM, la norme NF EN ISO 17511 et le 
règlement européen 2017/746/EU pour les fabricants de DIV. La traçabilité métrologique est 
définie dans le guide NF ISO/IEC 99:2007 plus connu sous le Vocabulaire International de 
Métrologie (VIM) JCGM 200 : 2012 comme la « �‰�Œ�}�‰�Œ�]� �š� �� ���[�µ�v�� �Œ� �•�µ�o�š���š�� ������ �u���•�µ�Œ���� �•���o�}�v 
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�o���‹�µ���o�o���� ������ �Œ� �•�µ�o�š���š�� �‰���µ�š�� �!�š�Œ���� �Œ���o�]� �� ���� �µ�v���� �Œ� �(� �Œ���v������ �‰���Œ�� �o�[�]�v�š���Œ�u� ���]���]�Œ���� ���[�µ�v���� ���Z���`�v����
�]�v�]�v�š���Œ�Œ�}�u�‰�µ���� ���š�� ���}���µ�u���v�š� ���� ���[� �š���o�}�v�v���P���� ���}�v�š�� ���Z�����µ�v�� ���}�v�š�Œ�]���µ���� ���� �o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ ������
mesure » (25)�X�� �>���� �š�Œ���������]�o�]�š� �� �•�[���‰�‰�µ�]���� ���}�v�����•�µ�Œ�� �o���� �v�}�š�]�}�v�� ���[� �š���o�}�v�v���P��, dont la définition 
(VIM) est comme « une opération qui dans des conditions spécifiées, établit en une 
première étape une relation entre les valeurs et les incertitudes de mesure associées qui 
sont fournies par des étalons et les indications correspondantes avec les incertitudes 
associées, puis utilise en une seconde étape cette information pour établir une relation 
�‰���Œ�u���š�š���v�š�����[�}���š���v�]�Œ���µ�v���Œ� �•�µ�o�š���š���������u���•�µ�Œ���������‰���Œ�š�]�Œ�����[�µ�v�����]�v���]�����š�]�}�v » (26). 

La chaîne de traçabilité métrologique pour les analyses en biologie médicale est 
���}�v�•�š�]�š�µ� ���� ���[�µ�v���� �Z�]� �Œ���Œ���Z�]���� ���[� �š���o�}�v�v���P���� �Œ� �‰���Œ�š�]���� ���v��trois niveaux (Figure 3). Les LBM 
délivrant les résultats de mesure des patients constituent le premier niveau de cette chaîne. 
Le niveau intermédiaire implique les fabricants de dispositifs médicaux de DIV. Enfin, les 
instituts nationaux de métrologie et les laboratoires de référence nationaux constituent le 
dernier niveau. La traçabilité des résultats rendus par un LBM dépend donc de la manière 
avec laquelle la traçabilité est établie aux niveaux supérieurs.  

 

Figure 3. Chaîne de traçabilité métrologique 

�h�v�������Z���]�v�����������š�Œ���������]�o�]�š� �����•�š�����}�v�•�š�]�š�µ� �������[�µ�v�����•�µ�������•�•�]�}�v�����[� �š���o�}�v�•�����š�����[� �š���o�}�v�v���P��s reliant le résultat 
de mesure à une référence nationale ou internationale. Chaque étalonnage contribue aux incertitudes 
de mesure finales. (DIV : diagnostic in vitro) 

La procédure de mesure primaire occupe le niveau métrologique le plus élevé de la 
chaîne de traçabilité et permet le raccordement des résultats aux unités SI. Cette procédure 
�‰���Œ�u���š�� ���[���•�•�]�P�v���Œ�� �����•�� �À���o���µ�Œ�•�� ���� �����•�� �u���š� �Œ�]���µ�Æ�� ������ �Œ� �(� rence primaires, dont la pureté est 
connue avec une incertitude associée. Ce matériau est à son tour utilisé pour étalonner la 
procédure de mesure de référence secondaire. Pour étalonner leur procédure de mesure, 
les fabricants de dispositif médicaux de DIV doivent, lorsqu�[�]�o�•�� �•�}�v�š disponibles, utiliser des 
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matériaux de référence secondaires certifiés par la procédure de mesure de référence 
�•�����}�v�����]�Œ���X�� �'� �v� �Œ���o���u���v�š�U�� �o���•�� �(�����Œ�]�����v�š�•�� �v�[�µ�š�]�o�]�•���v�š�� �‰���•�� ���]�Œ�����š���u���v�š�� �o���•�� �u���š� �Œ�]���µ�Æ�� ������
référence secondaires disponible�•�� �‰�}�µ�Œ�� �o�[� �š���o�}�v�v���P���� ������ �o���� �‰�Œ�}��� ���µ�Œ���� ������ �u���•�µ�Œ����
commercialisée, mais produisent des étalons de transfert, ainsi que des étalons qui seront 
���}�u�u���Œ���]���o�]�•� �•�����š���µ�š�]�o�]�•� �•�������v�•���o���•���>���D�X�������š�š�����Z�]� �Œ���Œ���Z�]�����‰���Œ�u���š�����}�v�������[���•�•�µ�Œ���Œ���o�����š�Œ���������]�o�]�š� ��
métrologique des résulta�š�•�� ������ �u���•�µ�Œ���� �����v�•�� �o���•�� �>���D�X�� �/�o�� ���•�š�� �‰�Œ�]�u�}�Œ���]���o�� ���[���•�•�µ�Œ��r la 
documentation de chaque étalonnage et le lien ininterrompu �i�µ�•�‹�µ�[���� �o���� �Œ� �(� �Œ���v����. Si une 
étape (procédure de mesure ou étalon) est manquante, toutes les mesures situées au-
dessous de cette étape ne seront pas traçables aux unités SI. 

�>�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�������������uesure doit être estimée selon une méthode définie et être incluse 
�����v�•�� ���Z���‹�µ���� � �š���‰���� ���[� �š���o�}�v�v���P���� ������ �o���� ���Z���`�v���� ������ �š�Œ���������]�o�]�š� �� �u� �š�Œ�}�o�}�P�]�‹�µ���X�� �W���Œ�� ���(�(���š�� ������
�����•���������U���o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ�������������u���•�µ�Œ���������µ�v���v�]�À�����µ�����}�v�v� ��de la chaîne de traçabilité métrologique 
prend en com�‰�š���� �o�[���v�•���u���o���� �����•�� �]�v�����Œ�š�]�š�µ�����•�� ������ �u���•�µ�Œ���� �����•�� �v�]�À�����µ�Æ�� �•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ���•�X�� �����o�o��-ci 
sera donc de plus en plus grande en descendant la chaîne de traçabilité (Figure 3). Selon les 
�Œ�����}�u�u���v�����š�]�}�v�•�� ���K�&�Z�����U�� �o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ ������ �u���•�µ�Œ���� �‰���µ�š�� �!�š�Œ���� ��� �š���Œ�u�]�v� ���� �•���o�}�v�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•��
méthodes (27)�X�� �h�v���� �‰�Œ���u�]���Œ���� �u� �š�Z�}������ ���•�š�� ��� ���Œ�]�š���� �‰���Œ�� �o���� �P�µ�]������ �‰�}�µ�Œ�� �o�[���Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v�� ������
�o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ ������ �u���•�µ�Œ���� ���}�u�u�µ�v� �u���v�š�� ���‰�‰���o� �� �'�h�D (28). La méthode GUM est une 
�u� �š�Z�}�������������Œ� �(� �Œ���v�������‹�µ�]�����•�š�������•� �����•�µ�Œ���o�[� �š�����o�]�•�•���u���v�š�����[�µ�v���u�}��èle mathématique prenant 
���v�� ���}�u�‰�š���� �š�}�µ�š���•�� �o���•�� ���}�u�‰�}�•���v�š���•�� ���[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ ���µ�� �‰�Œ�}�����•�•�µ�•�� ������ �u���•�µ�Œ���X�� �/�o�� �(���µ�š�� ���}�v����
modéliser e�š���‹�µ���v�š�]�(�]���Œ���‰�Œ� ���o�����o���u���v�š���o�[���v�•���u���o���������•���‰���Œ���u��tres intervenant dans le calcul 
���µ�� �Œ� �•�µ�o�š���š�X�� ���[���µ�š�Œ���•�� �u� �š�Z�}�����•�� �•�[���‰�‰�µ�Ç���v�š�� �•�µ�Œ�� �o���•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ���[� �À��luation des CIQ sont 
également utilisées. Il existe des approches combinant les incertitudes liées à la fidélité 
intermédiaire (estimée via les CIQ), les incertitudes associées aux �u�}�����o���•�� ���[� �š���o�}�v�v���P���� ���š 
�o�[�]�v�����Œ�š�]�š�µ���������•�•�}���]� �� à la justesse de mesure (établie à partir des matériaux de référence ou 
�‰���Œ�� �µ�v���� �‰�Œ�}��� ���µ�Œ���� ������ �Œ� �(� �Œ���v������ ���[�]�v�����Œ�š�]�š�µ������ ���}�v�v�µ��). Il existe également des approches 
combinant les incertitudes liées à la fidélité intermédiaire (obtenue par les évaluations CIQ) 
et à la justesse (obtenue par les évaluations EEQ) et des approches combinant les 
incertitudes liées à la fidélité intermédiaire (obtenue par les CIQ) et les incertitudes liées aux 
étalons du système analytique (étalons fournisseurs). 

�����v�•���o�������µ�š�����[���•�•�µ�Œ���Œ�����š�����[améliorer la fiabilité des examens de biologie médicale et la 
traçabilité métrologique aux unités SI des résultats fournis aux patients, il est nécessaire 
���}�v�������[���À�}�]�Œ��des matériaux de référence certifiés et des procédures de mesure de référence. 

 

I.3.2 Matériaux de référence certifiés et procédures de mesure de référence 
Un matériau de référence est un matériau dont les propriétés spécifiques sont 

suffisamment homogènes et stables. Un matériau de référence certifié (MRC) est défini dans 
le VIM JCGM 200 : 2012 comme « �µ�v�� �u���š� �Œ�]���µ�� ������ �Œ� �(� �Œ���v�����U�� �������}�u�‰���P�v� �� ���[�µ�v����
documentation délivrée par un organisme faisant autorité et fournissant une ou plusieurs 
valeurs de propriétés spécifiées avec les incertitudes et les traçabilités associées, en utilisant 
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des procédures valables » (25). Les MRC peuvent être séparés en deux catégories : les MRC 
primaires et secondaires. Un MRC primaire est un matériau sans matrice contenant un 
analyte ���[�]�v�š� �Œ�!�š pur, �}�µ�� �µ�v�� �u� �o���v�P���� ���[���v���o�Ç�š���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š, sous forme lyophilisée ou en 
solution et dont la concentration/fraction ���µ���}�µ�������•�����v���o�Ç�š���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š est connue avec une 
incertitude associée. Comme précédemment, un MRC primaire est le premier maillon de la 
chaîne de traçabilité mettant en jeu les différents étalons utilisés entre la procédure de 
mesure de référence secondaire et la procédure de mesure ������ �Œ�}�µ�š�]�v���X�� ���(�]�v�� ���[obtenir une 
incertitude minimale satisfaisante pour les résultats de patient ou de contrôle en bas de la 
chaîne de traçabilité�U���]�o�����•�š���]�u�‰�}�Œ�š���v�š�����}�v�������[���•�•�µ�Œ���Œ���µ�v�����]�v�����Œ�š�]�š�µ�������š�Œ���•���(���]���o�����‰�}�µ�Œ��le MRC. 

Un MRC secondaire est généralement un matériau en matrice qui peut être utilisé non 
seulement pour étalonner les procédures de mesu�Œ���� ������ �(�����Œ�]�����v�š�•�� ���(�]�v�� ���[���•�•�µ�Œ���Œ�� �µ�v����
traçabilité métrologique du résultat de mesure, mais également pour évaluer la justesse 
et/ou la comparabilité des résultats obtenus entre les différentes procédures de mesure (via 
une évaluation EEQ). Dans les deux cas, une caractéristique indispensable des MRC 
�•�����}�v�����]�Œ���•�� ���•�š�� �o���� ���}�u�u�µ�š�����]�o�]�š� �� ���(�]�v�� ���[���•�•�µ�Œ���Œ�� �o���� �����‰�����]�š� �� ������ �����•�� �u���š� �Œ�]���µ�Æ�� ���� �u�]�u���Œ�� �µ�v��
échantillon réel (voir I.3.3). Comme pour tous matériaux de référence, une valeur de 
�Œ� �(� �Œ���v�������‰�}�µ�Œ���µ�v�����v���o�Ç�š�������[�]�v�š� �Œ�!�š���}�µ���µ�v���u� �o���v�P�������[���v���o�Ç�š���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š�����}�]�š���!�š�Œ������� �š���Œ�u�]�v� ����
avec une incertitude associée.  

Une procédure de mesure de référence est définie dans le VIM JCGM 200 : 2012 
comme une « procédure de mesure considérée comme fournissant des résultats de mesure 
�������‰�š� �•�������o���µ�Œ���µ�•���P�����‰�Œ� �À�µ���‰�}�µ�Œ���o�[� �À���o�µ���š�]�}�v���������o�����i�µ�•�š���•�•��������s valeurs mesurées obtenues à 
�‰���Œ�š�]�Œ�� ���[���µ�š�Œ��s procédures de mesure pour des grandeurs de la même nature, pour un 
étalonnage ou pour la caractérisation de matériaux de référence » (25). De même que les 
matériaux de référence, il existe deux catégories : les procédures de mesure de référence 
primaires et secondaires.  

L���� �‰�Œ�}��� ���µ�Œ���� ������ �u���•�µ�Œ���� �‰�Œ�]�u���]�Œ���� �‰���Œ�u���š�� ���[�}���š���v�]�Œ��« un résultat de mesure sans 
relation avec un étalon ���[�µ�v���� �P�Œ���v�����µ�Œ de même nature » (25). Ce sont des procédures 
utilisées pour caractériser les puretés des étalons primaires �}�µ�� ��� �(�]�v�]�Œ�� �o���� �(�Œ�����š�]�}�v�� ���[�µ�v����
solution. A ce jour, les méthodes suivantes sont considérées comme des méthodes primaires 
pour déterminer la quantité de matière dans un échantillon :  

�ƒ La gravimétrie, qui consiste à peser la quantité de matière. Elle est souvent 
utilisée pour la préparation des étalons en solution. 

�ƒ La titrimétrie volumique�U�� �‹�µ�]�� ���}�v�•�]�•�š���� ���� �u���•�µ�Œ���Œ�� �o���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ������ �u���š�]���Œ���� ���[�µ�v��
� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� �‰���Œ�� �o���� �À�}�o�µ�u���� ���[�µ�v���� �•olution de réactif titrant ayant une 
concentration connue. 

�ƒ La coulométrie, qui consiste ���� �‹�µ���v�š�]�(�]���Œ�� �o���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ������ �u���š�]���Œ���� ���[�µ�v�� � ���Z���v�š�]�o�o�}�v��
���v���u���•�µ�Œ���v�š���o�����‹�µ���v�š�]�š� �����[� �o�����š�Œ�]���]�š� �����}�v�•�}�u�u� �����}�µ���‰�Œ�}���µ�]�š�����o�}�Œ�•�����[�µ�v�����Œ� �����š�]�}�v��
���[�}�Æ�Ç��oréduction. 
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�ƒ La calorimétrie, qui consiste à quantifier la quantité de matière par un 
calorimètre thermodynamique isolé en mesurant la quantité de chaleur dégagée 
ou absorbée ���[�µ�v��� ���Z���v�š�]�o�o�}�v��dans certaines conditions. 

�ƒ La dilution isotopique couplée à la spectrométrie de masse, qui consiste à 
��� �š���Œ�u�]�v���Œ�� �o���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ������ �u���š�]���Œ���� ���[�µ�v�� � ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� �À�]���� �µ�v�� �Œ���‰�‰�}�Œ�š�� ������ �•�]�P�v���µ�Æ��
détectés entre �o�[���v���o�Ç�š���������‹�µ���v�š�]�(�]���Œ�����š��un étalon interne marqué isotopiquement. 
���v�� �����Z�}�Œ�•�� ���µ�� �������Œ���� ���[�µ�v���� �u� �š�Z�}������ �‰�Œ�]�u���]�Œ���U�� ���o�o���� �‰���µ�š�� � �P���o���u���v�š être utilisée 
comme une mé�š�Z�}������ �•�����}�v�����]�Œ���� �����v�•�� �o���� �������Œ���� ���[�µ�v���� �‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� ���[�µ�v��
échantillon en matrice. Cette méthode sera détaillée dans la section A.IV.3.2.2. 

�ƒ �>�[analyse par activation de neutrons�U���‹�µ�]�����•�š���µ�v�����u� �š�Z�}���������[���v���o�Ç�•����� �o� �u���vtaire 
qui consiste à identifier les isotopes radioactifs créés à partir des éléments à 
���}�•���Œ�� ���‰�Œ���•�� ���À�}�]�Œ�� �]�Œ�Œ�����]� �� �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� �‰���Œ�� �µ�v�� �(�o�µ�Æ�� ������ �‰���Œ�š�]���µ�o���•�� ���‰�‰�Œ�}�‰�Œ�]� ���•�U��
neutrons, particules chargées.  

�ƒ La spectrométrie à cavité optique, qui consiste à détecter les effets induits par 
�o�[�����•�}�Œ�‰�š�]�}�v�� ������ �o���� �o�µ�u�]���Œ���� �o���•���Œ�� ���[�µ�v�� � ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� �‰�o����� �� ���� �o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ�� ���[�µ�v���� �����À�]�š� ��
hautement réfléchissante.  

Les matériaux de référence ainsi que les procédures de mesure de référence 
disponibles en biologie médicale sont répertoriés par le Joint Commitee for Traceability in 
Laboratory Medicine (JCTLM), créé ���v���î�ì�ì�î���•�µ�]�š���������o�[application de la Directive européenne 
98/79/EC. Environ 4000 analytes sont mesurés en routine dans les LBM (29). Pourtant, la 
maj�}�Œ�]�š� �������������•�����v���o�Ç�š���•���(�}�v�š���o�[�}���i���š�����[���Æ���u���v�•�����}�v�š���o���•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���v����présentent pas encore 
de traçabilité métrologique en rai�•�}�v���������o�[�����•���v�������������u���š� �Œ�]���µ�Æ���������Œ� �(� �Œ���v�����������Œ�š�]�(�]� s ou de 
procédures de mesure de référence reconnues internationalement. En effet, selon la base 
de données du JCTLM actualisée en avril 2019, seulement 303 matériaux de référence 
certifiés pour 170 analytes différents et 201 procédures de mesure de référence pour 90 
analytes différents sont référencés. 40 MRC (pour 29 protéines) et 23 procédures de mesure 
(pour 19 protéines) sont disponibles pour des analytes de type protéique (30).  

 

I.3.3 Commutabilité  
La commutabilité est définie dans le VIM comme « la propriété d'un matériau de 

référence, exprimée par l'étroitesse de l'accord entre, d'une part, la relation entre les 
résultats de mesure obtenus pour une grandeur déterminée de ce matériau en utilisant deux 
procédures de mesure données et, d'autre part, la relation entre les résultats de mesure 
pour d'autres matériaux spécifiés » (25). En fait�U�� �o���� ���}�u�u�µ�š�����]�o�]�š� �� �����Œ�����š� �Œ�]�•���� �o�[� �‹�µ�]�À���o���v������
de la relation mathématique entre les résultats de mesure obtenus ���v�����v���o�Ç�•���v�š�����[�µ�ve part 
un matériau de référence et ���[���µ�š�Œ�����‰���Œ�š��des échantillons natifs de patients analysés avec un 
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 
équivalentes, il peut alors être utilisé pour étalonner ces procédures, à condition que 
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certaines exigences soient respectées telles que sa stabilité, son homogénéité et les 
performances analytiques de la méthode de référence utilisée pour certifier la concentration 
�������o�[���v���o�Ç�š���X���>�����Œ� �•�µ�o�š���š���������u���•�µ�Œ�����}���š���v�µ�����À�������o�[�µ�v���������������•���‰�Œ�}��� ���µ�Œ���•���‰�}�µ�Œ���µ�v��� ���Z���v�š�]�o�o�}�v��
donné est alors équivalent à ceux obtenus avec les autres procédures au sein de ce panel si 
les procédures concernées présentent une sélectivité et une fidélité équivalentes. En 
revanche, si le matériau de référence est non commutable, les différentes procédures de 
mesures ne peuvent pas produire des résultats équivalents pour un échantillon de patient 
donné et ce même si les fabricants montrent un raccordement métrologique des résultats 
de mesure. Par exemple, une étude menée dans 10 laboratoires en Espagne a montré un 
désaccord entre les résultats de mesure de 10 analytes sur les 26 analysés. La principale 
raison est la non-commutabilité des matériaux de référence certifiés utilisés pour établir le 
raccordement métrologique des valeurs associées aux étalons (31). Un matériau de 
référence peut également être utilisé comme échantillon de contrôle de qualité pour évaluer 
l�[���Æ�����š�]�š�µ���� des résultats de mesure. Dans ce cas, il est également impératif que le matériau 
�µ�š�]�o�]�•� ���•�}�]�š�����}�u�u�µ�š�����o���X�����v�����(�(���š�U���µ�v�����}�v�š�Œ�€�o�����v���š�]�}�v���o���������‹�µ���o�]�š� ���u���v� �����v���&�Œ���v�������‰���Œ���o�[���E�^�D��
en 2012, qui impliquait tous les LBM réalisant des dosages de créatinine, a montré que 
�o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�����[� ���Z���v�š�]�o�o�}�vs de contrôle non commutables pouvait entrainer un biais de 50 % 
par rapport à la valeur réelle pour une méthode donnée (32).  

 

 

Figure 4. Influence de matériaux de référence secondaires non-commutables 

Matériau �������Œ� �(� �Œ���v�������•�����}�v�����]�Œ�����µ�š�]�o�]�•� �����v���š���v�š���‹�µ�[� �š���o�}�v���‰�}�µ�Œ��� �š���o�}�v�v���Œ���o���•���‰�Œ�}��� ���µ�Œ���•���������u���•�µ�Œ����
du fabricant de méthode de routine (procédures ������ �u���•�µ�Œ���� �í�U���î�U���Y�U�� �v�•�U�� �•�]�� �o���� �uatériau de référence 
�v�[���•�š���‰���•�����}�u�u�µ�š�����o�������À�������o���•��� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•���������‰���š�]���v�š�•�U��des résulta�š�•���������u���•�µ�Œ�����~�Œ� �•�µ�o�š���š���í�U���î�U���Y�U���v�• 
non équivalents peuvent être produits. Il est donc primordial que le matériau de référence soit 
commutable pour chaque procédure de m���•�µ�Œ�������(�]�v�����[���•�•�µ�Œ���Œ���o����comparabilité des résultats.  
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�>���� ���}�u�u�µ�š�����]�o�]�š� �� ���[�µ�v�� �u���š� �Œ�]���µ�� ������référence est une caractéristique inhérente à un 
matériau et dépend des procédures de mesures impliquées. Par conséquence, un matériau 
de référence peut être commutable pour une procédure mais pas pour une autre. 
�>�[� �À���o�µ���š�]�}�v���������o�������}�u�u�µ�š�����]�o�]�š� �����[�µ�v���u���š� �Œiau de référence repose donc sur la construction 
���[�µ�v���� �Œ���o���š�]�}�v�� �v�µ�u� �Œ�]�‹�µ���� ���v�š�Œ���� �o���•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•��de mesures sur des échantillons natifs par un 
panel de procédures de mesure pour lequel on souhaite évaluer la commutabilité de ce 
matériau de référence. Le matériau est considéré commutable si son comportement est 
���}�u�‰���Œ�����o���� ���� �����o�µ�]�������•��� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�� �v���š�]�(�•�U�����[���•�š-à-dire s�[�]�o�� �•���� �š�Œ�}�µ�À��, soit dans un intervalle 
de prédiction à 95 % de la distribution des échantillons natifs (Figure 5.A) selon les 
recommandations CLSI C53-A (33), soit �����v�•�� �µ�v�� �]�v�š���Œ�À���o�o���� ���[���������‰�š���š�]�}�v�� � �š�����o�]����
préalablement selon les recommandations du groupe de travail IFCC sur la commutabilité 
(Figure 5.B) (34)�X�� �>�[�]�v�š���Œ�À���o�o���� ���[���������‰�š���š�]�}�v�� ��� �‰���v���� �v�}�v�� �•���µ�o���u���v�š�� ������ �o�[�]�uplication en 
c�o�]�v�]�‹�µ�����������o�[���v���o�Ç�š�����u���]�•��� �P���o���u���v�š���������o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v���(�]�v���o���������•���u���š� �Œ�]���µ�Æ������� �À���o�µ���Œ�X 

 

Figure 5. Principe �������o�[� �À���o�µ���š�]�}�v���������o�������}�u�u�µ�š�����]�o�]�š� �����[�µ�v���u���š� �Œ�]���µ���������Œ� �(� �Œ���v���� 

�~���•�� �W���Œ�� �o�[���‰�‰�Œ�}���Z���� ������ �Œ� �P�Œ���•�•�]�}�v�� �o�]�v� ���]�Œ���� �•���o�}�v les recommandations CLSI C53-A : une régression 
linéaire est établie à partir des résultats de mesure par deux procédures de mesure sur au moins 20-
25 échantillons natifs. Seuls les matériaux de références co�u�‰�Œ�]�•�������v�•���o�[�]�v�š���Œ�À���o�o�����������‰�Œ� ���]���š�]�}�v�������õ�ñ�9��
sont commutables (Points verts). Pour les matériaux de référence non commutables (Points bleus), la 
relation entre les résultats obtenus de deux procédures de mesure est différente de celle observée 
pour les échantillons natifs. 
�~���•���W���Œ���o�[���‰�‰�Œ�}���Z�������������]�(�(� �Œ���vce biais relatif selon les guidelines IFCC WG-C : la différence biais relatif 
est obtenue à partir des résultats de mesure par deux procédures de mesure sur au moins 20-25 
échantillons natifs. Seuls les matéri���µ�Æ�� ������ �Œ� �(� �Œ���v������ ���}�u�‰�Œ�]�•�� �����v�•�� �o�[�]�v�š���Œ�À���o�o���� ���[����ceptation sont 
commutables (Points verts).  

La prédiction de la ���}�u�u�µ�š�����]�o�]�š� �� ���[�µ�v�� �u���š� �Œ�]���µ�� �v�[���•�š�� �‰���•���‰�}�•�•�]���o���X��Seul, un échantillon de 
patient frais non modifié est commutable par définition. Toutefois, il est difficile de collecter 
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un volume suffisant qu�]���‰���Œ�u���š�š�������[���•�•�µ�Œ���Œ���o�������]�•�‰�}�v�]���]�o�]�š� ���‰�Œ�}�o�}�v�P� �������[�µ�v��� �š���o�}�v���•�����}�v�����]�Œ����
�}�µ�� ������ �‰���Œ�u���š�š�Œ���� �o�[���v���o�Ç�•���� ���µ�� �u�!�u���� � ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� �‰���Œ�� �o�[���v�•���u���o���� �����•�� �‰���Œ�š�]���]�‰���v�š�•�� ���[�µ�v��
���}�v�š�Œ�€�o�������Æ�š���Œ�v�����������‹�µ���o�]�š� �������v�•���o���������•�����[�µ�v��� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�����������}�v�š�Œ�€�o�����������‹�µ���o�]�š� �X���>�����Œ�����}�µ�Œ�•������
un mélange de plusieurs échantillons natifs est donc souvent une nécessité mais peut 
engendrer des effets de matrice. Par ailleurs, de nombreuses autres altérations de la matrice 
sont également susceptibles de compromettre la commutabilité d���� �o�[échantillon. Par 
exemple, le processus de lyophilisation (35,36)�U���o�[���i�}�µ�š�����[���P���v�š�•���•�š�����]�o�]�•���v�š�•��(37) �}�µ���o�[���i�}�µ�š��������
���}�u�‰�}�•� �•�� ���Æ�}�P���v���•�� ���(�]�v�� ���[���µ�P�u���v�š���Œ�� �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ������ �o�[���v���o�Ç�š���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� �‰���µ�À���v�š��
���v�P���v���Œ���Œ�� �����•�� ���(�(���š�•�� ������ �u���š�Œ�]�����•�� �•�µ�•�����‰�š�]���o���•�� ���[�]�u�‰�����š���Œ�� �����Œ�š���]�v���•�� �u� �š�Z�}�����•�� �‰�o�µ�•�� �‹�µ����
���[���µ�š�Œ���•�X 

 

I.3.4 Standardisation/Harmonisation 
���]���v�� �‹�µ���� �o�[���v�•���u���o���� �����•�� �š���Œ�u���•�� �u� �š�Œ�}�o�}�P�]�‹�µ���•�� �•�}�]���v�š�� ��� �(�]�v�]�•�� �����v�•�� �o���� �s�/�D�U�� �o����

communauté de la « biologie médicale �i�� ���� ���v�� �‰���Œ���o�o���o���� ��� �(�]�v�]�l�u�]�•�� ���v�� �ˆ�µ�À�Œ���� �����Œ�š���]�v�•��
���}�v�����‰�š�•�� �š���o�•�� �‹�µ���� �o���� �•�š���v�����Œ���]�•���š�]�}�v�� ���š�� �o�[�Z���Œ�u�}�v�]�•���š�]�}�v�X�����]���v���‹�µ���� �����•���v�}�š�]�}�v�•�� �v���� �•�}�]��nt pas 
définies dans le VIM, elles peuvent parfois se rapprocher de certaines définitions. 

Le processus de standardisation ���š�� ���[�Z���Œ�u�}�v�]�•���š�]�}�v consiste à assurer la 
comparabilité des résultats entre les procédures de mesure. Dans ce manuscrit, les termes 
« standardisation » et « harmonisation » sont issus ���[�µ�v���� �š�Œ�����µ���š�]�}�v�� �o�]�š�š� �Œ���o����des termes 
anglophones « standardization » et « harmonization �i�� �µ�š�]�o�]�•� �•�� �‰�}�µ�Œ�� �o���•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ���[���Æ���u���v�•��
de biologie médicale.   

La comparabilité des résultats de mesures est obtenue grâce à une chaîne de traçabilité 
métrologique. Le processus de standardisation assure une traçabilité métrologique complète 
aux unités du SI �}�µ�� ���� �š�}�µ�š�� ���µ�š�Œ���� � �š���o�}�v�� ���[�}�Œ���Œ���� �•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ alors que le processus 
���[�Z���Œ�u�}�v�]�•���š�]�}�v�� ���•�•�µ�Œ���� �µ�v���� �š�Œ���������]�o�]�š� �� �u� �š�Œ�}�o�}�P�]�‹ue des résultats de mesure à un étalon 
���}�v�•���v�•�µ���o�����}�v�š���o�����À���o���µ�Œ�����•�š�����•�•�]�P�v� �����‰���Œ���µ�v�����‰�Œ�}��� ���µ�Œ�����������u���•�µ�Œ������� �•�]�P�v� �����‹�µ�]���v�[���•�š���‰���•��
une procédure d�[�}�Œ���Œ���� �•upérieur�X�� �>���� �‰�Œ�}�����•�•�µ�•�� ���[�Z���Œ�u�}�visation est considéré comme une 
alternative du processus de standardisation. 

Le processus de �•�š���v�����Œ���]�•���š�]�}�v�� �����•�� �u���•�µ�Œ���•�� �‰���Œ�u���š�� �v�}�v�� �•���µ�o���u���v�š�� ���[avoir une 
�]�v�š���Œ�‰�Œ� �š���š�]�}�v�����o�]�v�]�‹�µ�������}�Œ�Œ�����š�������š���µ�v�������}�u�‰���Œ�����]�o�]�š� �������•���Œ� �•�µ�o�š���š�•�����[���v���o�Ç�•���������o�����(�}�]�•�������v�•���o����
temps et �����v�•�� �o�[���•�‰������, mais également de pouvoir comparer les résultats des études 
���o�]�v�]�‹�µ���•�� �}�µ�� � �‰�]��� �u�]�}�o�}�P�]�‹�µ���•�� �u���v� ���•�� �����v�•�� ���]�(�(� �Œ���v�š�•�� �‰���Ç�•�X�� �����o���� �‰���Œ�u���š�� ���[���u� �o�]�}�Œ���Œ�� �o����
système de santé�X�� �W���Œ�� ���Æ���u�‰�o���U�� �o�[�]�u�‰�o� �u���v�š���š�]�}�v�� ������ �o���� ���Z���`�v���� ������ �š�Œ���������]�o�]�š� �� �‰�}�µ�Œ�� �o���•��
mesures de cholestérol a contribué à réduire les coûts de 100 millions de dollars par an en 
diminuant la variabilité entre les résultats de 18 % à moins de 5 % (38). La standardisation 
est un processus global et souvent long qui nécessite les contributions de plusieurs parties 
prenantes �W���o���•���/�E�D�•�����š���o���•���o�����}�Œ���š�}�]�Œ���•���������Œ� �(� �Œ���v���������š�����[� �š���o�}�v�v���P���U���o���•���(�����Œ�]����nts de DIV, 
�o���•���}�Œ�P���v�]�•���š���µ�Œ�•�����[�����Y�U���o���•���>���D�U���o���•�����o�]�v�]���]���v�•�U��les biologistes et les autorités de santé (39). 
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De plus, la standardisation est accomplie quand les deux conditions additionnelles suivantes 
sont réunies �W�� �o���� ��� �(�]�v�]�š�]�}�v�� ���o���]�Œ���� ���µ�� �u���•�µ�Œ���v������ ���(�]�v�� ������ �•�[���•�•�µ�Œ���Œ�� �‹�µ���� �o���•�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•��
méthodes mesurent le même analyte et les connaissances techniques permettant de 
développer des matériaux de référence et des procédures de mesure de référence 
présentant des performances analytiques appropriées (18). A ce jour, il est possible de 
raccorder les résultats de mesure aux unités SI pour les analytes de petite taille comme 
certaines vitamines ou électrolytes car la définition du mesurande est moins complexe. 
Cependant, dans �o���� �����•�� ���[analytes plus complexes pouvant être présents sous différentes 
formes (e.g. protéines avec différents degrés de structure et des modifications post 
traductionnelles), la définition du mesurande devient délicate. Par conséquent, en fonction 
de la sélectivité des différentes procédures de mesure impliquées, différentes formes 
peuvent être mesurées. Dans ces situations, le mesurande est défini par consensus entre 
plusieurs parties prenantes. Cependant, dans la plupart des cas, même si le mesurande est 
bien défini, la traçabilité des résultats peut ne pas être assurée aux unités SI (18). En effet, 
�µ�v���u���š� �Œ�]���µ���‰�µ�Œ���������o�[���v���o�Ç�š�����‰���µ�š���!�š�Œ�����‰�Œ�}���µ�]�š���u���]�•���o�����u���•�µ�Œ�������š���o���������Œ�š�]�(�]�����š�]�}�v���������•�����‰�µ�Œ���š� ��
�v�[���•�š�� �‰���•��toujours possible en raison des limites et contraintes techniques. Dans ce cas, 
�o�[�Z���Œ�u�}�v�]�•���š�]�}�v��constitue une approche alternative pouvant être implémentée plus 
facilement pour établir la comparabilité des résultats sans pour autant établir la traçabilité 
des résultats aux unités SI (40).   
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II.1 Sepsis 

II.1.1 Historique et définition  
En Grec ancien, le terme sepsis dérive du mot grec �Z�Zputréfaction�[�[�� �‹�µ�]�� �•ignifie la 

décomposition des matières organiques, végétales ou animales par la présence de bactéries 
(41). Le sepsis a été décrit médicalement pour la première fois par Hippocrate dans son 
corpus hippocratique entre les années 460-370 av. J.-C. comme une dégradation dangereuse 
et odorante des tissus biologiques dans le corps humain (42,43). Plus tard, Celsus (1er siècle) 
et Galen (2ème siècle) �}�v�š����� ���Œ�]�š���o���•���•�]�P�v���•�����[�µ�v�����]�v�(�o���u�u���šion sous forme de vasodilatation 
périphérique, de fièvre, de douleur, ���[augmentation de la perméabilité capillaire et de 
���Ç�•�(�}�v���š�]�}�v�v���u���v�š�����[�}�Œ�P���v��s (44). En 1879-1880, Louis Pasteur a montré pour la première 
fois la présence de bactéries dans la circulation sanguine chez les patients présentant une 
septicémie puerpérale. La première définition moderne et scientifique du sepsis a été 
proposée par le Dr. Schottmuller en 1914. Le sepsis est alors défini comme une 
dissémination dans la circulation sanguine ���[���P���v�š�• �‰���š�Z�}�P���v���•�������‰���Œ�š�]�Œ�����[�µ�v���(�}�Ç���Œ���]�v�(�����š�]���µ�Æ��
provoquant des symptômes systémiques dans les organes lointains (45). Pourtant, le sepsis 
reste difficile à définir du fait de sa complexité, et sa définition a évolué dans le temps avec 
le progrès des connaissances médicales et de la compréhension de sa physiopathologie. 

En 1991, le Collège Américain des pneumologues (ACCP pour American College of 
Chest Physicians) et la Société de médecine des soins intensifs (SCCM pour Society of Critical 
Care Medicine) ont défini le sepsis comme une réponse inflammatoire systémique de 
�o�[�}�Œ�P���v�]�•�u���� ���� �µ�v���� �]�v�(�����š�]�}�v�X��Une conférence de consensus a également proposé une 
classification dont �o�[�}���i�����š�]�(��était de différencier les processus infectieux et non infectieux 
(Figure 6) (46). Selon cette classification, quatre conditions ont été définies selon leur 
sévérité : le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS), le sepsis, le sepsis 
sévère et le choc septique. 

Le syndrome de réponse inflammatoire systémique est déclenché par différentes 
conditions infectieuses ou non infectieuses. Il est diagnostiqué quand le patient présente au 
moins deux des éléments clinico-biologiques suivants :  

�ƒ Une température corporelle supérieure à 38°C ou inférieure à 36°C, 
�ƒ Une fréquence cardiaque supérieure à 90 battements/minute, 
�ƒ Une fréquence respiratoire supérieure à 20/min ou une pression artérielle en CO2 

inférieure à 32 mmHg, 
�ƒ Une numération de leucocytes supérieure à 12000/µL ou inférieure à 4000/µL ou 

il y a plus de 10 % des formes immatures des leucocytes.  

Le sepsis est, quant à lui, une situation clinique qui regroupe à la fois le SRIS et une 
�]�v�(�����š�]�}�v���‰�Œ�}�������o���X���>�����•���‰�•�]�•���•� �À���Œ�������•�š�����]���P�v�}�•�š�]�‹�µ� ���o�}�Œ�•�‹�µ�[�µ�v���•���‰�•�]�•�����•�š���������}�u�‰���P�v� �����[�µ�v����
��� �(���]�o�o���v���������[�}�Œ�P���v���U���µ�v�����Z�Ç�‰�}�‰���Œ�(�µ�•�]�}�v���}�µ���µ�v�����Z�Ç�‰�}�š���v�•�]�}�v�X�����v�(�]�v�U���o�������Z�}�����•���‰�š�]�‹�µ�� est un 
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sepsis sévère associé à une hypotension réfractaire et/ou à la néc���•�•�]�š� �� ���[�]�v�š�Œ�}���µire des 
vasopresseurs et/ou à une lactatémie supérieure 4 mmol/L. 

 

Figure 6. Classification des conditions infectieuses ou non-infectieuses liées à un sepsis selon le 
premier consensus international en 1991 (46). 

Quatre conditions sont présentées, classées en fonction de leur sévérité. La première condition est le 
syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS). �>�}�Œ�•�‹�µ�[�]�o ���•�š�� �������}�u�‰���P�v� �� ���[�µ�v���� �]�v�(�����š�]�}�v�U�� �o����
diagnostic du sepsis est établi. Le sepsis peut �•�[���P�P�Œ���À���Œ�����š��� �À�}�o�µ���Œ���À���Œ�•�������µ�Æ���(�}�Œ�u���•���‰�o�µ�•���•� �À���Œ���• : le 
sepsis sévère et le choc septique. 

La première définition de 1991 décrite ci-dessus a permis aux cliniciens de faciliter le 
diagnostic du sepsis par les éléments cliniques principaux. Pourtant elle présente des 
limitations. En effet, l�[� �À���o�µ���š�]�}�v��de « deux éléments sur quatre » pour déterminer le SRIS 
est arbitraire et non spécifique selon Mayr et al. (47), en particulier en service de 
réanimation où la majorité des patients présente ces éléments clinico-biologiques. Par 
ailleurs, dans certains cas, les p���š�]���v�š�•���}�v�š�������o�[� �À�]�����v�����������•���•�]�P�v���•�����[�µ�v�����]�v�(�����š�]�}�v grave mais 
des critères de SRIS non remplis. De plus, l�[� �À���o�µ���š�]�}�v�� ��es biomarqueurs comme 
�o�[interleukine IL-6, la procalcitonine ou la protéine C-réactive (CRP) �v�[���•�š pas abordée dans 
cette définition (47). 

Cette classification a été actualisée lors de la deuxième conférence internationale de 
définition du sepsis en 2001, réunissant les experts de cinq sociétés �W�� �o�[ACCP, la SCCM, la 
société européenne de médecine de soins intensifs (ESICM pour European Society of 
Intensive Care Medicine), la société américaine thoracique (ATS pour American Thoracic 
Society) et la société des infections chirurgicales (SIS pour Surgical Infection Society) (48). Ce 
deuxième consensus a introduit un système de classification des patients par stade de 
gravité, et définit le sepsis comme une situation clin�]�‹�µ���� ���•�•�}���]� ���� ���� �µ�v���� �o� �•�]�}�v�� ���[�}�Œ�P���v���U��
définition similaire à celle du sepsis sévère élaborée en 1991. Pourtant les nouveaux critères 
diagnostiques ne modifient pas complètement ceux proposées en 1991. Par ailleurs, la 
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deuxième définition a introduit une confusion dans la classification entre le sepsis et le 
sepsis sévère (43).  

Une troisième définition internationale du sepsis (SEPSIS-3), basée sur le 
dysfonctionnement ���[�}�Œ�P���v���� ���š�� �o���� �v�]�À�����µ�� ������ �u�}�Œ�š���o�]�š� �� �}���•���Œ�À� �U a été p�Œ� �•���v�š� ���� �o�}�Œ�•�� ���[�µ�v��
groupe de travail des sociétés ESICM et SCCM en 2016 (49) (Figure 7). Ainsi, le sepsis est 
défini comme une réponse dérégulée �������o�[�}�Œ�P���v�]�•�u���������µ�v�����]�v�(�����š�]�}�v�����v�š�Œ���]�v���v�š���o�����‰���Œ�š����������
fonction des organes et un risque vital pour le patient. Selon cette nouvelle définition, i�o���v�[y a 
plus de distinction entre le sepsis et le sepsis sévère, �o������� �(���]�o�o���v���������[�}�Œ�P���v�������•�š��incluse dans 
la définition du sepsis. En pratique, le dysfonctionnement ���[�}�Œ�P���v�������•�š���]�����v�š�]�(�]� �������o�[���]���������[�µ�v��
score ���[� �À���o�µ���š�]�}�v�� �•� �‹�µ���v�š�]���o�o���� �����•����� �(���]�o�o���v�����•�� ���[�}�Œ�P���v���•�� �~SOFA pour Sequential Organ 
Failure Assessement) calculé en évaluant la gravité d���� �o�[���o�š� �Œ���š�]�}�v�� �����•�� �(�}�v���š�]�}�v�•�� �À�]�š���o���• 
principales du patient : fonction respiratoire, coagulation, fonction hépatique, fonction 
cardiovasculaire, fonction neurologique et fonction rénale (Tableau 2). Une augmentation 
d�[���µ�� �u�}�]�v�•��2 points du score SOFA, en supposant que le score SOFA de base est zéro en 
�o�[�����•���v������ ������ ���Ç�•�(�}�v���š�]�}�v�����[�}�Œ�P���v�� préexistante, aigue ou chronique, permet de mettre en 
évidence un sepsis. Selon la définition SEPSIS-3, le choc septique est une complication grave 
du sepsis, et est caractérisé par une défaillance hémodynamique avec nécessité 
���[�����u�]�v�]�•�š�Œ���Œ des vasopresseurs pour maintenir une pression artérielle moyenne supérieure 
à 65 mmHg ou un���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� �•���v�P�µ�]�v���� ���[�����]������ �o�����š�]�‹�µ����supérieure à 2 mmol/L malgré 
un remplissage vasculaire initial bien conduit.  

 

Figure 7. Classification des états septiques selon la troisième définition internationale SEPSIS-3 en 
2016 (49) 

La définition SEPSIS-3 classe le sepsis en deux catégories (sepsis et choc septique) selon le 
���Ç�•�(�}�v���š�]�}�v�v���u���v�š�� ���[�}�Œ�P���v���� ���š�� �o���� �v�]�À�����µ�� ������ �u�}�Œ�š���o�]�š� �� �}���•���Œ�À�  chez les patients. Le sepsis est 
diagnostiqué �o�}�Œ�•�‹�µ�[il y a une augmentation de 2 points du score ���[� �À���o�µ���š�]�}�v�� �•� �‹�µ���v�š�]���o�o���� �����•��
��� �(���]�o�o���v�����•�� ���[�}�Œ�P���v���•�� �~SOFA) obtenu à partir de �o�[évaluation des fonctions vitales principales du 
patient. Le choc septique, est diagnostiqué lorsque le seps�]�•�� ���•�š�� �������}�u�‰���P�v� �� ���[�µ�v�� défaillance 
hémodynamique. 
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Tableau 2. Calcul du score SOFA à partir de l'évaluation des fonctions vitales principales 

Score SOFA 0 point 1 point 2 points 3 points 4 points 
Fonction respiratoire 
 PaO2/FiO2, mmHg 

(kPa) 
�• 400 
(53,3) 

< 400 
(53,3) 

< 300 
(40) 

< 200 
(26,7) et VA 

< 100 
(13,3) + VA 

Coagulation 
 Plaquettes, x 103/µL �• 150 < 150 < 100 < 50 < 20 
Fonction hépatique 
 Bilirubine, mg/dL 

(µmol/L) 
< 1,2 
(20) 

1,2-1,9 
(20-32) 

2,0-5,9 
(33-101) 

6,0-11,9 
(102-204) 

>12,0 
(204) 

Fonction cardiovasculaire 
 Hypotension 

(mmHg pour la 
pression, µg/kg/min 
pour les amines) 

PAM �• 70 PAM < 70 Dopamine �” 
5 ou 

dobutamine 
(toute dose) 

Dopamine > 
5 ou 

adrénaline 
�” 0,1 ou 

noradrénali
ne �” 0,1 

Dopamine > 
15 ou 

adrénaline 
> 0,1 ou 

noradrénali
ne > 0,1 

Fonction neurologique 
 Score de Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6 
Fonction rénale 
 Créatinine, mg/L 

(µmol/L)  
< 12 
(110) 

12-19 
(110-170) 

20-34 
(171-299) 

35-49 
(300-440) 

> 50 
(440) 

 Diurèse, mL/jour    < 500 < 220 
PaO2 : pression artérielle en oxygène ; FiO2 : fraction inspirée en oxygène ;  
VA : ventilation assistée ; PAM : pression artérielle moyenne (estimée par (PAS + 2xPAD)/3) ; 
PAS : pression artérielle systolique ; PAD : pression artérielle diastolique ; 
Amines (dopamine, dobutamine, adrénaline, noradrénaline) : dose en µg/kg/min 
 

L�[� �À���o�µ���š�]�}�v�����µ score SOFA est appliquée en routine en réanimation pour le diagnostic 
du sepsis. Ce score est facilement calculé mais il nécessite de réaliser des prélèvements 
multiples. Cette procédure �v�[���•�š��donc pas compatible avec un besoin de diagnostic rapide en 
cas de sepsis. Par conséquent, le groupe ���[���Æ�‰���Œ�š�•��réuni dans le groupe de travail sur la 
définition du SEPSIS-3 a également proposé un second score SOFA permettant de 
diagnostiquer rapidement les patients à risque et de débuter précocement une 
antibiothérapie (qSOFA pour quick SOFA). Le score qSOFA est déterminé à partir de trois 
variables cliniques simples : une pression artérielle systolique inférieure ou égale à 
100 mmHg, une fréquence respiratoire supérieure ou égale à 22/min, et une confusion. Un 
score qSOFA supérieur ou égal à 2 �•�[���•�•�}���]������ un risque de sepsis qui doit être confirmé par 
la suite en déterminant le score SOFA. Une étude européenne menée dans 30 centres 
hospitaliers français, espagnols et suisses a confirmé la supériorité des critères SOFA et 
qSOFA par rapport aux critères SRIS dans la prédiction de la mortalité (surface sous la courbe 
sensibilité/spécificité (ROC pour Receiver Operating Characteristic) de 0,77 pour les critères 
SOFA et 0,80 pour les critères qSOFA, contre 0,65 pour les critères SRIS) (50). Selon les 
auteurs, un score qSOFA inférieur à 2 est associé à un taux de mortalité de 3 % contre 24 % 
dans le groupe de patients présentant un score qSOFA supérieur à 2. 
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II.1.2 Epidémiologie  
Le sepsis a été classé en 2017 comme une priorité sanitaire mondiale par 

�o�[Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en adoptant une résolution pour améliorer la 
prévention, le diagnostic et le traitement clinique du sepsis. Le nombre de cas de sepsis a été 
estimé à 48,9 millions dans le monde en 2017 (51). En 2002, le sepsis représentait environ 
6 % à 30 % des cas des patients admis dans les services de soins intensifs selon une étude 
menée chez 3147 patients dans 24 pays européens (52). Selon une étude menée en 
Angleterre dans 189 unités de soins intensifs, l�[�]�v���]�����v������moyenne du sepsis et du choc 
septique classés selon la définition Sepsis-3 est de 101,8 et 19,3 cas pour 100000 habitants, 
respectivement (53). �����‰���v�����v�š�U�� �o�[�]�v���]�����v������du sepsis varie en fonction de différents 
facteurs t���o�•���‹�µ�����o�[���P���U �o�����•���Æ���U���o�[ethnie et les facteurs de comorbidité. �>�[� �š�µ�������������Z�µ������et al. 
a mo�v�š�Œ� �� �‹�µ���� �o�[�]�v���]�����v������ ���µ�� �•���‰�•�]�•�� � �š���]�š�� �o� �P���Œ���u���v�š�� �‰�o�µ�•�� � �o���À� ���� ���Z���Ì�� �oa femme que chez 
l�[homme (51). Le sepsis est deux fois plus fréquent chez la population noire que chez la 
population blanche selon différentes études menées aux Etats-Unis (54�t56), ce qui est 
�‰�Œ�]�v���]�‰���o���u���v�š�� ���Æ�‰�o�]�‹�µ� �� �‰���Œ�� �o���� ���]�(�(� �Œ���v������ ������ �o�[� �š���š�� ������ �•���v�š� �� ���š�� ���µ�� �v�]�À�����µ�� �•�}���]���o�� ���vtre ces 
deux populations (56). De plus, le sepsis est souvent associé à ���[���µ�š�Œ���•���u���o�����]���•�����}�u�}�Œ���]�����•��
�š���o�o���•���‹�µ�����o�������]�������š���U���o�[�]�v�•�µ�(�(�]�•���v�����������Œ���]���‹�µ���U���o�����u���o�����]�����‰�µ�o�u�}�v���]�Œ�������Z�Œ�}nique, le cancer ou 
�o�[�]�u�u�µ�v�}��� �‰�Œession (57,58). 
 

En dépit des progrès réalisés dans le domaine de l�[���v�š�]���]�}�š�Z� �Œ���‰�]���� ���š��de la prise en 
charge des défaillances viscérales, le taux de mortalité du sepsis reste élevé. En effet, le 
sepsis est �o�[une des �‰�Œ���u�]���Œ���•�������µ�•���•���������u�}�Œ�š���o�]�š� �������o�[� ���Z���o�o�����u�}�v���]���o�� avec 11,0 millions de 
morts en 2017, ce qui représente environ 19,7 % des décès toutes causes confondues (51). 
Ce taux de mortalité du sepsis est variable en fonc�š�]�}�v���������o�[���P���X�����v�����(�(���š�U���o�����š��ux de mortalité 
atteint plus de 70 % chez les enfants en bas âge et plus de 50 % chez les personnes âgées 
(51). Il est également variable en fonction de la sévérité du sepsis, atteignant 15 % à 25 % 
pour les patients atteints de sepsis et 30 % à 50 % pour les patients en cas de choc septique 
(59,60). Le taux de mortalité est particulièrement élevé dans les pays à faible et moyen 
revenu qui se situent principalement dans �o���•�� �Œ� �P�]�}�v�•�� ���[���(�Œ�]�‹�µ���� �•�µ��saharienne�U�� ���[���•�]���� ���š��
���[���u� �Œ�]�‹�µ�������µ���•�µ�� (Figure 8) (51). Cela peut être expliqué par un accès moindre aux soins et 
des stratégies de santé publique non optimales dans la gestion et la prise en charge 
thérapeutique du sepsis.  
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Figure 8. Incidence (A) et taux de mortalité (B) du sepsis dans le monde (selon Rudd et al. 2020 

(51)) 

 Selon les ���}�v�v� ���•�����}�o�o�����š� ���•�� ���v���î�ì�í�ó�U���o�[�]�v���]dence et le taux de mortalité du sepsis sont plus élevés 
chez les pays à faibles et moyens revenus. Ces pays se situent principalement en Afrique 
subsaharienne, en Asie et en Amérique du Sud.  

 
La durée de séjour hospitalier liée au sepsis augmente également avec la sévérité du 

sepsis. En effet, selon une étude statistique de données recueillies en 2013 aux Etats-Unis, la 
durée de séjour hospitalier est de 4,5 jours pour le sepsis, 6,5 jours pour le sepsis sévère et 
16,5 jours pour le choc septique (61). Les coûts associés au sepsis représentaient environ 
8,8% du budget total des soins hospitaliers aux Etats-Unis en 2017, la plus couteuse 
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pathologie �š�Œ���]�š� ���� ���� �o�[�Z�€�‰�]�š���o�U��et représentait un coût de 38,2 milliards dollars (62). Ces 
dépenses ont tendance à augmenter au cours du temps du fait du vieillissement de la 
population, de l�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v�� ������ �o�[incidence des maladies chroniques, des thérapies 
���[immunosuppression, des transplantations, des chimiothérapies et des procédures 
invasives (63).  
 

II.1.3 Etiologie  
Le sepsis est défini comme un syndrome qui désigne toute réponse inflammatoire 

généralisée associée à une infection grave. Il peut donc survenir chez les patients atteints de 
différentes maladies �š���o�o���•�� �‹�µ���� �o���� �u���o�����]�������]���Œ�Œ�Z� �]�‹�µ���U���o�[�]�v�(�����š�]�}�v�� �����•�� �À�}�]���•�� �Œ���•�‰�]�Œ���š�}�]�Œ���•�U���o����
méningite. Chez les patients atteints du sepsis, les maladies diarrhéiques sont les premières 
causes du sepsis devant les infections des voies respiratoires inférieures (9,2 millions de cas 
en 2017 chez les deux sexes tout âge confondu). Les infections bactériennes représentent les 
causes les plus fréquentes du sepsis, devant les virus et les parasites (64). La majorité des 
patients atteints d�[un sepsis bactérien est infectée par des bactéries à Gram positif. En effet, 
selon une étude menée sur 211 patients dans un service des urgences aux Etats-Unis entre 
2005 et 2007, les bactéries à Gram positif ont été retrouvées chez 61 % des patients infectés 
(65). Husebye et al. o�v�š�� � �P���o���u���v�š�� �u�}�v�š�Œ� �� �µ�v�� �š���µ�Æ�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�� �•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ�� �����µ�•� �� �‰���Œ�� �o���•��
bactéries à Gram positif par rapport aux bactéries à Gram négatif (59 % contre 41 %) (66). 
Parmi les bactéries à Gram positif, Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis 
sont les souches les plus fréquentes avec 20,5 % et 10,8 % des tests positifs respectivement 
(67). Quant aux bactéries à Gram négatif, les plus courantes sont les différentes souches de 
Pseudomonas, dont la souche Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli avec 19,9 % et 
16,0 % respectivement (47).  

 

II.1.4 Physiopathologie et conséquences du sepsis 

II.1.4.1 Physiopathologie du sepsis 
La physiopathologie du sepsis est complexe à établir car elle implique plusieurs 

éléments de réponse anti-inflammatoire en cascade allant de �o���� �Œ�����}�v�v���]�•�•���v������ ���[���P���v�šs 
infectieux (bactérie à Gram négatif et à Gram positif, champignons, virus ou parasites) aux 
�Œ� �‰�}�v�•���•�� ������ �o�[�}�Œ�P���v�]�•�u���� �Z�€�š���X Au cours des états infectieux, il y a une activation de 
nombreux systèmes cellulaires (macrophages, leucocytes, plaquettes, cellules endothéliales, 
�Y�•�� ���š�� �Z�µ�u�}�Œ��ux (complément�U�� ���}���P�µ�o���š�]�}�v�U�� �‰�Œ�}�š� ���•���•�U�� �Y�• qui entraînent des conséquences 
cliniques importantes, en particulier une coagulation disséminée intravasculaire, une 
hypotension réfractaire et une défaillance multi viscérale. La physiopathologie du sepsis est 
illustrée dans la Figure 9. �>�����‰�Œ���u�]���Œ�����Œ� �‰�}�v�•�����Œ���‰�]���������š�����(�(�]�����������������o�[�}�Œ�P���v�]�•�u�����Z�€�š�����•�µ�Œ�������•��
���P���v�š�•�� �‰���š�Z�}�P���v���•�� ���•�š�� �o�[�����š�]�À���š�]�}�v��de la réponse immunitaire innée. Celle-ci implique 
principalement des macrophages, monocytes, granulocytes, cellules dendritiques et cellules 
lymphocytes cytotoxiques naturels du système immunitaire (68). 
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Figure 9. Physiopathologie du sepsis �����‰�µ�]�•���o�����Œ�����}�v�v���]�•�•���v�����������•�����P���v�š�•���‰���š�Z�}�P���v���•���i�µ�•�‹�µ�[��ux 
conséquences cliniques manifestées (adapté selon (69))  

Les cellules du système immunitaire sont les premières barrières suite à la détection des PAMPS et 
des DAMPS. �>�[�����š�]�À���š�]on des récepteurs se situant sur les cellules immunitaires entraîne la libération 
de nombreux médiateurs circulants issus des cellules immunitaires et des cellules tissulaires tels que 
les cytokines, les composants du système du complément, les enzymes et les peptides 
antimicrobiens. Ces médiateurs vont déclencher de nombreuses conséquences cliniques telles que la 
���}���P�µ�o���š�]�}�v�U���o�[�Z�Ç�‰�}�š���v�•�]�}�v�����š���o������� �(���]�o�o���v���������[�}�Œ�P���v���•�X 

Cette activation se déclenche non seulement par la détection des motifs moléculaires 
caractéristiques des micro-organismes pathogènes, appelés PAMPS (Pathogen Associated 
Molecular Patterns) mais également des produits libérés par les tissus endommagés de 
�o�[�}�Œ�P���v�]�•�u�� hôte, motifs moléculaires associés aux dégâts appelées DAMPS (Damage 
Associated Molecular Patterns). Le terme PAMPS est proposé par Charles Janeway en 1989 
pour caractériser des molécules ���[�}�Œ�]�P�]�v���� �������š� �Œ�]���v�v���U�� �(�}�v�P�]�‹�µ���� �}�µ�� �À�]�Œ���o��. Ce sont des 
éléments se situant à la surface des micro-organismes tels que les endotoxines 
(lipopolysaccharides)�U�� �t-glycane, flagelline, lipoprotéines, �‰���‰�š�]���}�P�o�Ç�����v���•�� �}�µ�� ���� �o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ��
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des micro-�}�Œ�P���v�]�•�u���•�� �o�}�Œ�•�‹�µ�[�]�o�•�� �•�}�v�š�� ��� �P�Œ����� �•�� ���}�u�u�����o�[ADN �}�µ�� �o�[ARN. Ces éléments sont 
phylogénétiquement conservés et caractéristiques des micro-organismes au cours de 
�o�[� �À�}�oution (70). Contrairement au terme PAMPS, le terme DAMPS est proposé par Polly 
Matzinger en 1994 via le concept de « signal en danger » pour caractériser des molécules 
libérées par �o���•���o� �•�]�}�v�•���������o�����u���š�Œ�]���������Æ�š�Œ�������o�o�µ�o���]�Œ�����~�(�Œ���P�u���v�š�•�����[�����]�������Z�Ç���o�µ�Œ�}�v�]�‹�µ���U���•�µ�o�(���š����
���[�Z� �‰���Œ�]�v���•�� �}�µ��les cellules stressées/nécrotiques ������ �o�[�}�Œ�P���v�]�•�u���� �Z�€�š���� �š���o�� �‹�µ���� �o�[���d�W�U���o�[ADN 
mitochrondrial, la HMGB1 (High-Mobility Group Box 1), la protéine S100, les protéines de 
choc thermique (HSP) (70).  

Les structures moléculaires PAMPS et DAMPS sont reconnues par des récepteurs PRR 
(Pattern Recognition Receptors) des monocytes dans la circulation sanguine et des 
macrophages au niveau tissulaire. Ces récepteurs peuvent être soit membranaires (Toll-like 
receptors TLR et C-type lectin receptors CLR) soit intracellulaires (NOD-like receptors NLR et 
RIG-I-like receptors RLR). Les récepteurs TLR sont exprimés à la surface cellulaire ou dans des 
compartiments intra-cellulaires. Parmi les récepteurs LTR, le récepteur LTR-4 reconnaît les 
lipopolysaccharides (LPS) des bactéries à Gram négatif, le récepteur LTR-2 reconnaît les 
peptidoglycanes des bactéries à Gram positif et le récepteur LTR-7 reconnaît les ARN viraux 
(71). Les récepteurs CLR fixent la partie glucidique des glycoprotéines qui joue un rôle 
���[���v���Œ���P���� ������ ���]�À���Œ�•�� ���P���vts pathogènes. Quant aux récepteurs cytoplasmiques NLR, ils 
reconnaissent des composants intra-cellulaires des micro-organismes pour recruter un 
complexe multiprotéique (inflammasome) qui déclenche la production des cytokines 
inflammatoires tels que les interleukine (IL-1�t et IL-18) qui sont impliquées dans la mort 
cellulaire programmée (41).  

�>�[�����š�]�À���š�]�}�v des récepteurs PRR entraîne la libération de nombreux médiateurs 
circulants issus des cellules immunitaires et des cellules tissulaires tels que les cytokines, les 
composants du système du complément, les enzymes et les peptides antimicrobiens qui 
participent activement au déclenchement de la réponse inflammatoire. Les cytokines sont 
des composés solubles ou membranaires permettant la communication entre les cellules. 
�>���•�����Ç�š�}�l�]�v���•�����]���o���v�š�������•�������o�o�µ�o���•���������o�[�]�u�u�µ�v�]�š� ���]�v�v� ���U���u���]�•��également des organes comme 
le foie pour la production de CRP ou �o�[�Z�Ç�‰�}�š�Z���o���u�µ�•���‰�}�µ�Œ����� ���o���v���Z���Œ��la fièvre et les cellules 
endothéliales pour le processus de la coagulation. On distingue plusieurs types de cytokines : 
des cytokines pro-�]�v�(�o���u�u���š�}�]�Œ���•�� �~�d�E�&�r�U�� �/�>-1, IL-6, IL-12, IL-15 et �/�&�E�r�U�� �t�U�� �v�•�U��des cytokines 
chimio-attractantes (chimiokines CXCL8), et des ���Ç�š�}�l�]�v���•���Œ� �P�µ�o���š�Œ�]�����•���������o�[�]�v�(�o���u�u���š�]�}�v���~�/�>-
�í�ì�U�� �d�'�&�t�•�X Le deuxième type de médiateur est représenté par des protéines circulantes 
plasmatiques du système du complément, qui ��� ���o���v���Z���v�š�� �o���•�� �š�Œ�}�]�•�� �À�}�]���•�� ���[�����š�]�À���š�]�}�v��
���}�u�‰�o� �u���v�š���]�Œ���•�� ���}�v�À���Œ�P�����v�š�� �À���Œ�•�� �o���� �(�}�Œ�u���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� ���}�u�‰�o���Æ���� ���[���š�š���‹�µ���� �u���u���Œ���v���]�Œ�� 
permettant la lyse des microorganismes infectieux. Les enzymes et peptides antimicrobiens 
sont, quant à eux, libérés par les polynucléaires et les mastocytes du système immunitaire 
adaptatif, telles que les protéases, les myélopéroxidases, les élastases et les 
métalloprotéases. Ces protéines peuvent agir de façon directe ou indirecte pour éliminer des 
micro-organismes. ������ �‰�o�µ�•�U�� ���[���µ�š�Œ���•�� �u� ���]���š���µ�Œ�•�� �š���o�•�� �‹�µ���� �o�[�Zistamine libérée par les 
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polynucléaires basophiles et les mastocytes provoquent une vasodilatation et une 
augmentation de la perméabilité et la substance P produite par les mastocytes est 
responsable du signal de douleur.  

 

II.1.4.2 Manifestations cliniques du sepsis 
Les signes cliniques �]�v�]�š�]���µ�Æ�����µ���•���‰�•�]�•���•�}�v�š�������µ�Æ�����[�µ�v�����]�v�(�����š�]�}�v�����]�P�µ�#���}�µ���‰�Œ�}�P�Œ���•�•�]�À����

�}�µ�� ���[�µ�v�� ���Ç�•�(�}�v���š�]�}�v�v���u���v�š�� ���[�}�Œ�P���v��s (72). Les principaux signes cliniques sont énumérés 
dans les définitions du sepsis et du choc septique (voir section A.II.1.1). Ils comportent 
fréquemment une fièvre ou une hypothermie, une tachycardie, une polypnée, une pâleur ou 
une rougeur cutanée et des troubles neurologiques (confusion, agitation voire coma) (73). 
En fonction des délais du diagnostic et de la prise en charge thérapeutique, le sepsis entraine 
différentes conséquences pouvant menacer le pronostic vital du patient, telles que 
�o�[�Z�Ç�‰�}�š���v�•�]�}�v�U���o�������}���P�µ�o���š�]�}�v et la défaillance multiviscérale.  

���µ�� ���}�µ�Œ�•�� ������ �o�[�]�v�(�o���u�u���š�]�}�v�U�� �o�[�����š�]�À���š�]�}�v�� �����o�o�µ�o���]�Œ���� ���š�� �o���� �o�]��� �Œ���š�]�}�v�� �����•�� �u� ���]���š���µ�Œ�•�� ������
�o�[�]�v�(�o���umation des cellules immunitaires telles que les cytokines (IL1, TNF�r), �o�[histamine, la 
bradykinine et la thrombine régulent le tonus vasculaire et la vasomotricité des cellules 
endothéliales des vaisseaux. Des modifications caractéristiques des cellules endothéliales 
���µ�Œ���v�š�� �o�[� �š���š�� �•���‰�š�]�‹�µ�� ont été rapportées, telles que la contraction des muscles, le 
gonflement et la séparation de la matrice extracellulaire sous-jacente (74). Ces modifications 
entraînent une augmentation de la perméabilité capillaire, une défaillance cardiocirculatoire 
associée à une hypovolémie absolue ou relative et par conséquent une hypotension 
(diminution de la pression artérielle), nécessitant le traitement symptomatique initial par le 
remplissage et �o�[�����u�]�v�]�•�š�Œ���š�]�}�v�� �����• vasoconstricteurs. Par conséquence, une mauvaise 
���]�•�š�Œ�]���µ�š�]�}�v�������•����� ���]�š�•���•���v�P�µ�]�v�•�������v�•���o�[���v�•���u���o�����������o�[organisme provoque une diminution de 
la perfusion tissulaire, une altération de la microcirculation et �µ�v�������Ç�•�(�}�v���š�]�}�v�����[�}�Œ�P���v���•�X�� 

La ���}���P�µ�o���š�]�}�v�����•�š�������š�]�À� ���������•���‹�µ�[�]�o���Ç�������µ�v�����]�v�(�����š�]�}�v�X���^�}�µ�•���o�[�����š�]�}�v����es molécules du 
complément et de cytokines (surtout IL-6) produites lors de la réaction inflammatoire par les 
cellules endothéliales et les cellules immunitaires, le nombre de facteurs tissulaires (TF) 
augmente et active la cascade de la coagulation (Figure 9). De plus�U�� �o�[�����Z� �•�]�}�v�� �����•��
neutrophiles à la surface des cellules endothéliales réduit la capacité du vaisseau à prévenir 
la formation des thrombines. �����•���‰�Z� �v�}�u���v���•���•�}�v�š���Œ���•�‰�}�v�•�����o���•���������o�[activation massive de 
la coagulation. Au cours d�µ�� �•���‰�•�]�•�U�� �o�[�����š�]�À�]�š� �� �(�]���Œ�]�v�}�o�Ç�š�]�‹�µ���� ���•�š�� �(�}�Œ�š���u���v�š�� �Œ� ���µ�]�š���� �‰���Œ��
�o�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v�� ������ �o���� �•�Ç�v�š�Z���•���� �����•�� �]�v�Z�]���]�š���µ�Œ�•�� ������ �o�[����tivateur de plasminogène de type 1 
(PAI-1) par les cellules endothéliales et les monocytes. Ainsi, le système de régulation 
devient débordé, ce qui ���v�š�Œ���]�v���� �o�[���‰�‰���Œ�]�š�]�}�v�� ���[�µ�v����coagulation intravasculaire disséminée 
(CIVD), qui est caractérisée par une activation généralisée de la coagulation sanguine dans 
un système vasculaire anatomiquement intact (75). Le sepsis est la cause principale de CIVD 
aigüe, représentant 14 % à 32 % des cas(76). Par conséquent, des caillots sanguins se 
forment dans la circulation pouvant bloquer de petits vaisseaux sanguins dans les organes 
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ou les membres. Cela entraine une diminution de la perfusion sanguine (réduction du débit 
en oxygène et accumulation du dioxyde de carbone et des déchets dans �o�[�}�Œ�P���v�]�•�u��).  

La diminution de la perfusion sanguine provoque un dysfonctionnement et parfois 
une défaillance d'un ou de plusieurs organes, dont les reins, les poumons, le foie, le 
�����Œ�À�����µ�� ���š�� �o���� ���ˆ�µ�Œ�X La mortalité au�P�u���v�š���� ���v�� �‰�Œ� �•���v������ ���[�µ�v���� ��� �(���]�o�o���v������ �u�µ�o�š�]�À�]�•��� �Œ���o���U��
car chaque organe défaillant augmente de 15 à 20 % le taux de mortalité (77). La défaillance 
multiviscérale est rapportée ���}�u�u�����µ�v���‰�Z� �v�}�u���v�����������‰�š���š�]�(�����š���‰�Œ�}�š�����š���µ�Œ���������o�[�}�Œ�P���v�]�•�u����
�Z�€�š���� ���� �o�[���P�Œ���•�•�]�}�v��a�(�]�v�� ���[� �À�]�š���Œ��la mort des cellules (74). En effe�š�U�� �‹�µ���v���� �o�[�}�Œ�P���v�]�•�u���� �•����
rétablit après une infection, les cellules retrouvent ���µ���(�µ�Œ�����š�������u���•�µ�Œ�����o�[���v�•���u���o����������leurs 
activités normales, ������ �‹�µ�]�� ���v�š�Œ���]�v���� �µ�v���� �Œ� ���µ�‰� �Œ���š�]�}�v�� �‰�Œ�}�P�Œ���•�•�]�À���� �����•�� �(�}�v���š�]�}�v�•�� ���[�}�Œ�P���v���•��
chez les survivants (78,79).  

 

II.1.5 Diagnostic du sepsis 
Le diagnostic du sepsis repose principalement sur les signes cliniques du patient, les 

tests diagnostiques bactériologiques ou le dosage de biomarqueurs du sepsis. 

Les manifestions cliniques du sepsis présentées précédemment sont souvent 
atypiques et confondues en raison de sa physiopathologie complexe. Par conséquent, il est 
difficile ���[établir un diagnostic approprié du sepsis basé uniquement sur �o�[� �À���o�µ���š�]�}�v�����o�]�v�]�‹�µ����
du patient.  

Les tests bactériologiques sont considérés comme des méthodes de référence dans la 
�Œ�����Z���Œ���Z���� ���[�µ�v�� �(�}�Ç���Œ���]nfectieux pour confirmer la présence de souches bactériennes. Selon 
les recommandations issues de la campagne « Survivre au Sepsis » (Surviving Sepsis 
Campaign) qui a pour ���µ�š�����[���u� �o�]�}�Œ���Œ���o����délai de diagnostic et de traitement, il est préconisé 
���[���(�(�����š�µ��r rapidement des prélèvements microbiologiques (moins de 45 minutes) avant 
���[�]�v�]�š�]���Œ�� �µ�v���� ���v�š�]���]�}�š�Z� �Œ���‰�]���� ���(�]�v�� ���[� �À�]�š���Œ�� �o���•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� �(���µ�Æ-négatifs (80). En effet, il a été 
�u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ���� �o�[���P���v�š�� �‰���š�Z�}�P���v���� �v�[���•�š�� �‰���•�� �Œ���š�Œ�}�µ�À�  dans 30 % des cas étudiés lorsque des 
traitements antibiotiques ont été administrés avant le test bactériologique (81). De plus, il 
���•�š�� � �P���o���u���v�š�� �Œ�����}�u�u���v��� �� ���[���(�(�����š�µ���Œ�� �����•�� �‰�Œ� �o���À���u���v�š�•�� �•�µ�Œ�� ���[���µ�š�Œ���•�� �‰�}�Œ�š���•�� ���[���v�š�Œ� ���� �����•��
���P���v�š�•���‰���š�Z�}�P���v���•�����(�]�v����������� �š���Œ�u�]�v���Œ���o�����•�]�š�����������o�[�]�v�(�����š�]�}�v, à conditions de ne pas provoquer 
un retard important dans �o�[�]�v�]�š�]���š�]�}�v�����µ���š�Œ���]�š���u���v�š�X Les principaux site�•�����[infection rapportés 
sont pulmonaires (35 %), hépato-digestifs (25 %), urinaires (13 %), liées à un cathéter (5 %) 
(82). Un test bactériologique permet �v�}�v�� �•���µ�o���u���v�š�� ���[�]�����v�š�]�(�]���Œ�� �o�[���P���v�š�� �‰���š�Z�}�P���v���U�� �u���]�•��
� �P���o���u���v�š���������š���•�š���Œ���o�����Œ� �•�]�•�š���v���������µ�Æ�����v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�����(�]�v�����[�������‰�š���Œ���o�����š�Œ���]�š���u���v�š�������o�[� �š�]�}�o�}�P�]����
������ �o�[�]�v�(�����š�]�}�v�X�� �W�}�µ�Œ�š���v�š�U�� �o�[�]�v���}�v�À� �v�]���v�š�� �u���i���µ�Œ�� ���µ��test bactériologique est le délai 
���[�}���š���v�š�]�}�v�����µ���Œ� �•�µ�o�š���š�X��En effet, les résultats ne sont disponibles que 24 à 48 heures après 
�o���� �‰�Œ� �o���À���u���v�š�� ���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���v�� �Œ���]�•�}�v�� ���µ�� ��� �o���]�� ���[�]�v���µ�����š�]�}�v�� �v� �����•�•���]�Œ���� ���� �o���� ���µ�o�š�µ�Œ����
bactérienne. De plus, le test microbiologique est positif chez seulement 60 % des patients 
atteints du sepsis (52).  
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Le dosage de biomarqueurs du sepsis représente alors un outil efficace pour aider les 

cliniciens dans la prise en charge des patients grâce à la facilité ���[���������• aux tests et la 
rapidité des tests. �^���o�}�v�� �o�[�/�v�•�š�]�š�µ�š�� �v���š�]�}�v���o�� ���u� �Œ�]�����]�v�� ������ �o���� �•���v�š� �� �~�E�/�,�•�U�� �µ�v�� ���]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ����st 
défini comme une caractéristique qui est objectivement mesurée et évaluée comme un 
indicateur de processus biologiques normaux ou pathologiques, ou de réponses 
pharmacologiques à une intervention thérapeutique (83). Historiquement, en 1948 la 
protéine de Bence-�:�}�v���•�U���µ�v�������Z���`�v�����o� �P���Œ�����������o�[�]�u�u�µ�v�}�P�o�}���µ�o�]�v���U������� �š� ���]�����v�š�]�(�]� �������Z���Ì���ó�ñ % 
des patients atteints ���[�µ�v�� �u�Ç� �o�}�u����(84). Dans le domaine de la cancérologie, �o�[alpha-
fo���š�}�‰�Œ�}�š� �]�v�������š���o�[���v�š�]�P���v���������Œ���]�v�}-embryonnaire ont été découverts comme biomarqueurs 
de cancer dans les années 1960 (85)�X�� �>�[���u� �o�]oration des performances des techniques de 
dosage et la baisse de leur coût facilitent les recherches et la mise en place de nombreux 
biomarqueurs dans la pratique clinique. De �‰�o�µ�•�U�� ���À������ �o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v�� ������ �o���� ���}�v�v���]�•�•���v������
médicale et la prise en charge des pa�š�]���v�š�•�U�� �o���•�� ���]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ�•�� �(���À�}�Œ�]�•���v�š�� �o���� �‰���•�•���P���� ���[�µ�v����
approche thérapeutique traditionnelle à une approche ciblée (médecine personnalisée). Il 
existe différents types de biomarqueurs en fonction de leur utilité : les biomarqueurs 
pronostiques qui prédisent les caractéristiques évolutives des maladies, les biomarqueurs 
diagnostiques qui ���]�����v�š�� ���� ���]�(�(� �Œ���v���]���Œ�� �µ�v�� �•�š���š�µ�š�� �u���o�������� ���[�µ�v�� � �š���š�� �•���]�v�� ���š�� ���� �•�š�Œ���š�]�(�]���Œ�� �o���• 
patients et les biomar�‹�µ���µ�Œ�•�� �‰�Œ� ���]���š�]�(�•�� �‹�µ�]�� �‰�Œ� ���]�•���v�š�� �o�[���(�(�]�������]�š� �� ���[�µ�v�� �š�Œ���]�š���u���v�š�� �‰�}�µ�Œ��
orienter la décision thérapeutique. Un biomarqueur est considéré comme idéal quand il 
reflète les anomalies de la condition physiologique de façon spécifique, sensible et corrèle 
étroitement ���À������ �o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v�� ���o�]�v�]�‹�µ���� ���µ�� �‰���š�]���v�š�� ���À���v�š�� ���š�� ���µ�Œ���v�š�� �o���� �š�Œ���]�š���u���v�š��(86). Un 
biomarqueur idéal doit, dans la mesure du possible, pouvoir être mesuré avec un coût 
raisonnable, ne pas nécessité de prélèvement invasif pour le patient, ne pas être influencé 
�‰���Œ�� �o�[� �š���š�� ���µ�� �‰���š�]���v�š�� �~���P���U�� �•���Æ���U�� ���š�Z�v�]���U�� ���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v�� ���v�À�]�Œ�}�v�v���u��ntale, médication) (87). La 
�‰���Œ�(�}�Œ�u���v������ ���[�µ�v�� ���]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ�� �‰�}�µ�Œ�� �o���� ���]���P�v�}�•�š�]���� ���•�š�� �•�}�µ�À���v�š�� �]�v�š���Œ�‰�Œ� �š� ���� �‰���Œ�� �o���•��
paramètres tels que la sensibilité, la spécificité, les valeurs prédictives positives et négatives 
(VPP et VPN), et les valeurs de la courbe caractéristique �������‰���Œ�(�}�Œ�u���v���������[�µ�v���š���•�š���~ROC pour 
receiver operating characteristic). Les valeurs de sensibilité et spécificité sont déterminées 
dans une population de patients où le statut septique ou non septique est déjà connu dans 
le but de comparer les performances de différents biomarqueurs. Quant à la courbe ROC, 
elle permet de déterminer le seuil de concentration ou la combinaison optimale entre la 
spécificité et la sensibilité. Les valeurs prédictives sont utilisées pour évaluer la performance 
���[�µ�v�����]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ����n situation réelle car les cliniciens vont évaluer si la maladie est présente 
ou non chez un patient en interprétant les résultats avec la prévalence de la maladie dans la 
population (88). Dans le cadre du sepsis, les biomarqueurs circulants �(�}�v�š�� �o�[�}���i���š�� ���[�µ�v����
attention croissante depuis plusieurs années afin de pallier les difficultés rencontrées en 
pratique clinique pour le diagnostic du sepsis et la distinction entre les différentes causes du 
sepsis (bactérienne, virale ou parasitaire). En raison des nombreux processus 
physiopathologiques impliqués (voir section A.II.1.4.1), il est difficile de définir un 
biomarqueur idéal du sepsis. Le forum international sur le sepsis (The International Sepsis 
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Forum) de 2005 ���� � �o�����}�Œ� �� �µ�v�� �������Œ���� �•�Ç�•�š� �u���š�]�‹�µ���� �‰�}�µ�Œ�� �o�[�]�����v�š�]�(�]�����š�]�}n et la validation de 
biomarqueurs du sepsis (89). Le rapport proposait la prise en compte des trois 
caractéristiques de performance pour valider un biomarqueur : la molécule réellement 
mesurée par les essais, la capacité de discriminer les patients atteints des patients non 
atteints du sepsis, la �����‰�����]�š� �� ������ �P�µ�]�����Œ�� �o���•�� ��� ���]�•�]�}�v�•�� ���o�]�v�]�‹�µ���•�� �‰�}�µ�Œ�� ���u� �o�]�}�Œ���Œ�� �o�[� �š���š�� ���µ��
patient. Selon une revue publiée en 2010 analysant 3 370 études, il existe plus de 
178 biomarqueurs évalués pour le diagnostic du sepsis. Cependant, la plupart de ces 
biomarqueurs ne sont pas suffisamment spécifiques et sensibles pour une utilisation en 
routine en clinique (90). Une autre étude menée en 2016 a identifié 7 biomarqueurs 
(procalcitonine, présepsine, protéine C-réactive, interleukine-6, protéine de liaison au 
lipopolysaccharide LBP, récepteur soluble de déclenchement de type 1 exprimé sur les 
cellules myéloïdes sTREM-1, neutrophile nCD64) étudiés dans au moins 4 études cliniques 
effectuant des analyses statistiques (91)�X�� �>�[�]�v�š� �Œ�!�š�� ������ �o���� �‰�o�µ�‰���Œ�š�� ������ �����•�� ���]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ�•�� ����
également été confirmé par une revue de Teggert et al basée sur 119 études et méta-
analyses (92). La complexité du processus physiopathologique du sepsis rend difficile 
�o�[�]�����v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� ���[�µ�v�� ���]�}�u���Œ�‹�µ���µr unique pour le diagnostic de toutes les formes de sepsis 
(88)�X���>�����Œ�����Z���Œ���Z�������o�]�v�]�‹�µ�����•�[�}�Œ�]���v�š�����À���Œ�•���o�������}�u���]�v���]�•�}�v���������‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•�����]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ�•�����(�]�v��������
mieux apprécier les diverses facettes du sepsis (93,94). Cependant, la plupart de ces 
biomarqueurs ne sont pas couramment dosés en pratique clinique de routine. Seules la CRP 
et la PCT, deux biomarqueurs bien établis, sont couramment utilisées dans de nombreux 
hôpitaux (95)�X���E�}�š���u�u���v�š�U���o�[�µ�•���P�����������o�����W���d���•�[���•�š���o���Œ�P���u���v�š���Œ� �‰���vdu du fait de sa meilleure 
capacité de diagnostic du sepsis et son utilité pour guider le traitement antibiotique. 
Pourtant, avec son important développement, la fiabilité de ses résultats obtenus à travers 
les différentes plateformes de mesure a été remise en question (voir section B.I.1). ���[���•�š��en 
raison de son intérêt majeur en clinique, que la fiabilité et la comparabilité des dosages de la 
PCT feront �o�[�}���i���š�������������š�š�����š�Z���•���X 
 

Il y a en effet un réel besoin de disposer de résultats rapides et fiables des tests de 
���]���P�v�}�•�š�]���� ���(�]�v�� ���[�]�v�•�š���µ�Œ���Œ���µ�v���� �‰�Œ�]�•���� ���v�� ���Z���Œ�P����thérapeutique appropriée rapidement et de 
réduire ainsi le taux de mortalité associé au sepsis (58). En effet, compte tenu �������o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v��
rapide du sepsis vers ses formes les plus sévères, le diagnostic du sepsis doit être le plus 
précoce possible ���(�]�v�����[�����u�]�v�]�•�š�Œ���Œ���o�����‰�o�µ�•���Œ���‰�]�����u���v�š���‰�}�•�•�]���o�����µ�v���š�Œ���]�š���u���v�š�����‰�‰�Œ�}�‰�Œ�]� �X La 
plupart des décès liés au sepsis surviennent chez les patients déjà atteints du sepsis lors de 
leur admission à �o�[�Z�€�‰�]�š���o��(96). Dans une étude rétrospective de patients présentant une 
hypotension admis dans les services de soins intensifs entre 1989 et 2004, Kumar et ses 
collègues ont montré une diminution du taux de survie de 7,6 % par heure ���v���o�[�����•���v������������
traitement antibiotique (97) (Figure 10).  
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Figure 10. Taux de survie en fonction du délai ���[administration d�[un traitement chez les patients 

atteints de sepsis présentant une hypotension (Adapté de (97)) 

Le taux de survie est de 80 % si les patients reçoivent leur traitement pendant les 30 premières 
minutes �������o�����‰� �Œ�]�}���������[�Z�Ç�‰�}�š���v�•�]�}�v�X���������š���µ�Æ���������•�µ�Œ�À�]�������]�u�]�v�µ����à 20 �9���•�]���o�����š�Œ���]�š���u���v�š���v�[���•�š���‰���•��

initié au bout de 12h.  

 

II.1.6 Prise en charge thérapeutique des patients 

Afin de réd�µ�]�Œ���� �o���� �Œ�]�•�‹�µ���� ���[� �À�}�o�µ�š�]�}�v�� �À���Œ�•��une forme grave ���v�� �o�[�����•���v������ ������ ���]���P�v�}�•�š�]����
précoce, la prise en charge des patients atteints de sepsis repose principalement sur un 
traitement anti-infectieux probabiliste (antibiothérapie) précoce et un traitement 
symptomatique de la défaillance cardiovasculaire (prise en charge hémodynamique et des 
autres dysfonctions si elles sont présentes). 

Une antibiothérapie efficace demeure un élément clé dans la prise en charge du sepsis 
bactérien (97). Celle-ci est caractérisée par deux éléments importants : le délai 
���[�����u�]�v�]�•�š�Œ���š�]�}�v�� ���š�� �o���� ���Z�}�]�Æ�� ���µ�� �š�Œ���]�š���u���v�š�� ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���X �>�[���v�š�]���]�}�š�Z� �Œ���‰�]����doit être 
administrée dans les plus brefs délais suivant le diagnostic du sepsis (de préférence en moins 
���[�µ�v����heure) selon les recommandations NICE NG51 (Nice Guideline 2016) et de la 
campagne « Survivre au Sepsis » (98). Tout �Œ���š���Œ���������v�•���o�[�]�v�]�š�]���š�]�}�v���������o�[���v�š�]���]�}�š�Z� �Œ���‰�]����ou un 
choix inapproprié du traitement constituent des facteurs de risque de mortalité pour les 
patients. En effet, environ 23 % des décès liés au sepsis sont causés par ces soins non 
optimaux (58). Le choix du traitement initial est donc important et repose sur �o�[���v���o�Ç�•�� de 
différents éléments telle que la connaissance �������o�[�Z�]�•�š�}�Œ�]�‹�µ�������µ���‰���š�]���v�š (immunodépression, 
sida, toxicomanie intraveineuse, patients neutropéniques�U�Y�•, du contexte clinique, des 
comorbidités et éventuellement des résistances aux antibiotiques (99). �>�[�����•���v������ ������
���]���P�v�}�•�š�]���� �‰�Œ� ���}������ ���v�š�Œ���]�v���� �•�}�µ�À���v�š�� �o�[�����u�]�v�]�•�š�Œ���š�]�}�v�� ���[�µ�v����antibiothérapie probabiliste 
initiale. ���(�]�v�� ������ �u�]�v�]�u�]�•���Œ�� �o���� �Œ�]�•�‹�µ���� ���[� ���Z�����U�� ���� traitement doit avoir un spectre 
suffisamment large pour couvrir un �u���Æ�]�u�µ�u�����[agents potentiellement responsables avant 
�o�[�]�����v�š�]�(�]�����š�]�}�v���u�]���Œ�}���]�}�o�}�P�]�‹�µ���X��Cependant�U���o�[���vtibiothérapie doit être ajustée dès réception 
des premiers résultats microbiologiques�U�� ���(�]�v�� ���[�����u�]�v�]�•�š�Œ���Œ�� �µ�v�� �š�Œ���]�š���u���v�š�� �}�‰�š�]�u���o�� ���µ��
patient.  

La prise en charge hémodynamique est effectuée par une réanimation liquidienne 
afin ���[éviter une hypoperfusion prolongée et de �‰�Œ� �À���v�]�Œ���µ�v�������Ç�•�(�}�v���š�]�}�v�����[�}�Œ�P���v�� (80). Le 
protocole de la prise en charge hémodynamique initiale, communément appelée « Early 
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goal-directed therapy » est recommandé par la campagne « Survivre au Sepsis » durant les 
six premières heures (100). Selon ces recommandations, l�[�}���i�����š�]�(�� ������ �o���� �Œ� ���v�]�u���š�]�}�v��
�o�]�‹�µ�]���]���v�v���� ���•�š�� ���[���µ�P�u���v�š���Œ���o����pression artérielle moyenne à au moins 65 mm Hg, de faire 
disparaître des signes périphériques de choc et de diminuer la concentration du lactate 
artériel. Le premier choix des solutés de remplissage pour la réanimation liquidienne est 
�o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������� ���Œ�]stalloïdes, qui sont des solutions salines (sérum physiologique 0,9 %) dont 
�o�[�µ�•���P���� ���•�š�� �(���À�}�Œ�]�•� ��par leur faible cout et leur faible risque allergique (101). De plus, un 
traitement par vasopresseurs à faible dose peut être utilisé en complément pour atteindre 
�o�[�}���i����tif de la réanimation liquidienne.  

La prise en charge thérapeutique serait donc plus rapide et plus efficace et réduirait 
�o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v�� �À���Œ�•�� �����•�� �(�}�Œ�u���•�� �•� �À���Œ���•��si le sepsis était correctement diagnostiqué dès 
�o�[�����u�]�•�•�]�}�v�����µ���‰���š�]���v�š��par une évaluation étroite entre les signes cliniques et le résultat de 
tests de diagnostic. �������‰�o�µ�•�U�������o�����‰���Œ�u���š�š�Œ���]�š�����[���i�µ�•�š���Œ�����µ���‰�o�µ�•���š�€�š���o�����š�Œ���]�š���u���v�š�����v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���U��
et ainsi réduire tout abus des traitements antibiotiques à large spectre favorisant la 
propagation de bactéries multirésistantes aux antibiotiques. 

 

II.2 Résistance aux antibiotiques 

II.2.1 Antibiothérapie 

Les antibiotiques sont des molécules produites naturellement par des micro-
organismes ou des molécules de synthèse capables ���[�]�v�Z�]�����Œ���o�����Œ� �‰�o�]�����š�]�}�v�����[�µ�v�����������š� �Œ�]�����}�µ��
de la tuer. La découverte de la pénicilline par Alexandre Fleming en 1928 fut une véritable 
avancée dans l�[histoire de la médecine ���š�� ������ �o�[���v�š�]���]�}�š�Z� �Œ���‰�]��. Entre 1940 et 1952, de 
nouvelles classes thérapeutiques ���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•��avec différentes cibles ont été découvertes 
et ont permis de sauver des millions de vies chaque année (102) (Figure 11). Les principaux 
�u� �����v�]�•�u���•�� ���[�����š�]�}�v�� �����• ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� ���o���•�•���•�� ���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� �•�}�v�š �o�[inhibition de la synthèse 
de la paroi bactérienne, la destruction de la membrane cytoplasmique, �o�[inhibition de la 
�•�Ç�v�š�Z���•�����������o�[�����E���������š� �Œ�]���v�U���o�[inhibition de la synthèse des protéines et le ���o�}�����P�����������o�[�����]������
folique (Figure 12).  
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Figure 11. Découverte de différentes classes thérapeutiques d'antibiotiques dans le temps (selon 
reactgroup.org). 

Après la découverte de la pénicilline en 1928 par Alexandre Fleming, de nombreuses classes 
�š�Z� �Œ���‰���µ�š�]�‹�µ���•�����[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•���}�v�š��� �š� ����� �À���o�}�‰�‰� ���•�����š���u�]�•���•���•�µ�Œ���o�����u���Œ���Z� �X�������‰�µ�]�•���o������� ���}�µ�À���Œ�š����������
�o���������Œ�v�]���Œ�������o���•�•�������[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ����(lipopeptides) en 1987, peu de recherche et développement sur de 
nouveaux antibioti�‹�µ���•���}�v�š�������}�µ�š�]�����v���Œ���]�•�}�v�����µ���u���v�‹�µ�������[�]�v�À���•�š�]�•�•���u���v�š���(�]�v���v���]���Œ�X  

 

  

Figure 12. Mécanismes d'action des antibiotiques  

Les antibiotiques ���P�]�•�•���v�š���•�µ�Œ���o�[�µ�v�� des étapes essentielles de la réplication des bactéries, entrainant 
la mort de celles-ci. 

Depuis la découverte de la dernière classe ���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� �~�o�]�‰�}�‰���‰�š�]�����•�•�� ���v�� �í�õ�ô�ó�U��
���µ���µ�v���� �v�}�µ�À���o�o���� ���o���•�•���� �š�Z� �Œ���‰���µ�š�]�‹�µ���� �v�[���� �}���š���v�µ�� ���[���µ�š�}�Œ�]�•���š�]�}�v�� ������ �u�]�•���� �•�µ�Œ�� �o���� �u���Œ��hé en 
raison du faible investissement des industries pharmaceutiques et biotechnologiques dans 
ce domaine (103). Il y a donc un réel �u���v�‹�µ���� ���[�]�v�v�}�À���š�]�}�v�� �����v�•�� �o���� ��� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�� ������
nouvelles molécules antibiotiques. �^���o�}�v���o�����Œ���‰�‰�}�Œ�š���Œ� ���o�]�•� ���‰���Œ���o�[OMS en 2019, seulement 15 
molécules antibiotiques sur 49 en cours de développement sont innovantes (104). 
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II.2.2 Résistance aux antibiotiques 

La résistance aux antibiotiques est un phénomène naturel permettant aux 
microorganismes ������ �Œ� �•�]�•�š���Œ�� ���� �o�[�����š�]�}�v�� ���[�µ�v ou plusieurs agents antibiotiques. Pourtant, 
celle-ci devient préoccupante pour la santé mondiale, �‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ���u���v�š�����À�������o�[���‰�‰���Œ�]�š�]�}�v��������
résistances chez des bactéries auparavant sensibles aux antibiotiques. Parmi les différents 
mécanismes de résistance aux antibiotiques illustrés dans la Figure 13, comprenant 
�o�[�]�u�‰���Œ�u� �����]�o�]�š� ������ �o�[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���U���o���� �u�}���]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �o���� ���]���o���� ������ �o�[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���U���o�[���Æ�‰�µ�o�•�]�}�v��de 
�o�[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���� �‰���Œ�� �����•�� �‰�}�u�‰���•�� ���� ���(�(�o�µ�Æ, �o�[in�����š�]�À���š�]�}�v�� ������ �o�[��ntibiotique par des enzymes est 
couramment rencontrée (105)�X�� �>���� �v�}�u���Œ���� ���[���v�Ì�Ç�u���• responsables de la destruction des 
antibiotiques ne �����•�•���� ���[���µ�P�u���v�š���Œ au cours du temps, il est désormais �‰�}�•�•�]���o���� ���[en 
compter plusieurs centaines. L�[���Æ���u�‰�o���� �o���� �‰�o�µ�•�� �‰���Œ�o���v�š�� ���•�š�� �o���� �����•�š�Œ�µ���š�]�}�v�� �����•��antibiotiques 
de classe �t-lactame (pénicillines, céphalosporines et carbapénèmes), représentant la classe 
la plus consommée, �‰���Œ���o�[���v�Ì�Ç�u�����t-lactamase (106,107).  

 

 

Figure 13. Mécanismes de résistance aux antibiotiques (ATB) 

La résistance aux antibiotiques se manifeste soit par la diminution de la concentration des ATB à 
�o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ�������•�� �������š� �Œ�]���•�� �•�}�]�š�� �‰���Œ���o�����u�}���]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �o���� ���]���o���� ������ �o�[���d���U�� �•�}�]�š, plus fréquemment, par la 
destruction des ATB par des enzymes. 

II.2.3 Consommation des antibiotiques et risque de développer une résistance aux 
antibiotiques 

La consommation des médicaments est évaluée par un indicateur de mesure 
�]�v�š���Œ�v���š�]�}�v���o�� ��� �(�]�v�]�� ���}�u�u���� �o���� ���}�•���� �u�}�Ç���v�v���� �i�}�µ�Œ�v���o�]���Œ���� ���[�µ�v�� �u� ���]�����u���v�š (DDJ) dans son 
indication principale pour un adulte de 70 kg. L���� ���}�v�•�}�u�u���š�]�}�v�� �u�}�v���]���o���� ���[antibiotiques 
était de 21,1 milliards de DDJ en 2000 et a augmenté de 65 % entre 2000 et 2015, pour 
atteindre 34,8 milliards de DDJ (108). Parmi les pays à revenu élevé les plus gros 
���}�v�•�}�u�u���š���µ�Œ�•�� ���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•��sont les Etats-Unis, la �&�Œ���v������ ���š�� �o�[�/�š���o�]��. Quant aux pays à 
faible et moyen revenu, l�������}�v�•�}�u�u���š�]�}�v�����[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�����•�š���o�����‰�o�µ�•��� �o���À� �������v����hine, en Inde 
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et au Pakistan (108). Comme la consommation ���v�v�µ���o�o�������[�µ�v���‰���Ç�• dépend de la taille de sa 
population, un nouveau paramètre DDJ par 1000 habitants a été introduit. Les six premiers 
pays les plus consommateur par 1000 habitants en 2015 sont la Turquie, la Tunisie, 
�o�[���•�‰���P�v���U�� �o���� �'�Œ�������U �o�[���o�P� �Œ�]�� et la Roumanie (108). En parallèle de ces données de 
consommation, plusieurs études ont montré que 30 % à 50 % des prescriptions 
���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•��ne sont pas adaptées en termes ���[�]�v���]�����š�]�}�v���š�Z� �Œ���‰���µ�š�]�‹�µ���U��de dosage et de 
durée de traitement (109,110)�X�� �>�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� �]�v���‰�‰�Œ�}�‰�Œ�]� ���� �����•�� ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� �‰���µ�š�� ���v�š�Œ���]�v���Œ��
des effets indésirables pour les patients, prolonger la durée ���[�Z�}�•�‰�]�š���o�]�•���š�]�}�v, augmenter le 
coût de la prise en charge ainsi que le risq�µ���� ���[���‰�‰���Œition des souches résistantes aux 
antibiotiques (111). Une utilisation adéquate et un accès équitable aux antibiotiques 
représentent donc un enjeu important�X�� �>�[�K�D�^�� ���� �]�v�š�Œ�}���µ�]�š�� ���v�� �î�ì�í�ó�� �µ�v���� ���o���•�•�]�(�]�����š�]�}�v��
dénommée « AWaRe » qui classifie les antibiotiques en trois catégories : « Access », 
« Watch » et « Reserve » dans le but de limiter la propagation de la résistance aux 
���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�����š�����[���•�•�µ�Œ���Œ���µ�v�����µtilisation plus sûre et plus efficace de ces médicaments. Les 
antibiotiques de la catégorie dite « Access �i�� �•�}�v�š�� �����•�� ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� ���}�v�š�� �o�[���������•�•�]���]�o�]�š� �� ���•�š��
essentielle avec un faible coût et une qualité élevée. Elle regroupe des antibiotiques à 
spectre étroit avec faible risque de développer une résistance aux antibiotiques. Ces 
antibiotiques sont efficaces pour traiter une large gamme ���[agents pathogènes 
fréquemment identifiés. Les antibiotiques de la catégorie « Watch » sont des antibiotiques à 
utiliser sélectivement du fait de leur risque élevé de provoquer une résistance aux 
antibiotiques. La dernière catégorie « Reserve » regroupe des antibiotiques de dernier choix 
���}�v�š�� �o�[utilisation doit être maitrisée de manière optimale �‰�}�µ�Œ�� � �À�]�š���Œ�� �o�[���‰�‰���Œ�]�š�]�}�v�� ������
résistance aux antibiotiques. Ce sont des antibiotiques réservés aux infections causées par 
des agents pathogènes multi-résistants pour lesquels les traitements alternatifs ne sont pas 
efficaces. Dans une étude publiée en 2020, les auteurs ont évalué la consommation 
d�[antibiotiques de ces trois catégories entre 2000 et 2015 dans 76 pays (112). Les 
antibiotiques de la catégorie « Access » représentent environ 60 % de la consommation 
totale des antibiotiques avec de fortes disparités selon les pays. La consommation de la 
catégorie « Access » est la plus élevée en Algérie (83,7 %) et la plus faible au Japon (13,9 %). 
Les antibiotiques de la catégorie « Watch » représentent 38,6 % de la consommation totale 
des antibiotiques avec une consommation élevée au Japon (83,9 %) et faible en Algérie 
(16,3 %). Enfin, les antibiotiques de la catégorie « Reserve » représentent moins de 1,0 % de 
la consommation totale des antibiotiques. Entre 2000 et 2015, la consommation globale des 
antibiotiques de la catégorie « Access » et « Watch » a augmenté de 26,2 % et 90,9 %, 
respectivement. L�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v ������ �o���� ���}�v�•�}�u�u���š�]�}�v�� ���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� ������ �o���� �����š� �P�}�Œ�]���� �h��
Access » �v�[���•�š���‰���•���]�����v�š�]�‹�µ���������v�•���š�}�µ�•���o���•���‰���Ç�•�����š��est particulièrement importante dans les 
pays à faible et moyen revenu (45,3 %) par rapport aux pays à revenu élevé (14,8 %). Quant 
aux antibiotiques de la catégorie « Watch » avec un risque élevé d�[engendrer une résistance 
aux antibiotiques, la consommation a plus fortement augmentée dans les pays à faible et 
moyen revenu (+ 165 %). Selon les auteurs, cette forte augmentation peut être expliquée 
�‰���Œ���o������� �À���o�}�‰�‰���u���v�š��� ���}�v�}�u�]�‹�µ�����(�����]�o�]�š���v�š���o�[���������•�����µ�Æ�����v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•��à large spectre et par 
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une stratégie de vente libre pour les antibiotiques des catégories dites « Access » et 
« Watch » ���š�� �����•�� �•�š�Œ���š� �P�]���•�� ���[�}�Œ�P���v�]�•���š�]�}n locale de la santé portant moins attention à la 
résistance aux antibiotiques. 

La surconsommation des antibiotiques à travers le monde et les faibles avancées dans 
�o���� �Œ�����Z���Œ���Z���� ���š�� �o���� ��� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�� ������ �v�}�µ�À���o�o���•�� ���o���•�•���•�� ���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•��contribuent 
fortement à augmenter �o���� �Œ�]�•�‹�µ���� ���[���‰�‰���Œ�]�š�]�}�v�� �����•�� �v�}�µ�À���o�o���•�� �•�}�µ���Z���•�� �Œ� �•�]�•�š���vtes aux 
antibiotiques. La résistance aux antibiotiques ne cesse de se développer et est considérée 
���}�u�u�����o�[�µ�v���������•���‰�o�µ�•���P�Œ���À���•���u���v�������•���������•���v�š� ���‰�µ���o�]�‹�µ�������µ���v�]�À�����µ���u�}�v���]���o (113). En effet, 
la conséquence de ce phénomène peut être sévère car �o���•���‰���š�]���v�š�•�����š�š���]�v�š�•�����[�]�v�(�����š�]�}�v�����µ��������
des agents bactériens résistants sont exposés à un risque accru de dégradation clinique et de 
mortalité. Selon les données du réseau européen de surveillance de la résistance aux 
antimicrobiens (EARS-Net) du centre européen de prévention et de contrôle des maladies 
(ECDC pour European Center for Disease Prevention and Control), plus de 670 000 infections 
sont causées par les bactéries résist���v�š���•�� ���µ�Æ�� ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� ���� �o�[� ���Z���o�o���� ���µ�Œ�}�‰� ���v�v���� ���À������
environ 33 000 décès chaque année (114). En 2013, le nombre de personnes infectées par 
des bactéries résistantes est estimé à environ 2 millions avec 23 000 morts liés à la 
résistance aux antibiotiques chaque année aux Etats-Unis avec un surcoût de 20 milliards de 
dollars chaque année (115). Les données relatives au phénomène de résistance aux 
antibiotiques issues de 66 pays et collectées entre 1999 et 2017 sont rapportées sur le site 
« resistancemap.cddep.org ». La résistance aux antibiotiques est variable selon les pays ou 
les régions. En effet, la résistance aux antibiotiques augmente dans les pays à faible et 
moyen revenu, tandis �‹�µ�[elle reste stable dans les pays à revenu élevé (116). Si le nombre 
���[�]�v�(�����š�]�}�v�•�� ���}�v�š�]�v�µe à augmenter au rythme actuel, il est estimé que le nombre de décès 
causés par la résistance aux antibiotiques atteindra �í�ì�� �u�]�o�o�]�}�v�•�� �‰���Œ�� ���v�� ���[�]���]�� �î�ì�ñ�ì�� �����v�•�� �o����
monde (117). Sur le plan économique, le coût annuel lié à la résistance aux antibiotiques est 
estimé à environ 1,1 milliards ���[euros en Europe (118). 

Bien que naturel, le phénomène de résistance aux antibiotiques est accéléré par 
�o�[�µ�š�]�o�]�•ation non appropriée des antibiotiques. �>���� �u���`�š�Œ�]�•���� ������ �o�[� �u���Œ�P���v���� de nouvelles 
souches bactériennes résistantes aux antibiotiques repose donc à la fois sur une surveillance 
de �o�[���Æ�‰�}�•�]�š�]�}�v�� ���µ�Æ�� ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� ���š�� ������ �o���� �Œ� �•�]�•�š���v������aux antibiotiques en elle-même. A 
travers le �u�}�v�����U�� ������ �v�}�u���Œ���µ�Æ�� �‰�o���v�•�� ���[�����š�]�}�v�� ���š�� �•�š�Œ���š� �P�]���•�� �}�v�š�� � �š� �� � �o�����}�Œ� �•�� �����v�•�� �o���� ���µ�š��
���[���u� �o�]�}�Œ���Œ���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������•�����v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���• à travers la mise en place de plusieurs plans ayant 
pour objectifs la sensibilisation et l�[� ���µ�����š�]�}�v du public et des fournisseurs, la surveillance, la 
prévention et le développement de programmes d�[�]�v���]�À�]���µ���o�]�•���š�]�}�v�����[���v�š�]���]�}�š�Z� �Œ���‰�]����(116). 
�:�µ�•�‹�µ�[�����‰�Œ� �•���v�š�U��seuls 93 pays parmi les 194 pays �u���u���Œ���•���������o�[�K�D�^��ont construit des plans 
�v���š�]�}�v���µ�Æ�� ���[�����š�]�}�v�� �‰�}�µ�Œ�� �o�µ�š�š���Œ�� ���}�v�š�Œ���� �o���� �Œ� �•�]�•�š���v���� aux antibiotiques (Figure 14). Un effort 
important ���•�š�� ���v���}�Œ���� �v� �����•�•���]�Œ���� �‰�}�µ�Œ�� � �o�����}�Œ���Œ�� �o���•�� �‰�o���v�•�� ���[�����š�]�}�v�� �����v�•�� ���Z���‹�µ���� �‰���Ç�•��et en 
particulier dans les pays les plus consommateurs ���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ��s.  
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Figure 14. Cartographie des �‰�o���v�•���v���š�]�}�v���µ�Æ�����[�����š�]�}�v��pour lutter contre la résistance aux 
antibiotiques (enquête de 2018-�î�ì�í�õ���u���v� �����‰���Œ���o�[�K�D�^). 

La majorité des pays est impliquée �����v�•���o�[� �š�����o�]�•�•���u���v�š���������‰�o���v�•���v���š�]�}�v���µ�Æ�����[�����š�]�}�v���‰�}�µ�Œ���o�µ�šter 
contre la résistance aux antibiotiques. Seulement 50% des pays ont un plan nation���o�����[��ction établi. 
(AMR : résistance aux antimicrobiens)  

 

II.2.4 Antibiothérapie et résistance aux antibiotiques dans le cadre du sepsis 

Comme décrit précédemment, l�[���v�š�]���]�}�š�Z� �Œ���‰�]���� �i�}�µ����un rôle clé pour la survie des 
patients dans le cadre de la prise en charge thérapeutique de patients atteints de sepsis 
bactérien. Pourtant, le manque de spécificité des signes cliniques et �o���� �u���v�‹�µ���� ���[�µ�v��
diagnostic précoce amènent les médecins à prescrire des antibiotiques à large spectre en 
première intention. En effet, 30 % à 60 % des antibiotiques prescrits en cas de sepsis dans les 
services de soins intensifs sont prescrits de façon inappropriée (sous-optimale ou non 
nécessaire) (119). Une surconsommation ou une consommation non-adaptée 
���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���• dans le cas du traitement du sepsis pourrait donc être réduite en présence 
���[�µ�v�����]���P�v�}�•�š�]�����‰�Œ� ���}������plus fiable et ainsi contribuer non seulem���v�š�������o�����Œ� ���µ���š�]�}�v�����[���(�(���š�•��
indésirables et de surcouts liés à un traitement antibiotique inadapté mais également au 
ralentissement de �o�[� �u���Œ�P���v�������������������š� �Œ�]���•���u�µ�o�š�]�Œ� �•�]�•�š���v�š���•.  
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Figure 15. Cartographie de la résistance aux antibiotiques pour deux souches Staphylococcus 
aureus (A) et Pseudomonas aeruginosa (B) (ECDC 2018). 

Le taux de résistance aux antibiotques des deux souches, les plus rapportées dans le cadre du sepsis, 
sont présentés. Ces taux sont élevés dans �o�����•�µ�����������o�[���µ�Œope et beaucoup plus faible dans le nord de 
�o�[���µ�Œ�}�‰���X 

La résistance aux antibiotiques est particulièrement préoccupante pour deux souches de 
bactéries : Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (une souche du genre 
Pseudomonas). Leur résistance aux ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�������o�[� ���Z���o�o�������µ�Œ�}�‰� ���v�v����est illustrée dans la 
Figure 15. Les taux de résistance aux antibiotiques sont plus élevés dans les pays du sud de 
�o�[���µ�Œ�}�‰���U��et plus faibles dans le nord de �o�[���µ�Œ�}�‰���X��Comme évoqué précédemment, ces deux 
souches bactériennes sont parmi les plus fréquemment rencontrées en cas de sepsis. La 
résistance de la souche Staphylococcus aureus a débuté �‰���µ�� ������ �š���u�‰�•�� ���‰�Œ���•�� �o�[�]�v�š�Œ�}���µ���š�]�}�v��
des pénicillines et a été amplifiée par la surconsommation des antibiotiques avec le 
��� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�� ���[�µ�v���� �Œésistance aux pénicillines observée dès 1942 (120). Plus tard, cette 
souche bactérienne a développé des résistances aux méticillines, fluoroquinolones et 
vancomycines (120). Pseudomonas aeruginosa, devient, quant à elle, de plus en plus 
résistante, notamment aux carbapénèmes et aux fluoroquinolones (121,122). Les dosages 
des biomarqueurs spécifiques des infections bactériennes peuvent apporter une aide 
importante dans la lutte contre la résistance aux antibiotiques en rationalisant �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v��
de traitements antibiotiques lors du diagnostic et du suivi des patients. Dans le cadre du 
sepsis, de nombreuses études ont déjà �u�]�•�� ���v�� � �À�]�����v������ �o�[�]�v�š� �Œ�!�š�� �����•�� ���}�•���P���•�� ������ �o����
procalcitonine en milieu hospitalier pour � �À�]�š���Œ�� �o���� �•�µ�Œ���}�v�•�}�u�u���š�]�}�v�� ���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� ���š�� �o���•��
conséquences qui en découleraient (voir A.III.1.3) (123). 



 

   47 

 

 

 

Chapitre III  
Procalcitonine 

 

 

 
III.1 Généralités sur la procalcitonine ........................................................................................... 48 

III.1.1 Structure et biogenèse de la procalcitonine ................................................................. 48 

III.1.2 Production de la procalcitonine en cas �������•���‰�•�]�•�����[�}�Œ�]�P�]�v�����������š� �Œ�]���v�v�� ...................... 49 

III.1.3 Utilisation de la PCT pour le diagnostic du sepsis, la stratification des patients et 
�o�[���v�š�]���]�}�š�Z� �Œ��pie ............................................................................................................................ 52 

III.1.4 Bénéfices des dosages de la PCT dans la gestion et la prise en charge des patients .... 55 

III.1.5 Limites des dosages de la PCT ....................................................................................... 57 

III.2 Méthode de dosage de la procalcitonine .............................................................................. 58 

III.2.1 Méthodes utilisées par les laboratoires de biologie médicale ...................................... 58 

III.2.2 Autres méthodes de dosage de la PCT .......................................................................... 65 

 

 

 



  Chapitre III. Procalcitonine 

 

48 

 

III.1 Généralités sur la procalcitonine 

III.1.1 Structure et biogenèse de la procalcitonine  

La procalcitonine (PCT), une pro-�Z�}�Œ�u�}�v�����������o�[�Z�}�Œ�u�}�v���������o���]�š�}�v�]�v���U������� �š� ����� ���}�µ�À���Œ�š����
par Moya et al. en 1975 (124). Sa structure moléculaire complète a été décrite neuf ans plus 
tard par Maruna et al. (125). La PCT est une protéine ayant une masse moléculaire de 
12,7 kDa, composée de 116 acides aminés et possédant un pont disulfure (Figure 16).  
 

 
Figure 16. Séquence d'acides aminés de la PCT humaine (adapté selon Maruna et al, 2000 (125) 

�>�����W���d�U���µ�v�����‰�Œ�}�Z�}�Œ�u�}�v�����������o�[�Z�}�Œ�u�}�v���������o���]tonine, est composée de 116 acides aminés et possède 
un pont disulfure (S-S). Lors de la libération dans la circulation sanguine, la PCT est clivée à 

���]�(�(� �Œ���v�š���•���‰�}�•�]�š�]�}�v�•���������o�����•� �‹�µ���v���������[�����]��e aminé pour former la calcitonine (segment en bleu), la 
katacalcine (segment en rouge) et la partie N-terminal NProCT (segment en vert). 

 

En conditions physiologiques, la PCT est principalement produite dans les cellules C 
de la glande thyroïdienne (126). Dans ces cellules, la transcription du gène CALC-I situé sur le 
bras court du chromosome 11 est responsable de la synthèse de la pré-procalcitonine, une 
forme de la PCT avec un peptide signal de 25 acides aminés en N-terminal, elle-même 
dégradée en PCT �‰���Œ���o�[���v���}�‰���‰�š�]�����•����dans le réticulum endoplasmique. La PCT subit ensuite 
une protéolyse intra-cellulaire �•�}�µ�•�� �o�[�����š�]�}�v�� ������ �o�[���v�Ì�Çme de convertase des prohormones 
pour donner la calcitonine, un segment de 32 acides aminés situé dans la zone centrale de la 
PCT, la katacalcine, un segment de 21 acides aminés situé en C-terminal de la PCT et la 
NProCT, un segment de 57 acides aminés situé en N-terminal de la PCT (127). Dans les 
conditions physiologiques, la PCT est présente en très faible concentration (< 0,05 ng/mL) 
dans le sang. La Figure 17 illustre les différents produits de clivage présents dans le sang 
dans ces conditions. 
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Figure 17. Différentes formes circulantes de la PCT, ainsi que leurs concentrations respectives dans 

le sang en conditions physiologiques (adapté selon Becker et al., 2004) 

 ���� �o�[� �š���š�� �v�}�Œ�u���o�U��la quasi-totalité de la PCT est clivée en NProCT, calcitonine et katacalcine. Par 
conséquent, les différentes formes de clivage de la PCT sont détectées dans la circulation sanguine. 
U�v�����(�}�Œ�u�����]�•�•�µ�������[�µ�v�����o�]�À���P�����v�}�v�����}�u�‰�o���š, calcitonine-GKKR-katacalcine est également observée. 
 

III.1.2 Production de la procalcitonine en cas de �•���‰�•�]�•�����[�}�Œ�]�P�]�v�����������š� �Œ�]���v�v�� 

Contrairement aux conditions non-infectieuses où la PCT est sécrétée principalement 
par la glande thyroïdienne, la PCT est produite �‰���Œ�� ���[���µ�š�Œ���•�� �}�Œ�P���v���• �o�}�Œ�•�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�•��
bactériennes (Figure 18). ���v�� ���(�(���š�U�� �o�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v�� ������ �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ������ �o���� �W���d�� ���� � �š� ��
observée chez des sujets thyroïdectomisés infectés, ce qui ���� �‰���Œ�u�]�•�� ���[exclure l�[�Z�Ç�‰�}�š�Zèse 
���[une synthèse thyroïdienne exclusive au cours du sepsis (128). De plus, une étude in vitro a 
mis en évidence la présence de la PCT ou ���[���Z�E�� �u���•�•���P���Œ��codant pour la PCT dans les 
cellules mononucléées de la circulation sanguine sous la stimulation de toxines produites par 
�����•���������š� �Œ�]���•�����š���o���•���u� ���]���š���µ�Œ�•�����[�]�v�(�o���u�u���š�]�}�v (129). En cas de sepsis, la PCT est produite de 
façon ubiquitaire par tous les organes du corps infectés. Une augmentation de la 
transcription du gène CALC-1 et une production importante de la PCT par un grand nombre 
���[�}�Œ�P���v���•�� �}�v�š�� � �š� ��observées par Müller et al. (130). �>���� �W���d�� �‰�Œ�}���µ�]�š���� �o�}�Œ�•�� ���[�µ�v���� �]�v�(�����š�]�}�v 
�‰�Œ� �•���v�š�����o�����‰���Œ�š�]���µ�o���Œ�]�š� �����[�!�š�Œ�� libérée sous sa forme non clivée dans la circulation sanguine. 
Cependant, deux autres isoformes de la PCT, corresponda�v�š�� ���� �o���� �‰���Œ�š���� ���[�µ�v�� �}�µ�� ������ �����µ�Æ��
acides aminés en N-terminal ont également été observées. Parmi ces trois formes 
circulantes de la PCT, la forme majoritaire observée est la forme où les deux acides aminés 
N-terminaux ont été clivés, et est appelée PCT [3-116] (131,132).  
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Figure 18. Production de la PCT dans les conditions physiologiques et en cas de sepsis bactérien 
(adapté de (133)) 

Le peptide signal de la préprohormone Pre-PCT est clivé pour donner la PCT. Dans des conditions 
physiologiques la PCT est produite principalement dans les cellules C de la glande thyroïdienne et est 
quasi-totalement clivée en NProCT, Calcito�v�]�v�������š���<���š�������o���]�v���� �•�}�µ�•���o�[�����š�]�}�v�������� �o�[���v�Ì�Ç�u���� ���}�v�À���Œ�š���•��. 
Dans le cas d�[�µ�v����infection bactérienne, la préprohormone Pre-PCT est produite dans de nombreux 
tissus et organes. La PCT issue du clivage de Pre-PCT est libérée directement dans la circulation 
sanguine sous forme intacte. Ainsi, la PCT est surexprimée en �����•�����[�]�v�(�����š�]�}�v���������š� �Œ�]���v�v���X 
 

Dans deux études cinétiques de différents biomarqueurs tels que IL-6, IL-10, TNF-�r�U��
CRP et PCT, menées chez des volontaires sains après une injection intraveineuse 
���[���vdotoxine Escherichia coli ou Acinebacter baumanii  (129,134), les interleukines IL-6, IL-10 
et le facteur TNF-�r atteignent leur concentration maximale deux heures après le stimuli 
bactérien. Cependant la concentration diminue rapidement pour atteindre la concentration 
de base au bout de 24 heures �‰�}�µ�Œ���o�[�/�>-10 (t1/2 = 2,7-4,5h) et le TNF-�r (t1/2 = 0,5h) ou au bout 
������ �ï�� �i�}�µ�Œ�•�� �‰�}�µ�Œ�� �o�[�/�>-6 (t1/2 = 15,5h) (Figure 19) (135,136). La concentration de la CRP 
���µ�P�u���v�š�����o� �P���Œ���u���v�š���•�]�Æ�������•���‰�š���Z���µ�Œ���•�����‰�Œ���•���o�[�]�v�(�����š�]�}�v���‰�}�µ�Œ�����š�šeindre un maximum en 48 à 
72 heures et retourner progressivement à la normale au bout ���[�µ�v�����•���u���]�v�����~�š1/2 = 12h). La 
�W���d�����•�š���‹�µ���v�š���������o�o������� �š�����š�����o�����‹�µ���š�Œ�����Z���µ�Œ���•�����‰�Œ���•���o�[�]�v�(�����š�]�}�v�U�����š�š���]�v�š���•�}�v���‰�]�������v���í�î���Z���µ�Œ���•��
avec une concentration 3000 fois supérieure à la concentration basale puis se maintient à 
une concentration stable entre la douzième et la vingt-quatrième heure. La concentration de 
la PCT reste élevée �š���v�š�� �‹�µ���� �o�[�]�v�(�����š�]�}�v persiste. La demi-vie plasmatique de la PCT est 
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���[environ 22,5 heures. La conce�v�š�Œ���š�]�}�v���������o�����W���d���Œ���(�o���š�������}�v�����o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v�����o�]�v�]�‹�µ�������µ���‰���š�]���v�š��
�o�}�Œ�•�����[�µ�v�����]�v�(�����š�]�}�v��bactérienne. 

 

Figure 19. Cinétique de différents biomarqueurs suite à un stimulus bactérien (137) 

A la suite ���[�µ�v�� �•�š�]�u�µ�o�µ�• �‰���Œ�� �µ�v���� �]�v�i�����š�]�}�v�� ���[���v���}�š�}�Æ�]�v���U��les concentrations ���[�/�>-6, TNF-�r, IL-10 
augmentent rapidement pour atteindre la concentration maximale au bout de 2 heures, puis 
diminuent rapidement vers �o�[� �š���š�� �����•���o au bout de 72 heures. La concentration de CRP augmente 6 
�Z���µ�Œ���•�� ���‰�Œ���•�� �o�[�]�v�i�����š�]�}�v�� ���š�����š�š���]nt la concentration maximale entre 48 heures et 72 heures, puis elle 
revient à la concentration �v�}�Œ�u���o���� ���µ�� ���}�µ�š�� ���[�µ�v���� �•���u���]�v���X�� �>a concentration de la PCT augmente 2 
heures après le stimulus et atteint son pic de concentration maximale en 12 à 24 heures. La 
concentration de la PCT �Œ���•�š���� � �o���À� ���� �š���v�š�� �‹�µ���� �o�[�]�v�(�����š�]�}�v�� �‰���Œ�•�]�•�š��. Concentration plasmatique 
exprimée en ng/mL (PCT), µg/mL (CRP), pg/mL (IL-6, IL-10, TNF-�r). 

�W���Œ�����]�o�o���µ�Œ�•�U���]�o�����•�š���]�u�‰�}�Œ�š���v�š���������v�}�š���Œ���‹�µ�����o�����‰�Œ�}���µ���š�]�}�v���������o�����W���d���v�[���•�š���‰���•���•�š�]�u�µ�o� ����
�‰���Œ�� �o���•�� ���P���v�š�•�� �‰���š�Z�}�P���v���•�� ���[�}�Œ�]�P�]�v���� �À�]�Œ���o��. En effet, les cytokines telle�•�� �‹�µ���� �o�[�]�v�š���Œ�(� �Œ�}�v-
gamma INF-�v�� �‰�Œ�}���µ�]�š�� �o�}�Œ�•�� ���[�µ�v���� �]�v�(�����š�]�}�v�� �À�]�Œ���o����inhibe la production de la PCT (133). Une 
étude observationnelle rétrospective de Cuquemelle et al. réalisée sur 52 patients de 
services des soins intensifs a montré que la concentration moyenne de la PCT dans le sang 
reste très faible, inférieure à 0,5 ng/mL chez les patients ayant développé une infection 
virale, �š���v���]�•�� �‹�µ�[���o�o���� ���µ�P�u���v�š���]�š�� �(�}�Œ�š���u���v�š�� �����v�•�� �o���� �����•�� ���[�µ�v���� �]�v�(�����š�]�}�v�� �������š� �Œ�]���v�v����
(29,5 ng/mL) (138). 

La PCT est donc un biomarqueur plus spécifique des infections bactériennes par 
rapport aux autres biomarqueurs ���š�� �•���� ���]�v� �š�]�‹�µ���� ���•�š�� ���v�� �������}�Œ���� ���À������ �o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v�� ���o�]�v�]�‹�µ���� ���µ��
patient (139). Parmi les indicateurs couramment utilisés en service de soins intensifs pour le 
diagnostic du sepsis, tels que la numération des globules blancs, la CRP, le lactate et la PCT, 
la supériorité de la PCT dans le diagnostic du sepsis bactérien a été suggérée dans plusieurs 
travaux. En effet, Müller et al. ont montré �‹�µ�[une concentration de la PCT supérieure à 
1,0 ng/mL est associée à une spécificité et une sensitivité supérieures (94 % et 89 %, 
respectivement) ���µ���o�����š���š���U�������o�������Z�W�����š�������o�[�/�>-6 dans le diagnostic du sepsis dans les services 
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des soins intensifs (140). De plus, une méta-analyse basée sur les données de 22 études 
cliniques avec 138 patients présentant une suspicion ���[�]�v�(�����š�]�}�v�� ���� �u�}�v�š�Œ� �� �µ�v���� �����‰�����]�š� ��
supérieure de la PCT par rapport à la CRP pour le ���]���P�v�}�•�š�]�����������o�[�]�v�(�����š�]�}�v���������š� �Œ�]enne (141). 
Une méta-analyse a rapporté une sensibilité et spécificité moyenne de respectivement 0,77 
et 0,79 dans le diagnostic du sepsis en synthétisant les données de 30 études cliniques 
impliquant 3 244 patients hospitalisés entre 1996 et 2004 (142). Les auteurs ont conclu que 
la PCT est un indicateur efficace dans le diagnostic précoce du sepsis.  

 

III.1.3 Utilisation de la PCT pour le diagnostic du sepsis, la stratification des patients 
et �o�[antibiothérapie  

�'�Œ�������� ���� �µ�v���� ���Æ�����o�o���v�š���� ���}�Œ�Œ� �o���š�]�}�v�� ���v�š�Œ���� �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ������ �o���� �W���d�� ���š�� �o�[� �À�}�o�µ�š�]�}�v��
clinique du patient en cas de sepsis, la PCT fait partie des trois biomarqueurs utilisés en 
routine avec la CRP et le lactate pour le diagnostic du sepsis ���[�}�Œ�]�P�]�v���� �������š� �Œ�]���v�v�� et la 
stratification des patients (15,5 % des prescriptions biomarqueurs du sepsis) (95). Le taux 
���[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v��de la PCT par rapport aux autres biomarqueurs du sepsis augmente chaque 
année (7,1 % en 2012, 11,3 % en 2013 et 22,1 % en 2014) (95). La spécificité de la PCT pour 
�o���� �•���‰�•�]�•�� ���[�}�Œ�]�P�]�v���� �������š� �Œ�]���v�v���� �‰���Œ�u���š�� � �P���o���u���v�š�� �•�}�v utilisation comme un outil efficace 
pour aider les cliniciens dans la gestion du traitement antibiotique. 

�™ Implication des dosages de la PCT dans le diagnostic du sepsis et la stratification 
des patients 

En plus de la spécificité élevée de ce biomarqueur pour le diagnostic du sepsis 
bactérien, il a été montré que le niveau de concentration de la PCT est également révélateur 
de la sévérité du sepsis. En effet, une étude basée sur les dosages de la PCT chez 78 patients 
�����‰���Œ�u�]�•���v�}�v���•���µ�o���u���v�š�����[�]�����v�š�]�(�]���Œ���o�����•���‰�•�]�•���������š� �Œ�]���v chez 60 patients mais également de 
distinguer les différents niveaux de sévérité du sepsis (14 cas de sepsis, 21 cas de sepsis 
sévère et 25 cas de choc septique) (143). De plus, une étude de Vincent et Beumier réalisée 
en 2013 a montré une forte corrélation entre la concentration de la PCT et les scores de 
sévérité tels que SOFA, APACHE (Acute physiology and Chronic Hearth Disease Classification 
System II) et SAPS (Simplified Acute Physiology Score), qui sont principalement basés sur les 
signes cliniques et les résultats des tests de fonctions physiologiques (144). Les différents 
niveaux de seuil de concentration de la PCT permettant la stratification des patients selon la 
sévérité classée ���[���‰�Œ���• la deuxième définition du sepsis sont de 0,5 ng/mL pour le sepsis, 
2 ng/mL pour le sepsis sévère et 10 ng/mL pour le choc septique (145) (Figure 20). Les seuils 
de concentration n�[ont pas été révisés suite à la troisième définition. 
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Figure 20. Stratification des patients en fonction de la concentration de la PCT (145). 

La concentration de la PCT reste faible, inférieure à 0,05 ng/mL chez les sujets sains. Le diagnostic du 
sepsis est établi si la concentration de la PCT est supérieure à 0,5 ng/mL. Le patient est en cas de 
sepsis sévère lorsque la concentration de la PCT est supérieure à 2 ng/mL et en cas de choc septique si 
celle-ci est supérieure à 10 ng/mL. 
 

Il a également été montré que �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������•�����}�•���P���•������ la PCT dans le contexte du 
sepsis permettait de prédire la mortalité des patients. Une étude observationnelle a été 
conduite dans 13 services de soins intensifs aux Etats-Unis avec 646 patients de 2010 à 2014 
pour étudier la relation entre les concentrations de la PCT et la mortalité des patients. 
�>�[� �š�µ������ ���� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ���� �o���� �š���µ�Æ�� ������ �u�}�Œ�š���oité à 28 jours est deux fois plus important chez les 
patients dont la concentration de la �W���d���v�[�����‰���•�����]�u�]�v�µ� �� de plus de 80 % quatre jours après 
un diagnostic du sepsis sévère ou un choc septique (146). 

Il existe également des recommandations établissant des seuils cliniques de la PCT 
dans le cas spécifique du ���]���P�v�}�•�š�]���� ������ �o�[�]�v�(�����š�]�}�v�� �����•�� �À�}�]���•�� �Œ���•�‰�]�Œ���š�}�]�Œ���•�� �]�v�(� �Œ�]���µ�Œ���•�� �~�/�Z�/�� �}�µ��
LRTI pour Lower Respiratory Tract Infection en anglais). Pour ces patients, une concentration 
de la PCT inférieure à 0,25 ng/mL dans le sang indique une faible probabilité de souffrir 
d�[�µ�v�����]�v�(�����š�]�}�v���������š� �Œ�]���v�v�� (147). 

�™ Implication des dosages de la PCT dans la gestion du traitement antibiotique 

La spécificité de la PCT pour le diagnostic du sepsis bactérien a développé son 
utilisation pour aider à �P�µ�]�����Œ�� �o���� �‰�Œ���•���Œ�]�‰�š�]�}�v�� ���[���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•�� ���Z���Ì�� �o���•�� �‰���š�]���v�š�•�� ���š�š���]�v�š�•�� ���µ��
sepsis. Les algorithmes de décisions thérapeutiques guidées par la concentration de la PCT 
�����v�•�� �o���� �����•�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�•�� �������š� �Œ�]���v�v���•�� ���v�� �Œ� ���v�]�u���š�]�}�v�� �•�}�v�š�� �‰�Œ� �•���v�š� �• dans la Figure 21. Les 
recommandations sont de ne pas initier de traitement antibiotique lorsque la concentration 
de la PCT est inférieure à 0,5 ng/mL, avec une recommandation ���[���µ�š���v�š plus forte si la 
concentration de la PCT est en-dessous de 0,25 ng/mL. Au contraire, il est fortement 
�Œ�����}�u�u���v��� �����[administrer les antibiotiques quand la concentration de la PCT est supérieure 
à 1 ng/mL. De plus, le suivi de la concentration de la PCT dans le temps permet également 
���[�������‰�šer le traitement antibiotique. En effet, un arrêt du traitement antibiotique est 
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souhaitable si la concentration de la PCT est inférieure à 0,5 ng/mL ou si sa décroissance 
excède 80 % par rapport au pic maximal de la concentration plasmatique/sérique. Dans le 
cas contraire, il est recommandé de maintenir ce traitement antibiotique. Un changement 
������ �•�š�Œ���š� �P�]���� ���[���v�š�]���]�}�š�Z� �Œ���‰�]���� ���•�š�� �(�}�Œ�š���u���v�š�� �Œ�����}�u�u���v��� �� �•�]�� �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� ������ �o���� �W���d��
continue à augmenter et si celle-ci est supérieure à 0,5 ng/mL. 

(A) (B) 

 
 

Figure 21. Recommandations pour �o�[�]�v�]�š�]���š�]�}�v�����[une antibiothérapie (A) et le suivi thérapeutique en 
�����Z�}�Œ�•�������•���•�]�š�µ���š�]�}�v�•�����[�µ�Œ�P���v�������š�Z� �Œ���‰���µ�š�]�‹�µ�����~�u� �v�]�v�P�]�š���U�����Z�}�����•���‰�š�]�‹�µ���•���~���•�����v���(�}�v���š�]�}�v���������o����

concentration de la PCT (148). 

En complément des signes cliniques, les dosages de la PCT sont intégrés dans le parcours de soin du 
patient atteint du sepsis dans le b�µ�š�����[���]�����Œ���o���•�����o�]�v�]���]���v�•���‰�}�µ�Œ���o�[�]�v�]�š�]���š�]�}�v�����µ���š�Œ���]�š���u���v�š�����v�š�]���]�}�š�]�‹�µ������t 
le suivi du traitement antibiotique. En fonction de la concentration mesurée de la PCT, il est conseillé 
���[�]�v�]�š�]���Œ�U���������u���]�v�š���v�]�Œ���}�µ�����[���Œ�Œ�!�š���Œ��le traitement antibiotique.  

�>�[�]�u�‰�o� �u���v�šation de ces algorithmes de décision thérapeutique dans la gestion du 
traitement antibiotique chez les patients atteints du sepsis est mentionnée par certaines 
recommandations internationales, telles que l'agence américaine de la recherche et de la 
qualité des soins de santé (AHRQ pour Agency for Healthcare Research and Quality), la 
société américaine des maladies infectieuses (IDSA pour Infectious Diseases Society of 
America) et �o�[�]�v�•�š�]�š�µ�š��national �‰�}�µ�Œ�� �o�[���Æ�����o�o���v������de la santé et des soins au Royaume-Uni 
(NICE pour National Institute for Health and Care Excellence) (Tableau 3). Ces 
�Œ�����}�u�u���v�����š�]�}�v�•�� �}�v�š�� � �š� �� � �š�����o�]���•�� �‰���Œ�� �o�[� �À���o�µ���š�]�}�v�� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ���[���•�•���]�•�� ���o�]�v�]�‹�µ���•�X�� ���v��
fonction des critères et de la qualité des études cliniques inclus dans chaque évaluation, les 
recommandations peuvent néanmoins être différentes. �����v�•���o���������•���}�¶���]�o���•�[���P�]�š�����[�]�v�š���Œ�Œ�}�u�‰�Œ����
�o���� �š�Œ���]�š���u���v�š�� ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���� ���Z���Ì�� �o���•�� �‰���š�]���v�š�•�� ���š�š���]�v�š�•�� ���µ�� �•���‰�•�]�•�U�� �o�[�]�v���o�µ�•�]�}�v�� ���[�µ�v�� ���}�•���P���� ������ �o����
�W���d�� �����v�•�� �o�[���o�P�}�Œ�]�šhme de décision thérapeutique est préconisée dans les recommandations 
AHRQ 2012 et IDSA 2016, mais ne �o�[���•�š��pas dans les recommandations NICE 2016 en raison 
���[�µ�v���v�]�À�����µ���������‰�Œ���µ�À�����]�v�•�µ�(�(�]�•���v�š�X �����•���Œ�����}�u�u���v�����š�]�}�v�•���‰�}�Œ�š���v�š��� �P���o���u���v�š���•�µ�Œ���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v��
des dosages de la PCT dans la gestion et la prise en charge thérapeutique des patients 
���š�š���]�v�š�•���������o�[�]�v�(�����š�]�}�v���/�Z�/���~Tableau 3). 

 



  Chapitre III. Procalcitonine 

 

55 

 

Tableau 3. Recommandations �‰�}�µ�Œ���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v��des dosages de la PCT dans le traitement 
antibiotique chez les �‰���š�]���v�š�•�����š�š���]�v�š�•���������•���‰�•�]�•���}�µ�����[infection des voies respiratoires inférieures 

(149�t152) 

 Arrêt du traitement chez 
les patients sepsis 

Début du traitement chez 
les patients IRI 

Arrêt du traitement chez 
les patients IRI 

AHRQ 
2012 

Recommandé 
Niveau de preuve élevé 

Recommandé 
Niveau de preuve élevé 

Recommandé 
Niveau de preuve élevé 

IDSA 
2016 

Recommandé 
Niveau de preuve faible 

Non recommandé 
Niveau de preuve modéré 

Recommandé 
Niveau de preuve faible 

NICE 
2016 

Non recommandé 
Niveau de preuve 

insuffisant 

Recommandé 
Niveau de preuve modéré 

Recommandé 
Niveau de preuve modéré 

 

III.1.4 Bénéfices des dosages de la PCT dans la gestion et la prise en charge des 
patients 

�>���•�����}�v�v� ���•�����o�]�v�]�‹�µ���•���}�v�š���u�}�v�š�Œ� ���‹�µ�����o�[�µ�š�]�o�]sation des dosages de la PCT est associée à 
de nombreux bénéfices non seulement pour les patients (réduction de la durée du 
traitement antibiotique, réduction des effets indésirables liés au traitement, réduction de la 
���µ�Œ� �������[�Z�}�•�‰�]�š���o�]�•���š�]�}�v�• mais également pour le système de santé (réduction des coûts).  

Le dosage de la PCT est un outil efficace pour confirmer une prescription appropriée et 
ainsi réduire �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v��inappropriée et la durée du traitement antibiotique et ses effets 
indésirables. L�[� �š�µ������de Nobre et al. a montré une réduction de la durée du traitement 
antibiotique de dix jours à six jours chez les patients atteints de sepsis sévère et de choc 
septique en utilisant les algorithmes de décision thérapeutique basés sur les dosages de la 
PCT (153). Dans une étude randomisée (PRORATA) menée dans sept services de soins 
intensifs en France et incluant 621 patients suspecté�•�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�•�� �������š� �Œ�]���v�v���•�U�� �µ�v����
réduction de la durée de traitement antibiotique de 2,7 jours a été rapportée chez les 
patients traités selon le protocole basé sur le dosage de la PCT (148). De plus, une étude 
randomisée menée entre 2009 et 2013 chez des patients atteints du sepsis admis aux 
services des soins intensifs aux Pays-Bas a montré une réduction de la consommation 
journal�]���Œ���������•�����v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���•���������î�U�ò�õ�����}�•���•����� �(�]�v�]���•���i�}�µ�Œ�v���o�]���Œ���•�U�����]�v�•�]���‹�µ�[�µ�v�������]�u�]�v�µ�š�]�}�v��������
la durée de traitement de 1,22 jours en utilisant des algorithmes de décision thérapeutique 
incluant les dosages de la PCT. Ces patients ont également présenté un risque de mortalité 
moins élevé que ceux du groupe de contrôle (154). Dans le cas particulier des infections IRI, 
le dosage de la PCT montre également un réel bénéfice en termes de réduction de durée de 
traitement antibiotique et des effets indésirables associés. En effet, selon une étude 
observationnelle (PROREAL) menée dans 14 centres hospitaliers en Europe et aux Etats-Unis 
���À������ �í�ñ�î�ì�� �‰���š�]���v�š�•�U�� �o�[�]�u�‰�oémentation des algorithmes de décision thérapeutique basés sur 
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les concentrations de la PCT a permis de réduire la durée de traitement antibiotique (5,9 
jours au lieu de 7,4 jours) et les effets secondaires liés au traitement (nausée, diarrhée, 
vomissement, réactions allergiques) sans augmenter les risques de complication tels que le 
syndrome de détresse respiratoire aigüe ou �o�[���u�‰�Ç���u�� (155). Une autre revue avec 6708 
participants a montré une réduction de 2,4 jours de traitement antibiotique chez les patients 
souffrant ���[�]�v�(�����š�]�}�v��aigüe des voies respiratoires (inférieures et supérieures) en utilisant les 
dosages de la PCT pour guider le traitement (156). Ces derniers permettent donc de réduire 
la durée du traitement antibiotique, de réduire les effets indésirables liés au traitement et 
�‰�}�š���v�š�]���o�o���u���v�š�� ������ �Œ���o���v�š�]�Œ�� �o�[���‰�‰���Œ�]�š�]�}�v�� ������ �v�}�µ�À���o�o���•�� �•�}�µ���Z���•�� �Œ� �•�]�•�š���v�š���•�� ���µ�Æ��
antibiotiques (157). Au contraire, une étude multicentrique randomisée (PROACT) avec 1656 
patients présentant une suspicion d�[infection IRI, a montré que la durée de traitement 
antibiotique �v�[� �š���]�š��pas différente entre deux groupes de patients avec ou sans les dosages 
de la PCT (158). Cependant, les auteurs ont souligné certaines limites de cette étude telles 
�‹�µ�����o�����u���v�‹�µ�������[���Æ�‰� �Œ�]���v�����������•�����o�]�v�]���]���v�•�������v�•���o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������•�����}�•���P���•���������o�����W���d et la non-
disponibilité du résultat de la PCT avant la prise de décision dans certaines situations. 

En ce qui concerne la dur� �������[�Z�}�•�‰�]�š���o�]�•���š�]�}�v, une étude rétrospective menée par Balk 
et al. chez 132 112 patients admis dans les services des soins intensifs aux Etats-Unis, dont 
33 569 patients ont reçu des dosages de la PCT dès le premier jour ���[hospitalisation, a 
montré une réduction significative de 1,1 jours ������ �o���� ���µ�Œ� ���� �š�}�š���o�������[�Z�}�•�‰�]�š���o�]�•���š�]�}�v�� ���Z���Ì�� �o���•��
patients suivis par les dosages de la PCT (159). Au contraire, deux études de Christ-Crain et 
���o�X���v�[�}�v�š���‰���•��confirmé ce bénéfice sur la durée du séjour hospitalier chez les patients ayant 
eu recours aux dosages de la PCT (160,161). Cependant, les dosages de la PCT ont été 
réalisés par des méthodes semi-quantitatives, dont la performance analytique peut être 
remise en question.  

�>�[���‰�‰�}�Œ�š��� ���}�v�}�u�]�‹�µ�� des dosages de la PCT est quant à lui plus controversé. En effet, 
selon une étude de Christ-Crain et al.�U�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v��du dosage de la �W���d�� �v�[���‰�‰�}�Œ�š���� �‰���•��de 
bénéfices ���[�µ�v���‰�}�]�v�š�� ������ �À�µ���� �•�š�Œ�]���š���u���v�š�� � ���}�v�}�u�]�‹�µ���X�� �>�[��lgorithme de décision 
thérapeutique basé sur la concentration de la PCT a permis de réduire les coûts liés au 
traitement antibiotique grâce à la réduction de la durée du traitement. Cependant, le prix 
des dosages initiaux et répétés de la PCT excède celui du traitement antibiotique, ce qui 
entraine un surcoût dans le groupe guidé par les dosages de la PCT par rapport au groupe 
contrôle (290 dollars US versus 190 dollars US, respectivement) (161). Une étude récente de 
Kip et al. a également rapporté un surcoût de 2 704 euros par an chez les patients dont le 
parcours de soins est guidé par la concentration de la PCT dans les services de soins intensifs 
aux Pays-Bas (162). Au contraire, une étude de Balk et al. a rapporté une diminution 
significative du coût hospitalier de 2 759 dollars US, ce qui représente environ 10 % du coût 
total ���[�Z�}�•�‰�]�š���o�]�•���š�]�}�v, chez le groupe de patients avec prescription du dosage de la PCT 
(159). U�v���� ���µ�š�Œ���� � �š�µ������ ���� �u�}�v�š�Œ� �� �‹�µ���� �o�[�]ntégration des dosages de la PCT dans la prise en 
charge des patients atteints du sepsis ou ���[IRI permet de réduire le coût hospitalier de 49 % 
et 23 %, respectivement (163). Par conséquent�U�� �]�o�� ���•�š�� ���]�(�(�]���]�o���� ���[� �À���o�µ���Œ�� �oe rapport coût-
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bénéfice des dosages de la PCT car ils sont sur-prescrits dans certaines situations ou parfois 
prescrits systématiquement sans être en accord avec les manifestations cliniques chez les 
patients. En effet, une étude de Salinas et al. menée dans 57 hôpitaux en Espagne a rapporté 
que 44,1 % des 142 644 dosages de la PCT réalisés en 2016 auraient pu être évités, 
entraînant une réduction des coût de 594 390 dollars (164). 

���]���v���‹�µ���������Œ�š���]�v���•��� �š�µ�����•���v�[���]���v�š���‰���•���}���•���Œ�À� ���o���•���u�!�u���•����� �v� �(�]�����•�����‰�‰�}�Œ�š� �•���‰���Œ���o���•��
dosages de la PCT, en particulier en ce qui concerne la réduction du coût financier, de 
nombreuses études, montrent un grand intérêt de ces dosages dans le diagnostic du sepsis 
et la prise en charge thérapeutique. 

III.1.5 Limites des dosages de la PCT 

�����v�•�� �����Œ�š���]�v���•�� �•�]�š�µ���š�]�}�v�•�� ���[�]�v�(�����š�]�}�v�� �������š� �Œ�]���v�v���U�� �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v��������la PCT dans la 
circulation sanguine reste très faible sans augmentation notable. Les cas connus de faux 
négatifs sont présentés dans le Tableau 4. 

Tableau 4. Situation de faux négatifs des dosages de la PCT 

Situation Etudes 
Infection localisée (abcès des parties molles, appendicite aigüe non 
compliquée, arthrite, ostéomyélite) 

(165) 

Dosage chez les patients sous antibiothérapie efficace (166) 
 

Par ailleurs, la spécificité des dosages �������o�����W���d���‰�}�µ�Œ���o�[�]�v�(�����š�]�}�v���������š� �Œ�]���v�v�����v�[���•�š���‰���•��
parfaite (spécificité de 0,79), ���š���]�o�����•�š���Œ�����}�u�u���v��� �����[�]�v�š���Œ�‰�Œ� �š���Œ��le résultat de dosage de la 
PCT étroitement avec le contexte clinique (142). En effet, il existe des situations cliniques 
non infectieuses où une augmentation non spécifique de la PCT dans la circulation sanguine 
est observée (167,168). Les cas connus de faux positifs sont présentés dans le Tableau 5. 

Tableau 5. Situations de faux positif des dosages de la PCT 

Situation Etudes 
Nouveau-nés dans les premiers jours suivant la naissance (169) 
Insuffisance rénale préterminale ou en cas des séances itératives 
���Z�Z� �u�}���]���o�Ç�•�� 

(167) 

Cancer médullaire de la thyroïde, cancer à petites cellules du 
poumon, carcinoïde 

(168) 

�^�Ç�v���Œ�}�u�������[����tivation macrophagique (170) 
Traumatisme (171) 
Maladie de Kawasaki (172) 
Traitement antirejet par des globulines anti-thymocytes (173) 
Syndrome hyper immunoglobuline IgD (141) 
Infection virale Covid-19 (174) 
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III.2 Méthode de dosage de la procalcitonine  

III.2.1 Méthodes utilisées par les laboratoires de biologie médicale 

A �o�[�Z���µ�Œ���� ��ctuelle, de nombreuses méthodes sont commercialisées pour la 
quantification de la PCT. Ce sont exclusivement des immunoessais dont les caractéristiques 
sont décrites dans le Tableau 6.  
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Tableau 6. Caractéristiques des méthodes de dosage de la PCT disponibles commercialement 

Immunoessai 
(Compagnie) 

Date de la 
première 
autorisation 

Type 
���[���µ�š�}�Œ�]�•���š�]�}�v 

Predicate 
Device  

Instrument Principe technique Anticorps Volume 
���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v  

type de 
matrice 

Gamme 
de 

mesure 
(ng/mL) 

BRAHMS PCT LIA 
(BRAHMS 
Diagnostica) 

2005 FDA 510(k) - 
Marquage CE 

Endotoxin 
Activity Assay 

Luminomètre Immunoluminométrie Deux mAb anti PCT 20 µL  
Se, P 

0.3-500 

BRAHMS PCT 
Sensitive Kryptor 
(BRAHMS 
diagnostica) 

2009 FDA 510(k) �t 
Marquage CE 

BRAHMS PCT 
LIA  

Kryptor Test 
System 

Time-resolved 
amplified cryptate 
emission (TRACE) 
immunoassay 

Sheep anti-PCT pAb cryptate labeled 
Mouse anti-PCT mAb XL665 labeled 

50 µL 
Se, H, E 

0.02-50 

Architect 
BRAHMS PCT 
(Abbott) 

2017 FDA 510(k) �t 
Marquage CE 

BRAHMS PCT 
Sensitive 
Kryptor 

Architect 
i2000SR 

Chimiluminescence  mAb anti-PCT  
mAb anti-�W���d�����}�v�i�µ�P�µ� ���o�[acridinium 

100 µL 
Se, L, K2 

0.02-100 

Vidas BRAHMS 
PCT (Biomérieux) 

2009 FDA 510(k) �t 
Marquage CE 

BRAHMS PCT 
LIA  

Vidas Fluorescence mAb anti-PCT 
mAb anti-�W���d�����}�v�i�µ�P�µ� ���o�[alkaline phosphatase 

200 µL 
Se, L 

0.05-200 

Liaison BRAHMS 
PCT II Gen 
(Diasorin) 

2015 FDA 510(k) �t 
Marquage CE 

BRAHMS PCT 
Vidas 

Liaison Chimiluminescence mAb anti-PCT katacalcine 

�u���������}�v�i�µ�P�µ� �������o�[isoluminol 

225 µL 
Se, L 

0.02-100 

Lumipulse G 
BRAHMS PCT 
(Fujirebio) 

2016 FDA 510(k) �t 
Marquage CE 

BRAHMS PCT 
Sensitive 
Kryptor 

Lumipulse G 
system 

Chimiluminescence mAb anti-PCT 
mAb anti-PCT calcitonine 
mAb anti-PCT ���}�v�i�µ�P�µ� �������o�[alkaline 
phosphatase 

60 µL 
Se, N, L, K2 

0.02-100 

Elecsys BRAHMS 
PCT (Roche 
Diagnostics) 

2009 FDA 510(k) �t 
Marquage CE 

BRAHMS PCT 
Sensitive 
Kryptor 

Cobas e 411 Chimiluminescence mAb anti-PCT greffé aux biotines 
mAb conjugué au ruthenium 

30 µL 
Se, K2, K3, L 

0.02-100 

Atellica IM 
BRAHMS PCT 
(Siemens 
healthcare) 

2018 FDA 510(k) �t 
Marquage CE 

BRAHMS PCT 
Sensitive 
Kryptor 

Atellica IM Chimiluminescence mAb anti-PCT ���}�v�i�µ�P�µ� �������o�[���•�š���Œ��
���[acridiniummAb anti-PCT �P�Œ���(�(� �������o�[�µ�v�]�š� ��
fluorescent 

100 µL 
Se, E, L, N 

0.04-50 
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Alinity I BRAHMS 
PCT (Abbott) 

n.c FDA 510(k) �t 
Marquage CE 

BRAHMS PCT 
Sensitive 
Kryptor 

Alinity i Chimiluminescence mAb anti-PCT 
mAb anti-PCT ���}�v�i�µ�P�µ� �������o�[���•�š���Œ�����[�����Œ�]���]�v�]�µ�u 

150 µL 
Se, E, H 

0.02-100 

Advia Centuar 
BRAHMS PCT 
(Siemens) 

2011 Marquage CE n.c Advia centaur 
XP and CP 

Chimiluminescence mAb anti-PCT co�v�i�µ�P�µ� �������o�[���•�š���Œ�����[�����Œ�]���]�v�]�µ�u 
mAb anti-PCT �P�Œ���(�(� �������o�[�µ�vité fluorescent 

100 µL 
Se, E, H 

0.02-75 

Vitros BRAHMS 
PCT (Ortho Clincal 
Diagnostics) 

n.c Marquage CE BRAHMS PCT 
Sensitive 
Kryptor 

VITROS 3600 Chimiluminescence mAb anti-PCT greffé aux biotines 
mAb anti-PCT greffé à la peroxydase de raifort 

60 µL 
Se, E, L 

0.02-100 

Access PCT 
(Beckman 
Coulter) 

2019 Marquage CE BRAHMS PCT 
Vidas 

UniCel DXI or 
Access 

Chimiluminescence mAb anti-PCT 
mAb anti-PCT ���}�v�i�µ�P�µ� �������o�[���o�l���o�]�v����
phosphatase 

35 µL 
Se, L, K2 

0.01-100 

Diazyme PCT 
(Diazyme 
Laboratories) 

2017 FDA 510(k) �t 
Marquage CE 

BRAHMS PCT 
Vidas 

Olympus 
Beckman 
AU400 
chemistry 

Immunotubidimétrie mAb anti-PCT 15 µL 
Se, E, L 

0.2-52 

Maglumi PCT 
(Shenzhen) 

n.c Marquage CE n.c Maglumi  Chimiluminescence mAb anti-PCTmAb anti-PCT ���}�v�i�µ�P� �������o�[ABEI 40 µL 
Se, E, Ewb 

0.13-100 

Diasys PCT FS 
(Diasys Diagnostic 
GmbH) 

2020 Marquage CE BRAHMS PCT 
Sensitive 
Kryptor 

Cobas c501 
chemistry 
analyzer 

Immunotubidimétrie pAb anti-PCT 10 µL 
Se, L 

0.2-50 

mAb : anticorps monoclonal ; pAb : anticorps polyclonal ;  
Se : sérum ; P : plasma ; H : plasma hépariné ; E : plasma EDTA ; L : plasma hépariné au lithium; K2 : plasma K2EDTA ; N : plasma hépariné au sodium ; K3 : plasma K3EDTA ; Ewb : sang total 
EDTA 
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Les immunoessais reposent sur le principe de reconnaissance immunologique 
spécifique entre un antigène et un anticorps pour former un complexe antigène-anticorps 
�����v�•�� �o���� ���µ�š�� ������ �‹�µ���v�š�]�(�]���Œ�� �o�[���v�š�]�P���v���� �����v�•�� �µ�v�� � ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���}�v�v� . Le choix de l�[���v�š�]���}�Œ�‰�•��
représente donc une étape importante dans le développement et �•�[���À���Œ�� crucial pour les 
performances de la méthode. Un anticorps est une protéine complexe utilisée par le 
système immunitaire pour détecter et neutraliser un agent étranger (appelé antigène) de 
manière spécifique. Il existe �����µ�Æ�� �š�Ç�‰���•�� ���[anticorps : les anticorps monoclonaux et les 
anticorps polyclonaux. C�Z���‹�µ�����š�Ç�‰�������[���v�š�]���}�Œ�‰�•���‰�}�•�•�������������•�� �����Œ�����š� �Œ�]�•�š�]�‹�µ���•�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� ���v��
termes de spécificité et de sensibilité. La plupart des méthodes de dosage de la PCT utilisent 
des anticorps monoclonaux qui reconnaissent spécifiquement un seul épitope de �o�[��ntigène. 
�������š�Ç�‰�������[���v�š�]���}�Œ�‰�•�����•�š donc plus spécifique mais aussi plus difficile à produire. Les anticorps 
polyclonaux, implémentés par seulement deux méthodes (Brahms Kryptor et Diasys Petia 
essais), reconnaissent différents épitopes de �o�[���v�š�]�P���v���� ���š�� �•���� �Œ��connaissance est moins 
impactée par de petits changements structuraux d�[�µ�v��épitope. Ce dernier est donc plus 
�•���v�•�]���o���U�� �u���]�•�� �]�o�� �‰�Œ� �•���v�š���� �‰�o�µ�•�� ������ �Œ�]�•�‹�µ���� ���[���À�}�]�Œ�� �����•�� �Œ� �����š�]�}�v�•�� ���Œ�}�]�•� ���•�X��En général, que ce 
soit avec des anticorps polyclonaux ou monoclonaux, le dosage de la PCT implique 
�o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������������µ�Æ�����v�š�]���}�Œ�‰�• : un anticorps de capture anti-PCT et un anticorps de détection 
anti-�W���d�X�� �>�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� ������ �����‰�š�µ�Œ���� ���•�š��souvent directement greffé sur un support tel que les 
billes magnétiques, la paroi de la plaque de titration ou indirectement via le complexe 
streptavidine-biotine (Elecsys Brahms, Vitros Brahms). Après la reconnaissance entre 
�o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�����š���o�[���v�š�]�P���v���U���o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•����������� �š�����š�]�}�v���‰�}�Œ�š���v�š���µ�v�������v�Ì�Ç�ue ou un réactif qui sert à 
la détection est ajouté pour former un complexe anticorps-antigène-anticorps. Dans 
certaines méthodes de dosage telles que Lumipulse G Brahms, Atellica IM Brahms, Advia 
Centuar Brahms, un troisième anticorps est utilisé pour amplifier les signaux à détecter. Le 
�‰�Œ�]�v���]�‰�����������o�[�]�u�u�µ�v�}essai est illustré sur la Figure 22.  
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Etape 1 : F�]�Æ���š�]�}�v���������o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•���•�µ�Œ���o����
support  

Etape 2 : ��� �‰�€�š���������o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v��
�Î �Œ�����}�v�v���]�•�•���v���������v�š�Œ�����o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•��������
capture et la substance à doser 

 

 

 

 
Etape 3 : Ajout de la solution contenant 
�o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•����������� �š�����š�]�}�v���‰�}�Œ�š���v�š���µ�v����
enzyme ou un réactif 

Etape 4 : ajout de la solution révélatrice 
���}�v�š���v���v�š���µ�v���•�µ���•�š�Œ���š���������o�[���v�Ì�Ç�u�����}�µ�����µ��
réactif 

 

 
 

 
 

Figure 22 : Illustration des ���]�(�(� �Œ���v�š���•��� �š���‰���•�����[�µ�v dosage immunoessai 

�>���� �‰�Œ���u�]���Œ���� � �š���‰���� ���}�v�•�]�•�š���� ���� �(�]�Æ���Œ�� �•�µ�Œ�� �µ�v�� �•�µ�‰�‰�}�Œ�š�U�� �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� ������ �����‰�š�µ�Œ���X�� ���v�•�µ�]�š���U��
�o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���•�š�� ��� �‰�}�•� �X�� �>�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� ������ �����‰�š�µ�Œ���� �Œ�����}�v�v���]�š�� ���o�}�Œ�•��le ou les épitopes de la 
substance à doser. La troisième étape consiste à ajouter une s�}�o�µ�š�]�}�v�����}�v�š���v���v�š���o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•��
de détection. Cet anticorps de détection �P�Œ���(�(� �� ���[�µ�v���� ���v�Ì�Ç�u���� �}�µ�� ���[�µ�v�� �Œ� �����š�]�( se fixe en 
général sur un autre épitope de la substance à doser. La dernière étape consiste à ajouter 
une solution révélatrice contenant un substrat ������ �o�[���v�Ì�Ç�u���� �}�µ�� ���µ�� �Œ� �����š�]�(�� �‰�}�µ�Œ�� �P� �v� �Œ���Œ�� �o���•��
signaux à mesurer. 

 

Les méthodes de dosage de la PCT se distinguent non seulement par le type 
���[���v�š�]���}�Œ�‰�•��utilisé �u���]�•�� � �P���o���u���v�š�� �‰���Œ�� ���[���µ�š�Œ���•�� �����Œ�����š� �Œ�]�•�š�]�‹�µ��s techniques telles que la 
technique de détection, �o�[���v�Ìyme et les réactifs. Les techniques de détection des méthodes 
de dosage de la PCT utilisées en routine appartiennent à quatre catégories différentes : la 
chimiluminescence, la turbidimétrie, la fluorescence et la technique dite « time resolved 
amplified cryptate emission ». 

La chimiluminescence est la technique de détection la plus utilisée pour quantifier la 
PCT en routine. Elle est implémentée dans les essais Architect Brahms, Liasion Brahms, 
Lumipulse Brahms, Advia Brahms, Atellica Brahms, Beckman Access et Maglumi. Le principe 
de la ���Z�]�u�]�o�µ�u�]�v���•�����v������ ���•�š�� �o�[� �u�]�•�•�]�}�v�� ���[un photon lors du retour ���[�µ�v�� � �š���š�� ���Æ���]�š� ������ �o�[� �š���š��
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stable (désexcitation) du produit généré au cours de la réaction chimique (souvent une 
oxydation). La détection par chimiluminescence est considérée comme la plus sensible avec 
une large gamme dynamique de détection grâce à un très faible bruit de fond (175). Les 
techniques reposant sur la chimiluminescence peuvent impliquer différents types de 
réactions chimiques : une réaction ���[�}�Æ�Ç�����š�]�}�v ���]�Œ�����š���� ���µ�� �Œ� �����š�]�(�� �P�Œ���(�(� �� �•�µ�Œ���o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�U��une 
réaction d�[�}�Æ�Ç�����š�]�}�v�������š���o�Ç�•� ���� �‰���Œ�� �o�[���v�Ì�Ç�u���� �P�Œ���(�(� e �•�µ�Œ�� �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� �}�µ��une réaction 
���[�}�Æ�Ç���}�Œ� ���µ���š�]�}�v�� ���µ�� �Œ� �����š�]�(�� �P�Œ���(�(� �� �•�µ�Œ�� �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�X��La réac�š�]�}�v�� ���[�}�Æ�Ç�����š�]�}�v�� ���]�Œ�����š�� est 
abondamment utilisée dans les immunoessais utilisés en routine. Dans ce cas, le réactif est 
�P�Œ���(�(� �� ���]�Œ�����š���u���v�š�� �•�µ�Œ�� �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� ���š��est oxydé en présence de �‰���Œ�}�Æ�Ç������ ���[�Z�Ç���Œ�}gène. Le 
réactif acridinium (Architect Brahms, Atellica Brahms et Advia Brahms) ou le réactif 
isoluminol (Liaison Brahms, Maglumi essai) sont les plus couramment utilisés. L�[�]�v�š���v�•�]�š� �������•��
signaux obtenus par le réactif luminol est 100 fois moins importante que celle obtenue avec 
le réactif acridinium. Quant à l���� �Œ� �����š�]�}�v�� ���[�}�Æ�Ç�����š�]�}�v�� �����š���o�Ç�•� ���� �‰���Œ�� �o�[���v�Ì�Ç�u����greffée sur 
�o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�U�� �o�[���v�Ì�Ç�u���� �‰���Œ�u���š�� ���[���u�‰�o�]�(�]���Œ�� �o���� �Œ� �����š�]�}�v�� �‰�}�µ�Œ�� �P� �v� �Œ���Œ��un produit intermédiaire 
instable. Cette méthode est techniquement similaire à la technique de ���}�•���P���� ���[�]�u�u�µ�v�}-
absorption par enzyme liée (ELISA pour enzyme-linked immunosorbent assay), mais à la 
place des substrats chromogènes, les substrats luminescents sont utilisés. �>�[���v�Ì�Ç�u�����µ�š�]�o�]�•� e 
peut-être la phosphatase alcaline (Lumipulse Brahms, Access essais) ou la peroxydase de 
raifort (Vitros Brahms). Chaque enzyme a son propre substrat, le substrat dit « AMPPD » est 
utilisé pour les essais reposant sur la phosphatase alcaline et le luminol est utilisé pour les 
essais reposant sur la peroxydase de raifort. La dernière sous-catégorie de techniques 
basées sur la chimiluminescence consiste à greffer un complexe de ruthénium sur 
�o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�X�� �>���� ���}�u�‰�o���Æ���� �Œ�µ�š�Z� �v�]�µ�u�� �•�µ���]�š�� �µ�v���� �Œ� �����š�]�}�v�� � �o�����š�Œ�}���Z�]�u�]�‹�µ���� �‰�}�µ�Œ�� �P� �v� �Œ���Œ�� �µ�v��
complexe instable qui émet �������o�����o�µ�u�]���Œ�����‹�µ���v�����]�o���Œ���À�]���v�š�������o�[� �š���š�������������•���X�������š�š����technique 
est implémentée dans la méthode Elecsys Brahms.  

La technique par fluorescence est basée sur le décalage de Stokes entre la longueur 
���[�}�v������ �µ�š�]�o�]�•� �����‰�}�µ�Œ�����Æ���]�š���Œ���o�����(�o�µ�}�Œ�}�‰�Z�}�Œ���� ���š�� �o���� �o�}�v�P�µ���µ�Œ�����[�}�v������ ��������� �š�����š�]�}�v�� ���� �o���‹�µ���o�o���� �o����
lumière est émise par le fluorophore. Le marqueur fluorescent peut-être greffé directement 
�•�µ�Œ�� �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•�� ������ ��� �š�����š�]�}�v�� �}�µ�� �P� �v� �Œ� �� �P�Œ�������� ���� �o���� �Œ� �����š�]�}�v�� ���v�š�Œ���� �o�[���v�Ì�Ç�u���� ���š�� �o���� �•�µ���•�š�Œ���š�X La 
méthode Vidas Brahms quantifie la PCT dans le sérum/plasma par cette technique en 
utilisant �o�[���v�Ì�Ç�u�����‰�Z�}�•�‰�Z���š���•����alcaline greffée �•�µ�Œ���o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•����������� �š�����š�]�}�v�X 

La technique de turbidimétrie consiste à mesurer la �š�µ�Œ���]���]�š� �����[�µ�v�����•�µ�•�‰���v�•�]�}�v���P�Œ��������
���� �µ�v�� �•�‰�����š�Œ�}�u���š�Œ���� �‰���Œ�� �o���� ���]�u�]�v�µ�š�]�}�v�� ������ �o�[�]�v�š���v�•ité du rayon lumineux incident. Cette 
technique met en jeu une �‰�Œ� ���]�‰�]�š���š�]�}�v�� ���v�š�Œ���� �o�[���v���o�Ç�š���� ���� �‹�µ���v�š�]�(�]���Œ�� ���š�� �o���•�� ���v�š�]���}�Œ�‰�•�� ������
précipitation. Cette technique est utilisée pour le dosage de la PCT avec les méthodes 
Diazyme et Diasys PETIA. Ces deux méthodes présentent une sensibilité inférieure par 
rapport aux autres méthodes de dosage de la PCT (176).  

La technique dite « time resolved amplified cryptate emission » est utilisée dans la 
méthode Brahms Kryptor. Elle consiste à mesurer les lumières émises par le complexe 
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antigène-anticorps �‰���v�����v�š���µ�v���š���u�‰�•���‰�Œ�}�o�}�v�P� ���‰���Œ���Œ���‰�‰�}�Œ�š�����µ���š���u�‰�•�����[� �u�]�•�•�]�}�v������ base. Le 
principe est basé sur la transmission de l�[� �v���Œ�P�]�����v�}�v���Œ����iative entre deux entités appelées 
�o�������}�v�v���µ�Œ�����š�� �o�[���������‰�š���µ�Œ���‹�µ�]�� �•�}�v�š�� �P�Œ���(�(� es sur deux anticorps différents. �Y�µ���v���� �o�[���v�š�]���}�Œ�‰�•��
�������o�[���v�š�]�š� �����������‰�š���µ�Œ���v�[���•�š���‰���•���o�]� �������o�����W���d�U���o�[accepteur émet de la lumière pendant un temps 
�š�Œ���•�����}�µ�Œ�š���������o�[�}�Œdre de la nanoseconde s�}�µ�•���o�[���Æ���]�š���š�]�}�v�����[�µ�v���o���•���Œ���������Ì�}�š��. Quand il y a une 
�Œ�����}�v�v���]�•�•���v���������v�š�Œ�����o���•�����v�š�]���}�Œ�‰�•�����š���o�����W���d���‰�}�µ�Œ���(�}�Œ�u���Œ���µ�v�����}�u�‰�o���Æ���U���•�}�µ�•���o�[���Æ���]�š���š�]�}�v�U���]�o��se 
produit �µ�v�� �š�Œ���v�•�(���Œ�š�� ���[� �v���Œ�P�]���� ������ �o�[entité donneuse. Les lumières émises sont donc 
amplifiées et prolongées ������ �o�[�}�Œ���Œ���� ������la microseconde. Le signal mesuré durant ce temps 
�‰�Œ�}�o�}�v�P� �����•�š���‰�Œ�}�‰�}�Œ�š�]�}�v�v���o�������o�����‹�µ���v�š�]�š� ���������o�����W���d�������v�•���o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�X 

Parmi les méthodes de dosage de la PCT, la méthode Brahms Kryptor a été la 
première méthode ���‰�‰�Œ�}�µ�À� ���� �‰���Œ�� �o�[���P���v��e américaine des produits alimentaires et 
médicamenteux (FDA pour Food and Drug Administration) pour son utilisation dans le 
diagnostic du sepsis. Cette méthode a été utilisée pour établir les seuils de décision clinique 
dans le cadre du diagnostic du sepsis. La méthode Vidas Brahms a été, quant à elle, 
approuvée par la FDA pour son utilisation afin de guider le traitement antibiotique chez les 
�‰���š�]���v�š�•�����š�š���]�v�š�•�����µ���•���‰�•�]�•�����š���������o�[�]�v�(�����š�]�}�v���/�ZI. La plupart des méthodes de dosage de la PCT 
partagent la même désignation « Brahms PCT » (Tableau 6), développée par la société 
Brahms GmbH �����v�•�� �o���� ���µ�š�� ���[���u� �o�]�}�Œ���Œ�� �o���� ���}�u�‰���Œ�����]�o�]�š� �� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•��de mesure entre ces 
méthodes. En effet, ces méthodes sont étalonnées par un même étalon fourni par le 
fabricant Brahms GmbH, les résultats obtenus par ces méthodes sont donc raccordés à cet 
étalon commun. Tandis que les autres méthodes telles que la méthode Diazyme PCT, Access 
�W���d�U�� �D���P�o�µ�u�]�� ���š�� ���]���•�Ç�•�� �W���d�� �‹�µ�]�� �v�[appartiennent pas à la désignation Brahms PCT, utilisent 
leur propre étalon pour étalonner leurs propres méthodes, les résultats obtenus par ces 
méthodes ne sont pas donc traçables au même étalon que les méthodes de type « Brahms ». 
Par conséquent, les résultats obtenus par différentes méthodes de routine ne sont pas 
harmonisés vers un étalon commun, comme dans le cas des méthodes Brahms PCT. 

�>���� �š���u�‰�•�� ���[���v���o�Ç�•���� ������ �����•�� �]�u�u�µ�v�}���•�•���]�•�� ���•�š�� �Œ���o���š�]�À��ment court, moins de 30 
minutes, cependant ce temps est augmenté par les différentes étapes d�[�µ�v�� ���Æ���u���v�� ������
biologie médicale classique. Afin de répondre au besoin de diagnostic précoce et de gagner 
du temps sur le processus décisionnel clinique pour le diagnostic du sepsis, des méthodes 
���[���v���o�Ç�•���� ��� �o�}�����o�]�•� ���•��dites « point of care tests » (POCT) ont été développées (Tableau 7). 
Le principal avantage des POCT est de réaliser des tests à proximité directe du patient en 
déposant des gouttes de sang �•�µ�Œ�� �µ�v�� �o�����š���µ�Œ�����[���v���o�Ç�•�������š�� ���[�}���š���v�]�Œ��directement le résultat 
dans un délai ���[���v�À�]�Œ�}�v���î�ì���u�]�v�µ�š���•. De plus, un autre avantage des POCT est que ces tests 
peuvent être réalisés par du �‰���Œ�•�}�v�v���o�� �v�}�v���v� �����•�•���]�Œ���u���v�š���(�}�Œ�u� �� ���v�� �o�����}�Œ���š�}�]�Œ�������[���v���o�Ç�•����
de biologie médicale (177). 
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Tableau 7. Les tests dits « Point of care » POCT disponible pour le dosage de la PCT 

�d���•�š�•���Z�W�}�]�v�š���}�(�������Œ���[���~�&�����Œ�]�����v�š�• 
BRAHMS PCT Direct (Thermo Scientific) 
BRAHMS PCT Samsung IB (Samsung) 
AQT90 Flex PCT (Radiometer) 
One step test PCT (Getein) 
iChroma PCT (Boditech) 
ABSOGEN PCT (Bumyoungbio) 
TIRF POCT (Helmholtz Zentrum Müchen) 
Diazyme PCT POC Test Kit (Diazyme Laboratories) 

 

La PCT est quantifiée par un nombre important de méthodes immunoessais en routine. 
Cependant, ces méthodes se différencient par de nombreuses caractéristiques techniques et 
performances. Ces différences pourraient être une source de variabilité des résultats 
obtenus par ces méthodes.  

 

III.2.2 Autres méthodes de dosage de la PCT 

Au cours des dernières années, la quantification de la PCT dans les matrices 
biologiques (sérum, plasma) a fait le sujet de nombreux travaux de recherche (178�t182). Ces 
méthodes utilisent des anticorps pour purifier sélectivement la PCT et quantifient par 
���]�(�(� �Œ���v�š���•�� �š�����Z�v�]�‹�µ���•�� �š���o�o���•�� �‹�µ���� �o�[� �o�����š�Œ�}���Z�]�u�]���U��la résonance des plasmons, 
�o�[�]�v�š���Œ�(� �Œ�}�u� �š�Œ�]�����‰�Z�}�š�}�v�]�‹�µ��, entre autres. Parmi ces projets, il est important de noter deux 
projets de quantification par spectrométrie de masse couplée à la chromatographie liquide 
haute performance (LC-MS). Le premier projet a été mené par Krastins et al. en 2013 (183). 
�>���•�� ���µ�š���µ�Œ�•�� �}�v�š�� ��� �À���o�}�‰�‰� �� �µ�v���� �u� �š�Z�}������ ������ �‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� �•�]�u�µ�o�š���v� ���� ���[�µ�v�� �‰���v���o�� ������
biomarqueurs de nombreuses pathologies dans le sérum et le plasma, dont la PCT. Dans 
cette étude, une limite de détection de 1 ng/mL a été obtenue �����‰���Œ�š�]�Œ�����[�µ�v���À�}�o�µ�u�������[���•�•���]��
���[�í �u�>�� ������ �•� �Œ�µ�u�l�‰�o���•�u���� �•�µ�]�À�]�� ���[�µ�v���� � �š���‰���� ���[�]�u�u�µ�v�}-���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���š��
���[�µ�v���� ���]�P���•�š�]�}�v�� ���v�Ì�Ç�u���š�]�‹�µ���� �‰���Œ�� �o���� �š�Œ�Ç�‰�•�]�v���� ���À���v�š�� �o�[���v���o�Ç�•���� �‰���Œ�� �>��-MS (183). Le second 
projet de quantification de la PCT par LC-MS a été mené par Dubois et al. en 2019. Une 
limite de quantification de 0,1 ng/mL a été observée ���À������ �µ�v�� �À�}�o�µ�u���� ������ �‰�Œ�]�•���� ���[���•�•���]�� ������
100 µL seulement (184)�X�� ���}�v�š�Œ���]�Œ���u���v�š�� ���µ�� �‰�Œ���u�]���Œ�� �‰�Œ�}�i���š�U�� �o�[� �š���‰���� ���� préparation de 
�o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���•�š�� �‰�Œ�]�v���]�‰���o���u���v�š�� �Œ� ���o�]�•� ���� ���µ�� �v�]�À�����µ�� �‰���‰�š�]���]�‹�µ���� ���‰�Œ���•�� �o���� ���]�P���•�š�]�}�v��
enzymatique des protéines en utilisant les anticorps anti-peptides de type SISCAPA. Ces 
���]�(�(� �Œ���v�š���•�� ���‰�‰�Œ�}���Z���•�� ������ �‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v�� �����•�� � ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�� ���š�� ���[���v���o�Ç�•���� �‰���Œ�� �>��-MS seront 
détaillées dans la section A.IV.4.  
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IV.1 Sérum et protéines du sérum 
�>���•�� �u���š�Œ�]�����•�� ���]�}�o�}�P�]�‹�µ���•�� �š���o�o���•�� �‹�µ���� �o���� �•���v�P�� �~�•� �Œ�µ�u�l�‰�o���•�u���•�U�� �o�[�µ�Œ�]�v���� ���š�� �o���� �o�]�‹�µ�]������

��� �‰�Z���o�}�Œ�����Z�]���]���v�� �•�}�v�š�� �����•�� �•�}�µ�Œ�����•�� �š�Œ���•�� �Œ�]���Z���•�� ���v�� �]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�•�� �‹�µ�]�� �Œ���(�o���š���v�š�� �o�[� �š���š��
physiologique et physiopath�}�o�}�P�]�‹�µ�����������o�[�}�Œ�P���v�]�•�u���X���>�[���v���o�Ç�•���������•�����}�u�‰�}�•� �•�����]�Œ���µ�o���v�š�•�������v�•��
ces matrices est un outil très efficace pour le diagnostic, le pronostic, et le suivi du 
traitement de différentes maladies (185). La détection et la quantification des protéines 
���[�]�v�š� �Œ�!�š�����]�}�o�}�P�]�‹�µ�������š�����o�]�v�]�‹�µ���U���•�}�µ�À���v�š���‰�Œ� �•���v�š���•�����v���(���]���o�������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�U���Œ���‰�Œ� �•���v�š��nt un 
défi en rai�•�}�v�� ������ �o���� �‰�Œ� �•���v������ ������ �u�]�o�o�]���Œ�•�� ���[���µ�š�Œ���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���� �����•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•��étendues 
sur une très large gamme dans ces fluides biologiques. Le degré de complexité dépend du 
type de matrices biologiques utilisées. En effet, la concentration journalière des protéines 
secrétées dans �o�[�µ�Œ�]�v����est ���[environ 10 à 300 mg/1,5L/jour (186), la concentration protéique 
dans le liquide céphalorachidien est ���[environ de 0,25 mg/mL (187), tandis que la 
concentration protéique �����v�•�� �o���� �•� �Œ�µ�u�l�‰�o���•�u�������•�š�������� �o�[�}�Œ���Œ����de 60 �t 80 mg/mL (188). Une 
étude réalisée avec plus de 20 �ì�ì�ì�� � ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�� ������ �‰���š�]���v�š�•�� ���� �‰���Œ�u�]�•�� ���[���•�š�]�u���Œ�� �‹�µ���� �o����
concentration totale de protéines sériques se situe entre 22 et 102 mg/mL (189). Le sang 
total, le plasma et le sérum sont considérés comme les matrices les plus utilisées dans les 
analyses en biologie médicale (190), car elles contiennent la plupart des protéines produites 
dans le corps (191) et elles fournissent les informations les plus complètes concernant les 
conditions physiologiques et pathologiques d�[�µ�v�� �]�v���]�À�]���µ�X Cependant, la complexité de la 
composition de ces matrices présente de nombreux obstacles dans le développement de la 
�u� �š�Z�}���������[���v���o�Ç�•���X���^���o�}�v���o���������Œ�v�]���Œ���Œ���‰�‰�}�Œ�š�����µ���‰�Œ�}�i���š���•�µ�Œ���o�����‰�Œ�}�š� �}�u�����‰�o���•�u���š�]�‹�µ�����Z�µ�u���]�v��
(dit The Human Plasma Proteome Project) publié e�v�� �î�ì�í�ó�� �‰���Œ�� �o�[�}�Œ�P���v�]�•���š�]�}�v�� ���µ�� �‰�Œ�}�š� �}�ue 
humain (HUPO), plus de 4 800 protéines ont été détectées dans le plasma humain ce qui 
représente environ 20 % de la totalité de protéines humaines (192,193). Un autre challenge 
�‰�}�µ�Œ���o�[� �š�µ�����������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���•� �Œ�]�‹�µ���•�l�‰�o���•�u��tiques ���•�š���o�����o���Œ�P�����P���u�u�������Ç�v���u�]�‹�µ���U���i�µ�•�‹�µ�[�����í�î��
ordres de grandeur, entre les protéines les plus abondantes et les moins abondantes 
(194,195)�X�� �>�[���o���µ�u�]�v���� ���•�š�� �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �o���� �‰�o�µ�•�� �����}�v�����v�š���� ���š�� �Œ���‰�Œ� �•���v�šante plus de 50 % des 
protéines sanguines. Les dix protéines les plus abondantes telle�•�� �‹�µ���� �o�[���o���µ�u�]�v���U�� �o���•��
immunoglobulines G, A et M, la transferrine�U�� �o���� �(�]���Œ�]�v�}�P���v���U�� �o�[�r-2-�u�����Œ�}�P�o�}���µ�o�]�v���U�� �o�[�r-1-
antitrypsine, le complément C3 et �o�[�Z���‰�š�}�P�o�}���]�v�����Œ���‰�Œ� �•���v�š���v�š���‰�Œ���•�‹�µ�����õ�ì % de la quantité 
totale des protéines plasmatiques/sériques (196) (Figure 23). Douze autres protéines 
représentent 90 % des 10 % restant (196). Un nombre important de protéines présentant un 
intérêt clinique sont donc des protéines de faible abondance, et font partie de la fraction 
représentant moins de 1 % des protéines totales.  
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Figure 23. Distribution des protéines sériques/plasmatiques 

�>�[���o���µ�u�]�v���� ���•�š�� �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� �o���� �‰�o�µ�•�� �����}�v�����v�š���� ���À������ �‰�o�µ�•�� ������ �ñ�ì % de la quantité totale des protéines 
sériques/plasmatiques. Les protéines de moyenne et faible abondance ne représentent que 10 % de 
la quantité totale des protéines. La plupart des biomarqueurs sont des protéines de faible abondance 
présentes dans la fraction représentant 1 % de la quantité totale de protéine.  
 

Outre les protéines, les matrices sériques/plasmatiques contiennent également 
���[���µ�š�Œ���•�� ���}�u�‰�}�•� �•�� �š���o�•�� �‹�µ���� �o���•�� �•�µ���Œ���•�� �~�•�ì�U�ô�� �u�P�l�u�>�•�� ���š�� �o���•�� �o�]�‰�]�����•�� �~�•�ò�� �u�P�l�u�>�•�X�� ������ �•�}�v�š�� �����•��
composés qui peuvent potentiellement générer des interactions indésirables lors de la 
pr� �‰���Œ���š�]�}�v�� ���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���š��des effets suppresseurs dans la détection en spectrométrie de 
masse (186). 

Le choix de matrice entre sérum ou plasma est important car ces deux matrices 
présentent des caractéristiques différentes (Figure 24). Pour la préparation du sérum, le 
sang total est prélevé dans un tube sec, dans lequel le sang coagule rapidement pour donner 
un caillot contenant de la fibrine et des cellules sanguines telles que les globules rouges, les 
globules blancs et les plaquettes. Après une centrifugation, la structure de départ de 
coagulum est perdue pour créer deux phases : une phase liquide appelée sérum et phase 
solide appelée agrégat, qui contient de la fibrine et des cellules sanguines. Quant au plasma, 
il est obtenu par un prélèvement de sang total dans un tube contenant des agents anti-
���}���P�µ�o���v�š�•�����(�]�v�����[���u�‰�!���Z���Œ���o�������}���P�µ�o���š�]�}�v�X�����‰�Œ���•�������v�š�Œ�]�(�µ�P���š�]�}�v�U���o���•�������o�o�µ�o���• sanguines sont 
culottées au fond du tube, tandis que le surnageant correspond au plasma. Par conséquent, 
contrairement au sérum, le plasma contient des fibrinogènes et des agents anti-coagulants. 
Les agents anti-coagulants, les plus couramment utilisés so�v�š���o�[�����]������� �š�Z�Ç�o���v�����š� �š�Œ��-acétique 
�~�����d���•�U���o�������]�š�Œ���š�����������•�}���]�µ�u���}�µ���o�[�Z� �‰���Œ�]�v�����������o�]�š�Z�]�µ�u�X���>�������Z�}�]�Æ�������•�����P���v�š�•�����v�ši-coagulants est 
�]�u�‰�}�Œ�š���v�š�������Œ���]�o���‰���µ�š���]�u�‰�����š���Œ���o�����Œ� �•�µ�o�š���š�����[���v���o�Ç�•���X�����v�����(�(���š�U���•���o�}�v���µ�v����� �š�µ�������������,�•�]���Z��et al. 
sur les protéines plasmatiques de faibles masses moléculaires (< 24 KDa), plus de 78 % du 
nombre de pics observés par la technique de spectrométrie de masse MALDI-TOF a un 
coefficient de variation supérieur à 20 �9�� ���v�š�Œ���� �o���•�� �š�Œ�}�]�•�� �š�Ç�‰���•�� ���[���P���v�š�•�� �~�����d���U�� �Z� �‰���Œ�]�v���� ���š��
citrate). (197). 
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Figure 24. Comparaison du sérum et du plasma 

Le sérum est obtenu après une centrifugation du sang total prélevé pour séparer le liquide de 
�o�[���P�Œ� �P���š�� ���}�v�š���v���v�š�� ������ �o���� �(�]���Œ�]�v���� ���š�� �����•�� �����o�o�µ�o���•�� �•���v�P�µ�]�v���•�X�� �>���� �‰�o���•�u���� ���•�š�� �}���š���v�µ�� ���‰�Œ���•�� �µ�v����
centrifugation du sang total recueilli dans un tube contenant des agents anti-coagulants. Par rapport 
au sérum, le plasma contient en plus des protéines fibrinogènes et des facteurs de coagulation. 
 

�����v�•�� �o���� �����•�� �]��� ���o�U�� �•�]�� �o���•�� ���P���v�š�•�� ���v�š�]���}���P�µ�o���v�š�•�� �v�[�]�v�š���Œ�(���Œ���v�š��pas dans le processus 
���[���v���o�Ç�•���U���o�����‰�o���•�u�������•�š�����}�v�•�]��� �Œ� �� ���}�u�u���� �o�� �u���š�Œ�]������ �o���� �‰�o�µ�•�� �Œ���‰�Œ� �•���v�š���š�]�À���� ������ �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v��
réel (198). Le sérum est une matrice plus souvent utilisée que le plasma pour les dosages en 
�Œ�}�µ�š�]�v���� �����v�•�� �o���•���‰���Ç�•�������� �o�[���µ�Œ�}�‰�������µ�� �E�}�Œ���U���•���o�}�v�� �o���•�� ���}�v�v� ���•�������� �î�ì�í�ò��(198). Cependant, le 
choix entre le sérum et le plasma joue un rôle important dans les analyses en LC-MS et 
immunoessais (199,200). Pour un analyte donné, une différence entre les résultats peut être 
observée entre ces deux types de 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 
�‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���•�� ������ �o�[�]�v�(�o���u�u���š�]�}�v�U�� �•���µ�o���u���v�š�� �í�ì�� ���]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ�•�� �•�}�v�š�� �‹�µ���v�š�]�(�]� �•�� ������ �(açon 
équivalente entre le sérum et le plasma (200). De plus, les auteurs ont également montré 
que les concentrations mesurées de 22 protéines ne sont pas bien corrélées entre ces deux 
types de matrices (200). Le type de matrice peut également influencer la stabilité des 
analytes qui est un facteur critique pour les analyses de biologie médicale. En effet, selon 
une étude de Zimmermann et al. sur la stabilité de la protéine HSP 27 (Heat Shock Protein 
�î�ó�•�U�� �µ�v���� �‰���Œ�š���� ���o�o���v�š�� �i�µ�•�‹�µ�[���� �ð�ñ % de la quantité de HSP 27 initiale est observée après 6 
heures de stockage à 4°C dans les échantillons plasma/EDTA, tandis que la concentration de 
HSP 27 est stable dans le sérum. De plus, une augmentation d�[�µ�v�� �(�����š���µ�Œ 3,1 de la 
concentration de HSP 27 a été rapportée dans le cas de plasma ayant subi un cycle 
congélation-��� ���}�v�P� �o���š�]�}�v�U�����o�}�Œ�•���‹�µ���������š�š�������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v���v�[���•�š���‰���•���]�u�‰�����šée dans le sérum 
dans les mêmes conditions (201). Enfin, certaines cellules telles que les leucocytes, les 
érythrocytes et les plaquettes, ainsi que ses débris de dégradation sont retrouvées dans le 
�‰�o���•�u�������‰�Œ���•���o�[� �š���‰���������������v�š�Œ�]�(�µ�P���š�]�}�v (202). La présence de ces cellules dans le plasma peut 
promouvoir le processus de métabolisme des analytes, donc induire une potentielle 
dégradation des analytes. Par conséquent, en fonction de la matrice utilisée, les résultats 

Sérum Plasma 
Sans anticoagulants Anticoagulants nécessaires 
Sans fibrinogène Présence de fibrinogène 
Sans cellules sanguines Possible présence de 

plaquettes et de globules 
blancs 
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obtenus peuvent varier et risquent ���[�]�v�š�Œ�}���µ�]�Œ���� �����•�� ���Œ�Œ���µ�Œ�•�� �����v�•�� �o���� �‰�Œ�]�•���� ���v�� ���Z���Œ�P���� �����•��
patients, il est donc important de déterminer le type de matrice utilisé dans la définition du 
mesurande (voir A.I.3.4). Au vu de ses nombreux avantages, le sérum a été sélectionné pour 
le travail de cette thèse. Dans une telle matrice, l���� �‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ����
faible concentration représente un défi important. Il est donc crucial de réduire la 
complexité de ces � ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�� ���À���v�š�� �o�[���v���o�Ç�•�� pour pouvoir accéder aux informations des 
�‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ������ �(���]���o���� �����}�v�����v�����X�� �������]�� ���•�š�� ���v�� �‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ�� �À�Œ���]�� �����v�•�� �o���� �����•�� ���[�µ�v���� ���v���o�Ç�•���� �‰���Œ��
spectrométrie de masse, qui fait �o�[�}���i���š�������������š�š�����š�Z���•���X 

 

IV.2 Quantification par chromatographie en phase liquide couplée à la 
spectrométrie de masse  

IV.2.1 Séparation par 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 basé sur l�[élution 
différentielle des analytes 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 protéines par spectrométrie de 
masse grâce à sa facilité de couplage avec le spectromètre de masse. De plus, pour les 
colonnes en phase liquide, il existe une large gamme de phases stationnaires se basant sur 
�o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� �Z�Ç���Œ�}�‰�Z�}�����U�� �o�[� ���Z���v�P���� ���[�]�}�vs �}�µ�� �o�[���Æ���o�µ�•ion stérique. Parmi ces types de 
séparation, la chromatographie à 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 à base des particules de silice couplées de façon covalente à des 
greffons de chaines alkyles (C4, C8, C�í�ô�U�� �Y�•�X�� �>���•�� �À���Œ�]� �š� �•�� �����•�� �‰���Œ�š�]���µ�o���•�� ���v�� �š���Œ�u���•�� ������
diamètre et de taille des pores permettent donc de sélectionner une phase adaptée pour 
obtenir la meilleure capacité de séparation �����•�����v���o�Ç�š���•�X���>�[� �o�µ�š�]�}�v�������•�����v���o�Ç�š���•�����•�š�����(�(�����š�µ� ����
�P�Œ�������� ���� �µ�v�� �P�Œ�����]���v�š�� ������ �‰�Z���•���� �u�}���]�o���� ���[�µ�v�� �u� �o���v�P���� ������ �v���š�µ�Œ���� �Z�Ç���Œ�}-organique (eau, 
����� �š�}�v�]�š�Œ�]�o���� �}�µ�� �u� �š�Z���v�}�o�•�X�� �>���� �‰�Z���•���� �u�}���]�o���� ���•�š�� ���v�� �P� �v� �Œ���o�� �š���u�‰�}�v�v� ���� ���(�]�v�� ���[���u� �o�]�}�Œ���Œ�� �o����
séparation chromatographique ���š�� �o�[�]�}nisation des analytes dans la source du spectromètre 
de masse tout en contrôlant leur état de protonation. De plus, plusieurs classes de colonnes 
chromatographiques peuvent être définies en fonction de leur diamètre interne micro HPLC, 
capillaire HPLC et nano HPLC (Tableau 8). 

Tableau 8. Classification de type de colonne chromatographique liquide en fonction de diamètre 
interne 

Type de colonne LC Diamètre interne Débit  
Nano HPLC 25-100 µm 50-800 nL/min 
Capillaire HPCL 100-1000 µm 0.4-200 µL/min 
Micro HPLC 1.0-2.1 mm 50-1000 µL/min 
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La réduction du diamètre interne de la colonne HPLC permet une amélioration de la 
�•���v�•�]���]�o�]�š� �� ���[���v���o�Ç�•���� ���š�� ���]�v�•�]�� ������ �Œ� ���µ�]�Œ���� �o���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ���[� chantillon nécessaire. En effet, une 
étude Zhu et al. en 2017 a rapporté �µ�v���P���]�v�����[�µ�v���(�����š���µ�Œ���ï�����v���]�v�š���v�•�]�š� ��������signal détecté et 
de plus de 32 �9�� ���v�� �v�}�u���Œ���� ������ �‰���‰�š�]�����•�� �]�����v�š�]�(�]� �•�� ���v�� �‰���•�•���v�š�� ���[�µ�v�� ���]���u���š�Œ���� �]�v�š���Œ�v���� ������
75 µm à 30 µm (203)�X�����v���}�µ�š�Œ���U���o�[� �š�µ���������������µ���}�]�•���•�µ�Œ���o���•�����]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ�•���‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���•�����µ���•���‰�•�]�•��
a montré une amélioration moye�v�v���� ���[�µ�v�� �(�����š���µ�Œ��9 des signaux détectés lorsque les 
échantillons sont analysés par le système capillaire LC-MS/MS de 0,3 mm de diamètre 
interne en comparaison avec le système conventionnel (2,1 mm) (184)�X�� �>�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������
colonnes �������(���]���o�������]���u���š�Œ���������‰���Œ�u�]�•�����[���u� �o�]�}�Œ���Œ���í�ì���(�}�]�•���o�����o�]�u�]�š�����������‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v���~�î���v�P�l�uL 
versus 20 ng/mL) selon une étude de Wilffert et al. (204,205). De plus, la réduction du 
diamètre interne de la colonne HPLC peut améliorer grandement la limite de quantification 
en combinant �o���� �u�}������ ���[���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š���‰���Œ���]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� �� ���µ�� �v�]�À�����µ�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•��ou au 
niveau des peptides. En effet, une limite de quantification de 7 pg/mL a été rapportée par 
Neubert et al. pour la quantification de la protéine �,�t -NGF en combinan�š�� �o�[�]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� ��
au niveau peptidique et le mode nano-LC (206). 

 

IV.2.2 Détection par spectrométrie de masse 
La spectrométrie de masse est de plus en plus utilisée en protéomique pour la 

quantification des biomarqueurs en raison de ses nombreux avantages, en particulier la 
spécificité par rapport aux �š�����Z�v�]�‹�µ���•�� ���[�]�u�u�µ�v�}���•�•���]s. Cette technique permet de 
déterminer l�����Œ���‰�‰�}�Œ�š���u���•�•�����•�µ�Œ�����Z���Œ�P�����~�u�l�Ì�•�����[�µ�v�����v���o�Ç�š�������Z���Œ�P� �������o�[� �š���š���P���Ì���µ�Æ�X���>�����‰�Œ�]�v���]�‰����
de la spectrométrie de masse est illustré dans la Figure 25.Le spectromètre de masse peut 
être décomposé en 3 parties : une source, un analyseur et un détecteur. 

 

Figure 25. Principe de la détection en spectrométrie de masse 

L�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v��est introduit dans la source du spectromètre de masse, et les molécules sont ionisées et 
volatilisées. Un ou plusieurs analyseurs séparent ensuite ces différents ions produits selon leur 
rapport masse sur charge m/z. Le détecteur convertit finalement les signaux générés par les ions en 
signaux électriques, et enfin un système de traitement des données produit les spectres de masse 
correspondants 

En spectrométrie de masse, il ex�]�•�š�������]�(�(� �Œ���v�š�•�� �š�Ç�‰���•�� ������ �•�}�µ�Œ���������š�����[���v���o�Ç�•���µ�Œ�U���•���µ�o�•��
ceux utilisés dans les travaux de cette thèse sur un instrument de type Orbitrap seront 
décrits ci-dessous.  

�>���� �•�}�µ�Œ������ ���[�]�}�v�]�•���š�]�}�v�� �‰���Œ�� � �o�����š�Œ�}-nébulisation (ESI pour electrospray ionisation) est une 
te���Z�v�]�‹�µ���� ���[�]�}�v�]�•���š�]�}�v�� ���� �‰�Œ���•�•�]�}�v�� ���š�u�}�•�‰�Z� �Œ�]�‹�µ�� (Figure 26). Cette technique ���[�]�}�v�]�•���š�]�}�v��
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douce �‰���Œ�u���š�� ���[���v���o�Ç�•���Œ�� �o���•�� ���v���o�Ç�š���•�� �]�v�š�����š�•�� �š�}�µ�š�� ���v�� � �À�]�š���v�š��leur fragmentation. Les ions 
sont produits en phase gazeuse en faisant passer le liquide à travers un capillaire métallique 
porté à une tension continue de plusieurs kilovolts. Les gouttelettes chargées sont formées 
�•�}�µ�•�� �o�[�����š�]�}�v�� ���[�µ�v�� ���Z���u�‰�� � �o�����š�Œ�]�‹�µ�� (positif ou négatif). La taille des gouttelettes chargées 
di�u�]�v�µ�������v�•�µ�]�š�����i�µ�•�‹�µ�[�����o�����(�}�Œ�u���š�]�}�v�������•���]�}�v�•�����v���‰�Z���•e gazeuse par évaporation du solvant 
et explosions coulombiennes successives. Le processus de désolvatation est assisté par 
chauffage et �‰���Œ���µ�v���(�o�µ�Æ�����[���Ì�}�š�� qui permet ���[� �o�]�u�]�v���Œ les solvants résiduels pour que seuls 
les ions désolvatés en phase gazeuse soient transmis dans �o�[���v���o�Ç�•���µ�Œ via le capillaire de 
transfert dans la source utilisée dans notre étude. 

 

  

Figure 26. Mécanisme de formation des ions en phase gazeuse par l'électronébulisation (ESI) (207) 

�>���•���P�}�µ�š�š���o���š�š���•���•�}�v�š���(�}�Œ�u� ���•���‰���Œ���o�����o�]�‹�µ�]���������Œ�Œ�]�À���v�š���•�}�µ�•���o�[���(�(���š de la haute tension. Ces gouttelettes 
subissent un���� ��� �•�}�o�À���š���š�]�}�v�� �‰�Œ�}�P�Œ���•�•�]�À���� �‰���Œ�� �µ�v�� �(�o�µ�Æ�� ���[���Ì�}�š���� ���Z���µ�(�(� �� �‰�}�µ�Œ�� �(�}�Œ�u���Œ�� �����•�� �]�}�v�•�� ���v�� �‰�Z���•����
gazeuse.  

De plus, il est possible de miniaturiser ce dispositif. La source nano-électrospray 
(nanoESI) permet ���[���v���o�Ç�•���Œ�� ������ �(���]���o���•�� �À�}�o�µ�u���•�� ���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v en raison de faible diamètre 
(inférieur à 100 µm) et de travailler avec de faibles débits (inférieurs à 800 nL/min. Le 
�Œ���v�����u���v�š�� ���[�]�}�v�]�•���š�]�}�v�� ���•�š�� ���u� �o�]�}�Œ� �� �����Œ�� ������ �‰�o�µ�•�� �‰���š�]�š���•�� �P�}�µ�š�š���o���š�š���•�� �•�}�v�š�� �(�}�Œ�u� ���•�X�� �����o����
perme�š�� ���v�(�]�v�� ���[���µ�P�u���v�š���Œ�� �o���� �•���v�•�]���]�o�]�š� �X��Après avoir été produits en source, les ions sont 
�š�Œ���v�•�(� �Œ� �•�� �À���Œ�•�� �o�[���v���o�Ç�•���µ�Œ�� ������ �u���•�•���X�� �/�o�� ���Æ�]�•�š���� �‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•�� �š�Ç�‰���•�� ���[���v���o�Ç�•���µ�Œ�•�� �š���o�•�� �‹�µ���� �o����
quadripôle�U�� �o�[�}�Œ���]�š�Œ���‰�U�� �o�[���v���o�Ç�•���µ�Œ�� ���� �š���u�‰�•�� ������ �À�}�o�U�� �o���� �‰�]���P���� �o�]�v� ���]�Œ��. Les deux analyseurs 
utilisés pour ces travaux sont décrits ci-dessous : 

�>�[���v���o�Ç�•���µ�Œ��quadripôle sépare les ions en fonction de leur m/z par la stabilité des 
trajectoires dans un champ électrique (Figure 27). Ce principe a été introduit par Paul et 
Steinwedel en 1953. Le quadripôle est composé de quatre barreaux métalliques parallèles 
dont les potentiels électriques appliqués sont égaux deux à deux sur les deux barreaux 
disposés en vis-à-�À�]�•�U���•�Ç�u� �š�Œ�]�‹�µ���u���v�š���}�‰�‰�}�•� �•���•���o�}�v���o�[���Æ������������� �‰�o�������u���v�š�������•���]�}�v�•�X���>���•���]�}�v�•��
oscillent entre les barreaux grâce à la composante alternative de la tension électrique 
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appliquée. A un instant donné, les deux barreaux situés dans le plan xOz sont portés au 
potentiel positif alors que les autres barreaux sont au potentiel négatif. Pour un champ 
quadripolaire constant, une composante variable provoque une variation du champ selon un 
���Æ�����‰���Œ�‰���v���]���µ�o���]�Œ���������o�[���Æ������������� �‰�o�������u���vt. Il y a donc deux types de trajectoire possibles au 
sein du quadripôle : une trajectoire stable et une instable. La trajectoire stable guide les ions 
vers le détecteur, tandis que les ions qui parcourent les trajectoires instables sont écartés de 
�o�[���Æ���� ��e déplacement ���š�� �v�[���š�š���]�P�v���v�š�� �‰���•�� �o���� ��� �š�����š���µ�Œ. En appliquant des tensions 
prédéfinies, le quadripôle �i�}�µ���� �µ�v�� �Œ�€�o���� ������ �(�]�o�š�Œ���� �����•�� �]�}�v�•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š m/z. Inversement, si la 
composante de tension continue appliquée est nulle, le quadripôle agit comme un guide 
d�[ions avec un guide de type radiofréquence (mode RF-only�•�X�� �����v�•�� �o���� �����•�� ���[�µ�v�� �����o���Ç���P���� ������
différentes tensions, une large gamme de m/z sera transmise séquentiellement pour établir 
un balayage de masse complet (mode fullscan).  

 

Figure 27. Analyseur quadripôle (208) 

Les ions entrant dans le quadripôle avec une faible énergie cinétique suivent une trajectoire pseudo-
�•�]�v�µ�•�}�b�����o���� �•�}�µ�•�� �o�[�]�v�(�o�µ���v������ ���[�µ�v��champ quadripolaire entre les quatre barreaux métalliques 
parallèles. 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 éjectés du quadripôle.  

 

�>�[���v���o�Ç�•���µ�Œ�� �K�Œ���]�š�Œ���‰�� ���� � �š� �� ��� �À���o�}�‰�‰� �� �‰���Œ�� �D���l���Œ�}�À�� �����v�•�� �o���•�� ���v�v� ���•�� �õ�ì�X���>�[���v���o�Ç�•���µ�Œ��
�K�Œ���]�š�Œ���‰�� ���•�š�� ���}�u�‰�}�•� �� ���[�µ�v����� �o�����š�Œ�}������ �]�v�š���Œ�v���� ���v�� �(�}�Œ�u���� ������ �(�µ�•�����µ�� �‰�o����� ���� ���� �o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ�� ������
deux électrodes externes creuses symétriques (Figure 28). 

 

Figure 28. Analyseur Orbitrap (209) 
Les ions sont injectés et piégés autour de �o�[� �o�����š�Œ�}������ �]�v�š���Œ�v����en forme de fuseau (a) situant à 
�o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ�������������µ�Æ��� �o�����š�Œ�}�����•�����Æ�š���Œ�v���•�����Œ���µ�•���•���~���•. Les ions poursuivent un mouvement composé de 
trois modes de trajectoires (1 circulaire et 2 oscillatoires). Z et r sont des coordonnées cylindriques. 
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Les ions sont injectés tangentiellement dans �o�[���•�‰���������•� �‰���Œ���v�š���o���•�������µ�Æ���‰���Œ�š�]���•��������
�o�[� �o�����š�Œ�}������ ���Æ�š���Œ�v���� ��ans un champ électrostatique quadripolaire selon �o�[���Æ���� �Ì�� �����•��
� �o�����š�Œ�}�����•�X�� �>���•�� �]�}�v�•�� �•�}�v�š�� ���}�v���� �‰�]� �P� �•�� ���µ�š�}�µ�Œ�� ������ �o�[� �o�����š�Œ�}������ �]�v�š���Œ�v���� �‰���Œ�� �o���� �(�}�Œ������
électrostatique et contrebalancés par la force centrifuge. Le mouvement des ions suit trois 
trajectoires : une tra�i�����š�}�]�Œ���� ���]�Œ���µ�o���]�Œ���� ���µ�š�}�µ�Œ�� ������ �o�[� �o�����š�Œ�}������ �]�v�š���Œ�v���� �����v�•�� �o���� �‰�o���v�� �Æ�Ç�U�� �µ�v����
�š�Œ���i�����š�}�]�Œ���� �}�•���]�o�o���š�}�]�Œ���� �•�µ�]�À���v�š�� �o�[���Æ���� �Ì�� ���š�� �µ�v���� �š�Œ�}�]�•�]���u���� ���}�u�‰�}�•���v�š���� ���[�}�•���]�o�o���š�]on selon le 
rayon de giration. La fréquence des oscillations axiales est inversement proportionnelle à 
la racine carrée du rapport m/z des ions. La valeur m/z des ions est obtenue par la mesure 
du courant induit par leur déplacement oscillatoire en appliquant une transformée de 
Fourier du signal pour déterminer les fréquences le composant�X�� �>�[���v���o�Ç�•���µ�Œ�� �}�Œ���]�š�Œ��p 
�‰���Œ�u���š�����[���À�}�]�Œ���µ�v�����u���]�o�o���µ�Œ�����•�‰� ���]�(�]���]�š� �������v�•���o�[�]�����v�š�]�(�]�����š�]on et la quantification grâce à la 
haute résolution et son excellente justesse de mesure.  

 

IV.2.2.1 Modes de fragmentation 

La fragmentation en spectrométrie de masse tandem (mode MS/MS) consiste à 
fragm���v�š���Œ�� �µ�v�� ���v���o�Ç�š���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���� �o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ�� ���µ�� �•�‰�����š�Œ�}�u���š�Œ���� ������ �u���•�•���� �����v�•�� �o���� ���µ�š�� ������
déterminer ses caractéristiques structurales. Dans le cas des protéines et des peptides, la 
�(�Œ���P�u���v�š���š�]�}�v�� �‰���Œ�u���š�� �‰�Œ�]�v���]�‰���o���u���v�š�� ���[�]�����v�š�]�(�]���Œ�� �o���� �•� �‹�µ���v������en acides aminés des 
protéines/peptides (Figure 29). Il y a plusieurs modes de fragmentation disponibles dans les 
spectromètres de masse utilisés au cours de cette étude, tels que la dissociation induite par 
collision à haute énergie (HCD pour Higher energy Collisional Dissociation), la dissociation 
induite par collision (CID pour Collision Induced Dissociation), la dissociation par transfert 
���[� �o�����š�Œ�}�v�� �~���d���� �‰�}�µ�Œ��Electron Transfer Dissociation) et la photodissociation par ultraviolet 
(UVPD pour UltraViolet PhotoDissociation).  

 

Figure 29. Les différents fragments générés lors de la fragmentation des protéines/peptides 

En fonction du mode de fragmentation, différents types de fragments peuvent être obtenus. Les 
fragments b et y sont souvent observés en modes CID et HCD par rupture de la liaison peptidique.  
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Le mode CID consiste à fragmenter les ions dans un vide modéré par augmentation 
������ �o�[� �v���Œ�P�]���� �]�v�š���Œ�v���� ���š�����}�o�o�]�•�]�}�v�� ���v�š�Œ���� �����•�� �]�}�v�•�� ���š�� �����•�� �u�}�o� ���µ�o���•�� ���[�µ�v�� �P���Ì�� �v���µ�š�Œ���� �š���o�� �‹�µ����
�o�[hélium ou le diazote. La fragmentation a lieu au niveau des liaisons peptidiques pour 
former des fragments de type b et y majoritaires, ainsi que des pertes de neutres (H20, NH3). 
�Y�µ���v�š�����µ���u�}�������,�����U�����[���•�š���µ�v�����u� �š�Z�}�������š�Œ���•���µ�š�]�o�]�•� �������v���‰�Œ�}�š� �}�u�]�‹�µ���X�����o�o�������•�š���‰�Œ�}���Z�����������o����
fragmentation CID �u���]�•�� �o�[���µ�P�u���v�š���š�]�}�v�� ������ �o�[� �v���Œ�P�]���� �]�v�š���Œ�v���� ���•�š�� �‰�o�µ�•�� �]�u�‰ortante. La 
fragmentation a l�]���µ�������v�•���µ�v���������o�o�µ�o�����u�µ�o�š�]�‰�}�o���]�Œ���X���>�[� �v���Œ�P�]�����,�������}�‰�š�]�u���o�����À���Œ�]�������v���(�}�v���š�]�}�v��
������ �o���� �•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���� ���š�� ������ �o���� �u���•�•���� �u�}�o� ���µ�o���]�Œ���� �����•�� ���v���o�Ç�š���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�X�� �>���� �u�}������ ���d���� ���•�š�� �µ�v����
technique de fragmentation impliquant des collisions avec des réactifs 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 de fragmentation par collision avec des photons. Obtenue avec un laser UV à 
213 nm dans le spectromètre de masse utilisé lors de cette thèse�U�� �o�[�h�s�W���� ���� �o�]���µ��
�P� �v� �Œ���o���u���v�š�� �•�µ�Œ�� �µ�v���� � ���Z���o�o���� ������ �š���u�‰�•�� �‰�o�µ�•�� ���}�µ�Œ�š�� �‹�µ���� �o���� �u�}������ ���d���X�� �>�[�h�s�W���� �‰���Œ�u���š�� ������
produire les mêmes �(�Œ���P�u���v�š�•�� �‹�µ�[���v�� �u�}�����•�� �,�����U�����/���� ���š�����d���� �~���U�� ���U���Ç�����š���Ì�•�U mais également 
des fragments de type a et x et des fragments des ���Z���]�v���•���o���š� �Œ���o���•���‰���Œ�u���š�š���v�š�����[���u� �o�]�}�Œ���Œ��
la couverture de la séquence des protéines/peptides, en particulier en présence de 
modifications post traductionnelles. Pour avoir une meilleure fragmentation 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�}�•�]�š�]�}�v�� ���š�� �o���� �•�š�Œ�µ���š�µ�Œ���� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�l�‰���‰�š�]�����•�� ���[�]�v�š� �Œêt. Ainsi, la combinaison des 
���]�(�(� �Œ���v�š�•�� �u�}�����•�� ������ �(�Œ���P�u���v�š���š�]�}�v�� �‰���Œ�u���š�� ���[���À�}�]�Œ�� �µ�v���� ���}�v�v���]�•�•���v������ �‰�o�µ�•�� ���}�u�‰�o���š���� �•�µ�Œ��
�o�[�]�����v�š�]�(�]�����š�]�}�v�������•���u�}�o� ���µ�o���•��� �š�µ���]� ���•�X 

La caractérisation des peptides et surtout des protéines complexes par spectrométrie 
de masse a fait �o�[�}���i���š���������‰�Œ�}�P�Œ���•���]�u�‰�}�Œ�š���v�šs grâce aux nouvelles avancées technologiques. 
Il existe une large gamme de spectromètres de masse. Dans le cadre de ce travail, deux 
instruments de type hydride orbitrap ont été utilisés �W�� �o���� �Y�� ���Æ�����š�]�À���� �&�}���µ�•�� ���š�� �o�[�K�Œ���]�š�Œ���‰��
Ecli�‰�•���� �d�Œ�]���Œ�]���X�� �>�[�]�v�•�š�Œ�µ�u���v�š�� �Y�� ���Æ�����š�]�À���� �&�}���µ�•�� ���•�š�� ��� ���]� �� ���� �o�[� �š�µ������ ������ �����Œ�����š� �Œ�]�•���š�]�}�v�� �����•��
étalons primaires peptidiques ainsi que la quantification de la PCT dans le sérum par 
�o�[���‰�‰�Œ�}���Z���� ���}�š�š�}�u-up grâce à la haute résolution pour augmenter la spécificité des 
m� �š�Z�}�����•�� ��� �À���o�}�‰�‰� ���•�X�� �Y�µ���v�š�� ���� �o�[�K�Œ���]�š�Œ���‰�� �����o�]�‰�•���� �d�Œ�]���Œ�]���U�� �]�o�� ���•�š�� ��� ���]� �� �‰�Œ�]�v���]�‰���o���u���v�š�� ����
�o�[� �š�µ������ ������ �����Œ�����š� �Œ�]�•���š�]�}�v�� ������ �o�[� �š���o�}�v�� �‰�Œ�]�u���]�Œ���� �‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���� �P�Œ�������� ���� �•���� �‰�o�µ�•�� �P�Œ���v������ �Œ� �•�}�o�µ�š�]�}�v��
�i�µ�•�‹�µ�[�����í���u�]�o�o�]�}�v���������Œ� solution et des nombreux modes de fragmentation disponibles. 

 

IV.2.2.2 �D�}���������[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v 

IV.2.2.2.1 Analyse en masse intacte 

�>�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ���v�� �u�}������ �u���•�•���� �]�v�š�����š���� �•���v�•�� �(�Œ���P�u���v�š���š�]�}�v�� �‰���Œ�u���š�� ������ ��� �š���Œ�u�]�v���Œ�� �o���•��
rapports masse sur charge m/z des ions à différents états de charge du peptide ou de la 
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�‰�Œ�}�š� �]�v���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�X�� ���v�� ���‰�‰�o�]�‹�µ���v�š�� �µ�v �����o���Ç���P���� ���µ�� �v�]�À�����µ�� ������ �o�[���v���o�Ç�•���µ�Œ��quadripôlaire, une 
large gamme de m/z couvrant tous les ions peut être établie. La capacité de discriminer les 
���]�(�(� �Œ���v�š�•�� �‰�]���•�� ������ �o���� ���]�•�š�Œ�]���µ�š�]�}�v�� �]�•�}�š�}�‰�]�‹�µ���� ������ �o�[���v���o�Çseur joue un rôle important. Une 
analyse à haute résolution est donc nécessaire pour une analyse en masse intacte de 
protéines de poids moléculaire élevé.  

IV.2.2.2.2 Acquisition en mode dépendant des données 

�>�[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� ���v�� �u�}������ ��� �‰���v�����v�š�� �����•�� ���}�v�v� ���•�U�� �}�µ��Data Dependant Analysis (DDA), 
�•�[���•�š�� �P� �v� �Œ���o�]�•� ���� �‰�}�µ�Œ���o���•�� ���v���o�Ç�•���•�� ���v�� �‰�Œ�}�š� �}�u�]�‹�µ���� ���}�š�š�}�u-up exploratoires. Le mode DDA 
se ��� ���}�u�‰�}�•���� ���v�� �����µ�Æ�� �•� �‹�µ���v�����•�� �Œ� �‰� �š� ���•�� �•�µ�Œ�� �š�}�µ�š���� �o���� ���µ�Œ� ���� ������ �o�[���v���o�Ç�•��. Une première 
acquisition permet de réaliser un balayage en mode Fullscan MS sur une gamme de masse 
étendue (typiquement 350-1800 Da) pour mesurer les rapports m /z des ions en présence à 
un instant donné. Elle est immédiatement suivie par une seconde acquisition qui réalise 
alors �µ�v�����•� �Œ�]�������[���v�Œ���P�]�•�š�Œ���u���v�š�•�������•���•�‰�����š�Œ���•���������(�Œ���P�uentation en mode MS/MS des N ions 
les plus abondants dans le spectre MS de la première acquisition. En fonction des 
performances �������o�[�]�v�•�š�Œ�µ�u���v�š�U�����š���v�}�š���u�u���v�š���•����fréquence ���[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v optimale, la valeur 
N peut être ajustée. Le cycle est répété tout au l�}�v�P�� ������ �o�[���v���o�Ç�•���X�� �����‰���v�����v�š�U�� �]�o�� �(���µ�š�� �v�}�š���Œ��
que ce mode est peu adapté pour les protéines de faible abondance, en particulier dans des 
matrices complexes, dont les peptides protéotypiques ne seront que très rarement détectés 
parmi les N espèces les plus intenses. Afin de limiter cet effet, une exclusion dynamique a 
� �š� �� ��� �À���o�}�‰�‰� ���� ���(�]�v�� ���[������� �����Œ�����µ�Æ���‰�Œ�}�š� �]�ves les moins abondantes, en éliminant de la liste 
des N espèces les plus intenses les espèces qui ont déjà été sélectionnées précédemment 
pendant une fenêtre de temps déterminée en fonction d�µ���u�}���������[�]�v�i�����š�]�}�v�X�����]�v�•�]���������š���u�‰�•��
���[���Æ���o�µ�•�]�}�v�����•�š�����i�µ�•�š� ���•�µ�Œ���o�����o���Œ�P���µ�Œ�������•���‰�]���•�����Z�Œ�}�u���š�}�P�Œ���‰�Z�]�‹�µ���•�������v�•���o���������•�����[�µ�v�����}�µ�‰�o���P����
LC-MS. Ce mode permet de ne pas sélectionner plusieurs fois le même rapport m/z pendant 
un te�u�‰�•�����[���v���o�Ç�•�������}�v�v� ���‰�}�µ�Œ�����[���µ�š�Œ���• ions moins intenses puissent être analysés. 

IV.2.2.2.3 Parallel reaction monitoring 

�>�[���v���o�Ç�•���� ���v�� �u�}������ �W�Z�D�� �~Parallel Reaction Monitoring) est réalisée sur des 
instruments hybrides à haute résolution de type Q-Orbitrap ou de façon analogue sur un 
instrument de type Q-Tof (210). Contrairement au mode MRM (Multiple Reaction 
Monitoring) utilisant un double filtrage de rapports m/z, le mode PRM applique seulement 
�µ�v���(�]�o�š�Œ���P�������µ���v�]�À�����µ���������o�[�]�}�v���‰�Œ� ���µ�Œ�•���µ�Œ�������v�•���o����quadripôle (Figure 30). Dans un appareil de 
�š�Ç�‰���� �Y�� �K�Œ���]�š�Œ���‰�U�� �o�[�]�}�v�� �‰�Œ� ���µ�Œ�•���µ�Œ�� ���•t ensuite accumulé dans une trappe ionique 
intermédiaire, la C-trap, puis fragmenté dans la cellule de collision multipolaire en mode 
HCD, et finalement la quasi-totalité des ions fragments sont transmis et analysés dans 
�o�[���v���o�Ç�•���µ�Œ���}�Œ���]�š�Œ���‰�X�� 
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Figure 30�X�W�Œ�]�v���]�‰�������[�µ�v�������v���o�Ç�•�������v���u�}�������W�Z�D���W���Œ���o�o���o���Z�������š�]�}�v���D�}�v�]�š�}�Œ�]�v�P 
�>�[�]�}�v���‰�Œ� ���µ�Œ�•���µ�Œ�����•�š��sélectionné au niveau du quadripôle, il est ensuite transféré vers la C-trap pour 
accumulation sur une durée optimisée pour augmenter la sensibilité de la méthode. Les ions 
fragments sont produits dans la cellule de collision HCD, et puis analysés dans �o�[analyseur à haute 
résolution Orbitrap. La Quasi-totalité des ions fragments sont détectés ce qui augmente la spécificité 
�������o�[���v���o�Ç�•���X�� 
 

La détection des fragments ���� �Z���µ�š���� �Œ� �•�}�o�µ�š�]�}�v���‰���Œ�u���š�����[���µ�P�u���v�š���Œ���o���� �•� �o�����š�]�À�]�š� �����v��
diminuant les interférences (211,212). De plus, la C-trap �‰���Œ�u���š�� ���[�������µ�u�µ�o���Œ�� �o���•�� �]�}�v�•��
précurseurs dans une durée prédéfinie selon leur intensité, �‰���Œ�u���š�š���v�š�����]�v�•�]�����[���µ�P�u���v�š���Œ���o����
rapport signal sur bruit (210)�X�����v�(�]�v�U���o�[���v�Œ���P�]�•�š�Œ���u���v�š���������š�}�µ�š���•�� �o���•�� �š�Œ���v�•�]�š�]�}�v�•��pour chaque 
précurseur (une transition c�}�Œ�Œ���•�‰�}�v���������o�������}�v�v� �������[�µ�v�����}�µ�‰�o�����‰�Œ� ���µ�Œ�•���µ�Œ-fragment, il y en a 
donc une par fragment suivi) �‰���Œ�u���š�����[�}�‰�š�]�u�]�•���Œ���o�����•�‰� ���]�(�]���]�š� ���������o�[���v���o�Ç�•���X���>�[���o�š���Œ�v���v��e des 
modes MS et MS/MS à haute fréquence est indispensable pour conserver une bonne 
sensibilité et ceci est possible tout en conservant une haute résolution grâce à la très haute 
�(�Œ� �‹�µ���v������ ���[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� �����•�� �����Œ�v�]���Œ���•�� �P� �v� �Œ���š�]�}�v�•�� ���[�}�Œ���]�š�Œ���‰�X��Dans le cas de �o�[���v���o�Ç�•����
���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���v���u���š�Œ�]������ ���}�u�‰�o���Æ���U�� �o���� �u�}������ �W�Z�D�� �‰���Œ�u���š�� ���[���µ�P�u���v�š���Œ�� �o���� �•� �o�����š�]�À�]�š� �� ������ �o����
méthode grâce à sa haute résolution dans la sélection des ions fragments par rapport au 
mode SRM (Selected Reaction Monitoring)/MRM. La Figure 31 compare les signaux détectés 
du peptide endogène NLLSVAYK et de son étalon interne marqué dans le plasma selon les 
�����µ�Æ�� �u�}�����•�� ���[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� �^�Z�D�� ���š�� �W�Z�D�X�� �>���•�� �•�]�P�v���µ�Æ�� ������ �o�[� �š���o�}�v�� �]�v�š���Œ�v���� �u���Œ�‹�µ� �� �v�[�}�v�š�� �‰���•��
���[�]�v�š���Œ�(� �Œ���v�����•���‰�}�µ�Œ���o���•�������µ�Æ���u�}�����•�����[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�U��en revanche le mode SRM ne permet pas 
de distinguer entre les signaux du peptide endogène et ceux dus aux interférences, alors que 
le mode PRM travaillant ���À�������í�ì�‰�‰�u�����[���Œ�Œ���µ�Œ��de masse permet de résoudre les signaux du 
peptide endogène (213). 
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Figure 31. Comparaison des signaux obtenus en fonction des modes d'acquisition SRM ou PRM 
(213). 

Pour le peptide marqué analysé ���À������ �o���•�� �����µ�Æ�� �u�}�����•�� ���[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� �^�Z�D�� ���š�� �W�Z�D�U�� �]�o�� �v�[�Ç�� ���� �‰���•��
���[�]�v�š���Œ�(� �Œ���v�����•�� �}���•���Œ�Àées (panels en haut). Cependant, �o�}�Œ�•�� ������ �o�[���v���o�Ç�•���� ���µ peptide naturel non 
marqué (panels en bas), des interférences sont observées au niveau du temps de rétention du peptide, 
et le mode SRM ne permet pas de discriminer les signaux du peptide et ceux des interférents, tandis 
que le mode PRM permet de résoudre les signaux du peptide endogène. �>�[���Æ�‰� �Œ�]���v����������� �š� ���Œ� ���o�]�•� ���•�µ�Œ��
deux différents instruments Q-Exactive et TSQ Vantage. La différence de temps de rétention entre 
�����µ�Æ�� �u�}�����•�� ���[�����‹�µ�]�•�]�š�]�}�v�� �‰���µ�š�� �!�š�Œ���� ���µ���� �����o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ������ �����µ�Æ�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� ���}�o�}�v�v���•��
chromatographiques ou à la différence de configuration de les instruments. 

Pour la quantification de protéines en LC-MS, les deux approches « top-down » et 
« bottom-up » peuvent être envisagées. L�����•�š�Œ���š� �P�]�������[� �š��lonnage et la stratégie de dilution 
isotopique seront déterminé���•�����v���(�}�v���š�]�}�v���������o�[���‰�‰roche choisie.  

IV.3 Quantification de protéines par ID LC-MS 

IV.3.1 Approches protéomiques 

�K�v�� ���]�•�š�]�v�P�µ���� �����µ�Æ�� �‰�Œ�]�v���]�‰���o���•�� ���‰�‰�Œ�}���Z���•�� �‰�}�µ�Œ�� �o�[���v���o�Ç�•���� �����•�� ���]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ�•��
protéiques par spectrométrie de masse : approche « top-down » et « bottom-up » (Figure 
32). 
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Figure 32. Illustration des deux approches top-down et bottom-up (214) 

Une protéine peut exister sous plusieurs protéoformes avec plusieurs modifications telles que la 
méthylation�U�� �o���� �‰�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o���š�]�}�v�X�� �>�[���‰�‰�Œ�}���Z���� ���}ttom-up �‰���Œ�u���š�� ���[�]�����v�š�]�(�]���Œ�� �o���•�� �‰���‰�š�]�����•�� �u� �š�Z�Ç�o� �•�� ���š��
�‰�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o� �•�� �•���v�•�� �‰�}�µ�À�}�]�Œ�� �]�����v�š�]�(�]���Œ�� �o���� �(�}�Œ�u���� ������ �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���v�� �i���µ�X�� �>�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �š�}�‰-down permet 
���[���(�(�]�Œ�u���Œ���o�[�]�•�}�(�}�Œ�u�� méthylée et phosphorylée.  

La stratégie « top-down » consiste à identifier les protéines entières par mesure de 
masse et séquençage. Les protéines sont ionisées intactes dans la source et transférées dans 
�o�[���v���o�Ç�•���µ�Œ�� ���µ�� �•�‰�����š�Œ�}�u���š�Œ���� ������ �u���•�•���X��Par la suite, la fragmentation MS/MS permet de 
séquencer les protéines. L�[�]�����v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �o���� �‰�Œ�}téine repose sur la mesure des rapports 
masse sur charge (m/z) de la protéine et de ses ions fragments. Le source ���[�]�}�v�]�•���š�]�}�v���o�����‰�o�µ�•��
courant est �o�[� �o�����š�Œ�}�•�‰ray comme introduit par Fenn et al. avec �o���� �‰�}�•�•�]���]�o�]�š� �� ���[�]�}�v�]�•���Œ�� �o���•��
protéines de large taille (215). Un gène peut être traduit pour donner plusieurs 
protéoformes issues de la même séquence primaire mais ayant des fonctions fortement 
modifiées suite à des mutations, polymorphismes, des modifications post-traductionnelles 
(acétylation, phosphorylation, méthylation, glycosylation, etc.) (216). La stratégie « top-
down �i�� �‰���Œ�u���š�� ���[�}���š���v�]�Œ�� �µ�v����vision plus globale des différentes protéoformes co-existant 
dans un échantillon. Cela permet par exemple ���[���u� �o�]�}�Œ���Œ�� �oa connaissance des processus 
physiopathologiques (217). De plus, cette ���‰�‰�Œ�}���Z���� �‰���Œ�u���š�� ���[� �À�]�š���Œ�� �o���� �(�}�Œ�u���š�]�}�v�� ���[�µ�v��
mélange complexe de peptides ayant des propriétés et des structures similaires. En effet, 
Bronsema et al. a montré une amélioration de la limite de quantification ���[�µ�v���(�����š���µ�Œ���ñ�� ���v��
�‰���•�•���v�š�����[�µ�v���� ���‰�‰�Œ�}���Z�����h bottom-up �i�� ���� �o�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �h top-down » pour la quantification de 
la calcitonine (218)�X�� ������ �Œ� �•�µ�o�š���š�� �•�[���Æ�‰�o�]�‹�µ���� �‰���Œ�� �o���� �(���]�š�� �‹�µ���� �‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•�� �‰�Œ�}�š� �}�(�}�Œ�u���•�� �•�}�v�š��
quantifiées simultanément par approche « bottom-up �i�� ���o�}�Œ�•�� �‹�µ���� �o�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �h top-down » 
ne cible que la calcitonine intacte. Cependant, cette o���•���Œ�À���š�]�}�v�� �v�[���•�š�� �‰���•�� �µ�v�� �š�}�µ�i�}�µ�Œ�•��
applicable à toutes les protéines. Généralement, ces approches sont implémentées pour des 
protéines de faible poids moléculaire ���}�v�š�� �o�[���(�(�]�������]�š� �� ������ �(�Œ���P�u���v�š���š�]�}�v�� ���•�š�� �‰�o�µ�•�� � �o���À� �� 
(219). En revanche, des difficultés techniques concernant la séparation chromatographique, 
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�o�[�]�}�v�]�•���š�]�}�v�� ���š�� �o���� �(�Œ���P�u���v�š���š�]�}�v�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���v�š�]���Œ���•�� �(�Œ���]�v���v�š��le développement des 
���‰�‰�o�]�����š�]�}�v���Z�š�}�‰-down ». En effet, la protéine est ionisée selon une distribution de plusieurs 
espèces ioniques multichargées, ce qui entraine une diminution de la sensibilité par dilution 
du signal. Les hauts états de charge z obtenus pour les protéines diminuent �o�[� �����Œ�š�� ��e m/z 
entre deux isotopes successifs (220)�X�������o�����v� �����•�•�]�š�������}�v�������[�}�‰�š�]�u�]�•���Œ���o�����(���v�!�š�Œ�����������•� �o�����š�]�}�v��
des différents états de charges de la protéine tout en assurant la sélectivité de la méthode. 
������ �‰�o�µ�•�U�� �o�[�]�v�š���Œ�‰�Œ� �š���š�]�}�v�� �����•�� ���}�v�v� ���•�� ���}�o�o�����š� ���•�� �Œ���‰�Œ� �•���v�š���� �µ�v���� ���]�(�(�]���µ�o�š� �� �•�µ�‰�‰�o� �u���v�š���]�Œ����
�‰�}�µ�Œ�� �o�[�]�����v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� ���[�µ�v���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���µ�� �(���]�š�� ������ �o���� ���}�u�‰�o���Æ�]�š� �� �����•��profils de fragmentation 
multichargés générés et des différents mécanismes de fragmentation. Peu de solutions 
logicielles ont été développées pour permettre une analyse bioinformatique automatisée et 
�o�[���valyse des données est souvent longue et complexe. Enfin, il est difficile et souvent 
coûteux de produire des protéines recombinantes, en particulier avec des formes modifiées 
de haute pureté, ainsi que les étalons internes marqués dont le comportement est identique 
à celui de la protéine endogène. Ces éléments constituent pourtant un prérequis important 
à la mise en place de stratégies de quantification absolue par dilution isotopique (voir 
section A.IV.3.2.2). 

 

La stratégie « bottom-up » ���•�š�� �o�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �o���� �‰�o�µ�•�� ���}�µ�Œ���u�u���v�š�� �µ�š�]�o�]�•� �� pour 
�o�[�]�����v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� ���š�� �o���� �‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•, notamment en mélange complexe. Elle 
consiste à digérer les protéines en peptides par une endoprotéase. Avant la digestion, les 
protéines sont souvent soumises à une étape de réduction des ponts disulfures suivie par 
�µ�v���� �Œ� �����š�]�}�v�� ���[���o�l�Ç�o���š�]�}�v des résidus Cys afin de faciliter la dénaturation et la protéolyse 
enzymatique�X�� �>���� ���Z�}�]�Æ�� ������ �o�[���v�Ì�Ç�u���� ���•�š�� ���}�v���� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�� �‰�}�µ�Œ�� �•� �o�����š�]�}�v�v���Œ�� �o���•�� �‰���‰�š�]�����•��
�‰�Œ�}�š� �}�š�Ç�‰�]�‹�µ���•�� ���� �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�X�� �/�o�� ���Æ�]�•�š���� �µ�v���� �o���Œ�P���� �P���u�u���� ���[���v�Ì�Ç�u���•�� ���]�•�‰�}�v�]���o���•��
telles que la trypsine, la chymotrypsine, les endoprotéases AspN, LysC, GluC ou GluN. Parmi 
elles, la trypsine est la plus utilisée grâce à sa haute spécificité en clivant exclusivement la 
liaison peptidique du côté C-terminal des résidus lysine et arginine, sauf �����v�•�� �o���� �����•�� ���[�µ�v�� 
liaison lysine-proline et arginine-proline. Les peptides générés sont ensuite séparés par 
chromatographie en phase �o�]�‹�µ�]������ �Z���µ�š���� �‰���Œ�(�}�Œ�u���v������ ���À���v�š�� ���[�!�š�Œ����détectés par 
spectrométrie de masse. A partir du séquençage des peptides protéolytiques, il est alors 
�‰�}�•�•�]���o���� ���[�]�����v�š�]�(�]���Œ��puis de quantifier le�•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�X�� �����v�•�� �µ�v���� �}�‰�š�]�‹�µ���� ������
quantification, il est primordial de quantifier les peptides détectés de façon robuste et 
�•�‰� ���]�(�]�‹�µ���•�� ���� �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�U�� ���‰�‰���o� �•�� �‰���‰�š�]�����•�� �‰�Œ�}�š� �}�š�Ç�‰�]�‹�µ���•�X�� ���v�� ���(�(���š�U�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•��
protéines peuvent contenir des séquences communes, et �o�[�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�� �}���š���v�µ���� �‰���Œ�� �o���•��
peptides de séquences communes ne reflète donc pas la présence de chacune des 
différentes protéines mais une information combinée et donc peu spécifique. Seuls les 
peptides identifiés contenant des motifs spécifiques à une protéine peuvent fournir des 
informations sur la présence de cette espèce (221). Cependant, dans certaines situations, 
�‹�µ���v���� �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���Æ�]�•�š���� �•�}�µ�•�� �‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•�� �]�•�}�(�}�Œ�u���•�U�� �o���� �•� �o�����š�]�}�v�� �����•�� �‰���‰�š�]�����•�� ������
séquences communes à plusieurs isoformes permet une quantification totale de la protéine 



  Chapitre IV. Quantification de protéines en matrice complexe par ID-LC-MS/MS 

 

 

82 

d�[�]�v�š� �Œ�!�š toutes isoformes confondues. �>�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �h bottom-up » permet de contourner 
certaines des difficultés rencontrées dans une analyse « top-down » (le manque de 
sensibilité notamment), mais elle présente également des inconvénients. En effet, la 
digestion enzymatique augmente la complexité des échantillons en produisant un nombre 
important de peptides. De �‰�o�µ�•�U���o�������]�P���•�š�]�}�v�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���������(���]���o���������}�v�����v�������Œ�]�•�‹�µ�������[�!�š�Œ����
incomplète car leur digestion peut être plus lente par rapport aux protéines de 
concentration plus élevée en raison de la réaction du premier ordre (222). 

En tenant compte de la complexité de la matrice et de la faible abondance de la 
�‰�Œ�}�š� �]�v�����W���d�������v�•���o�����•� �Œ�µ�u�U���o�[���‰�‰�Œ�}���Z�������}�š�š�}�u-up a été retenue pour ce projet de thèse. Le 
détail de la stratégie pour la quantification de la PCT et les différentes possibilités de la 
�‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v�����[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•���•���o�}�v���o�����o�]�š�š� �Œ���š�µ�Œ�����‰�}�µ�Œ���µ�v�����‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v���������‰�Œ�}�š� �]�v���•���������(���]���o����
abondance sont présentés dans la suite.  

 

IV.3.2 Stratégie de quantification de la PCT 

IV.3.2.1 Principe général 
 

 

Figure 33. Stratégie de quantification LC-MS des biomarqueurs protéiques �‰���Œ���o�[���‰�‰�Œ�}���Z����
« bottom-up » 

�>�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �h bottom-up » consiste à digérer les protéines en peptides par une endoprotéase. Les 
peptides générés sont ensuite séparés par chromatographie liquide haute performance a�À���v�š�� ���[�!�š�Œ����
���v���o�Ç�•� �•�� �‰���Œ�� �•�‰�����š�Œ�}�u� �š�Œ�]���� ������ �u���•�•���X�� ���À���v�š�� �o�[� �š���‰���� ������ ���]�P���•�š�]�}�v�U�� �o���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ������ �o���� �u���š�Œ�]������ �•�}�v�š��
souvent purifiées afin de réduire la complexité de la matrice 

Comme décrit dans la Figure 33, le sérum est une matrice très complexe, la 
quantification des biomarqueurs protéiques de faible abondance est un enjeu important. En 
�Œ���]�•�}�v���������‰�Z� �v�}�u���v���•�����������}�u�‰� �š�]�š�]�}�v�����[�]�}�v�]�•���š�]�}�v�����}�v���µ�]�•���v�š�������µ�v�����Œ� ���µ���š�]�}�v�����µ���•�]�P�v���o�������•��
entités minoritaires pour lesquelles �o�[�]�}�vis���š�]�}�v�� �v�[���•�š�� �‰���•�� �}�‰�š�]�u���o���U�� �o���•�� � �š���‰���•�� ������ �‰�Œ� -
traitement des échantillons sont donc cruciales, particulièrement pour la quantification de 
protéines de faible abondance. Les différentes stratégies de pré-traitement des échantillons 
seront décrites dans la section A.IV.4. Les peptides produits en mélange sont ensuite séparés 
par chromatographie en phase liquide et enfin détectés par spectrométrie de masse. 
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IV.3.2.2 Quantification par dilution isotopique 

Afin de minimiser la variabilité des différentes étapes du protocole de quantification 
par LC-MS, la dilution isotopique est mise en �ˆ�µ�À�Œ��. Cela consiste à ajouter ���� �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v��
�o�[���v���o�}�P�µ���� �u���Œ�‹�µ� �� ������ �o����molécule recherchée, appelée étalon interne. Un étalon interne 
idéal présen�š���� �µ�v�� ���}�u�‰�}�Œ�š���u���v�š�� ���v���o�Ç�š�]�‹�µ���� �]�����v�š�]�‹�µ���� ���� �o�[���v���o�Ç�š���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�X�������v�•�� �o�[�]��� ���o�U��
�o�[� �š���o�}�v���]�v�š���Œ�v���������o�����u�!�u�����•� �‹�µ���v������que le ���}�u�‰�}�•� �����[�]�v�š� �Œ�!�š dans laquelle certains atomes 
sont substitués par leur isotope stable (13C, 15N). Ces modifications engendrent un incrément 
de masse connu tout en gardant un comportement analytique proche de �o�[���v���o�Ç�š�������[�]�v�š� �Œ�!�š, 
���v���‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ���o�}�Œ�•�������•��� �š���‰���•���������‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v���������o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v.  

Dans le cadre ���[�µ�v�� quantification par approche « bottom-up �i�U���o�[� �š���o�}�v���]�v�š���Œ�v�������}�]�š��
être introduit le plutôt possible pour compenser toutes les variations produites durant le 
�‰�Œ�}�š�}���}�o�������[���v���o�Ç�•�� �~�o���•���‰���Œ�š���•���������‰�Œ�}�š� �]�v���•���o�}�Œ�•���������o�����‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v�����[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�U���o�������]�P���•�š�]�}n 
incomplète, la variation expérimentale ���µ�� �À�}�o�µ�u���� ���[�]�v�i�����š�]�}�v�� ���š���o�[effet matrice sur 
�o�[�]�}�v�]�•���š�]�}�v�•. Les différentes stratégies d�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� �����•�� � �š���o�}�v�•�� �]�v�š���Œ�v���•��sont illustrées dans 
la Figure 34.  
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Figure 34. Trois �•�š�Œ���š� �P�]���•�����[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�������•��� �š���o�}�v�•���]�v�š���Œ�v���•���u���Œ�‹�µ� �• dans la quantification des 
biomarqueurs protéiques. 

�>�[���‰�‰�Œ�}���Z�����‰�Œ�}�š� �]�v�����u���Œ�‹�µ� �� isotopiquement (PSAQ) consiste à ajouter un étalon interne (protéine) 
���µ�� �š�}�µ�š�� ��� ���µ�š�� ���µ�� �‰�Œ�}�����•�•�µ�•�� ������ �‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v�� ���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���(�]�v�� ������ ���}�Œ�Œ�]�P���Œ���o���•�� ���]���]�•�� ������ �‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v��
liés �v�}�v�� �•���µ�o���u���v�š�� ���� �o���� �‰�µ�Œ�]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� �W���d�� �u���]�•�� ���µ�•�•�]�� ���� �o���� ���]gestion 
enzymatique, la purification peptidique ���š�� ���� �o�[���v���o�Ç�•���� �>��-�D�^�l�D�^�X�� �>�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �‰���‰�š�]������ �u���Œ�‹�µ�  
isotopiquement ���}�v�•�]�•�š���� ���� ���i�}�µ�š���Œ�� �µ�v�� � �š���o�}�v�� �]�v�š���Œ�v���� �~�‰���‰�š�]�����•�� ���‰�Œ���•�� �o�[� �š���‰���� ��e digestion 
enzymatique, et permet de corriger les biais au niveau peptidique (purification et analyse LC-
�D�^�l�D�^�•�X�� �>�[���‰�‰�Œ�}���Z���� ���o�š���Œ�v���š�]�À���� �Z�Y���}�v�����d�[�� ���}�v�•�]�•�š���� ���� �µ�š�]�o�]�•���Œ�� �µ�v���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���Z�]�u� �Œ�]�‹�µ���� ���}ntenant 
�‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•�� �‰���‰�š�]�����•�� �u���Œ�‹�µ� �•�� �]�•�•�µ�•�� ���[�µ�v���� �}�µ�� �‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�U�� �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���Z�]�u� �Œ�]�‹�µ����
�Y���}�v�����d�� ���•�š�� ���i�}�µ�š� ���� ���À���v�š�� �o�[� �š���‰���� ������ ���]�P���•�š�]�}�v pour corriger le biais au niveau de digestion 
enzymatiqu���U���������o�����‰�µ�Œ�]�(�]�����š�]�}�v���‰���‰�š�]���]�‹�µ�������š���������o�[���v���o�Ç�•����LC-MS. 
 

La stratégie PSAQ (Protein Standard Absolution Quantification) utilise une protéine 
marquée avec des isotopes stables, et �������u�!�u�����•� �‹�µ���v�������‹�µ�����o�����‰�Œ�}�š� �]�v�������[�]�v�š� �Œ�!�š�X�����o�o�������•�š��
���}�v�•�]��� �Œ� ���� ���}�u�u���� �µ�v���� �•�š�Œ���š� �P�]���� �]��� ���o���� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[�}���š���v�]�Œ�� �µ�v���� �u���]�o�o���µ�Œ����justesse et 
fidélité des mesures, car la protéine marquée subit exactement le même protocole que 
�o�[���v���o�Ç�š�������[�]�v�š� �Œ�!�š��(223). En effet, Kuhn et al. ont montré une amélioration importante de la 
�i�µ�•�š���•�•�����������o�[���v���o�Ç�•�������v���µ�š�]�o�]�•���v�š���o���•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���u���Œ�‹�µ� ���•���~�õ�ñ-101 %) par rapport aux peptides 
marqués (44-54 �9�•�U�� ���]�v�•�]�� �‹�µ�[�µ�v���� �u���]�o�o���µ�Œ���� �(�]��� �o�]�š� �� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� �~�ô�õ % versus 83 %) (224). 
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Cependant, cette approche ne peut pas toujours �!�š�Œ�����!�š�Œ�����u�]�•�������v���‰�Œ���š�]�‹�µ���X���d�}�µ�š�����[�����}�Œ���U���]�o��
�•�[���P�]�š�����[�µ�v�����•�š�Œ���š� �P�]�������}û�š���µ�•�������š���o�[�]�v���}�Œ�‰�}�Œ���š�]�}�v�������•���u���Œ�‹�µ���P���•���v�[���•�š���‰���•�����v�À�]�•���P�������o�����‰�}�µ�Œ��
toutes les protéines. Par exemple, il est parfois difficile de produire des protéines marquées 
dans certaines situations où la protéine endogène présente des modifications post 
traductionnelles (225)�X���������‰�o�µ�•�U���o�����‰�Œ�}�š� �]�v�����u���Œ�‹�µ� �����v�����‰���µ�š���‰���•�����}�Œ�Œ�]�P���Œ���o���•���À���Œ�]�����]�o�]�š� �•���•�[il y 
���� �µ�v���� ���]�(�(� �Œ���v������ �]�u�‰�}�Œ�š���v�š���� ���µ�� �����P�Œ� �� ���[�}�Æ�Ç�����š�]�}�v�� �}�µ�� ������ �o���� ���}�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v��entrainant une 
différence du comportement analytique entre la protéine marquée et la protéine endogène.  

La stratégie AQUA (Absolute QUAntification) est la plus couramment utilisée. Les 
peptides marqués avec des isotopes stables ont la même séquence que celle des peptides 
�]�•�•�µ�•���������o�������]�P���•�š�]�}�v���������o�����‰�Œ�}�š� �]�v�������v���}�P���v���X�����v���Œ���À���v���Z���U���o�[�µtilisation de peptides marqués 
ne permet pas de rendre compte du comportement de la protéine endogène car ils ont une 
structure et un comportement très différent de la protéine endogène. Ils ne peuvent pas 
corriger les pertes de protéine éventuelles durant �o���•�� � �š���‰���•�� ������ �‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v�� ���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v��
avant la formation des peptides, telles que le pré-traitement des échantillons et la digestion 
���v�Ì�Ç�u���š�]�‹�µ���X�����v�����(�(���š�U���������v�}�u���Œ���µ�•���•��� �š�µ�����•���}�v�š���u�}�v�š�Œ� ���‹�µ�����o���•��� �š���‰���•�����[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�����š��������
digestion �v�[�}�v�š�� �‰���•�� �µ�v�� �Œ���v�����u���v�š�� �í�ì�ì %. Kuhn et al. ont rapporté un rendement de 
quantification de la CRP dans le sérum de 0,2 à 66 % en fonction des peptides utilisés et 
causé par une digestion non homogène entre peptides.(226). Keshishian et al. ont rapporté 
�‹�µ���� �o�[� �š���‰���� ������ ��� �‰�o� �š�]�}�v�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���š�� �o�[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�� �‰���Œ�� � ���Z���v�P���� ������ �����š�]�}�v�•�� �(�}�Œ�š�•�� ���� �����µ�•� ��
une perte importante al�o���v�š���i�µ�•�‹�µ�[�����ó�ì �9�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š��(227)�X�����v���}�µ�š�Œ���U���o�[� �š�µ������������
Adrait et al. en 2012 a rapporté un rendement de seulement 7,8 �9�� �o�}�Œ�•�� ������ �o�[� �š���‰���� ������
�‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v�����[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v���‰���Œ���]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� ���‰�}�µ�Œ���o�� quant�]�(�]�����š�]�}�v���������o�[���v�š� �Œ�}�š�}�Æ�]�v�������������v�•��
le sérum (228)�X���������‰�o�µ�•�U�����]���v���‹�µ�[�µ�v����� �š�µ�������‰�o�µ�•���Œ� �����v�š�����������&�µ��et al. en 2018 ait rapporté un 
�Œ���v�����u���v�š�� ���[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�� �‰�o�µ�•�� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�� ������ �ó�ó�U�ò �9�� �‰���Œ�� �]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� �U�� �o�[���(�(�]�������]�š� ��
���[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�� ������ �í�ì�ì �9�� �v�[���•�š�� �‰���•�� ���š�š���]�v�š����(229)�X�� �Y�µ���v�š�� ���� �o�[� �š���‰���� ������ ���]�P���•�š�]�}�v�� ���v�Ì�Ç�u���š�]�‹�µ���U��
�o�[� �šude de Domanski et al. �����u�}�v�š�Œ� ���µ�v�����À���Œ�]���š�]�}�v���������o�����‹�µ���v�š�]�š� ���u���•�µ�Œ� �����i�µ�•�‹�µ�[�����µ�v���(�����š���µ�Œ��
100 en fonction des différentes peptides rapporteurs retenus et les auteurs suggèrent que 
cette observation peut être expliquée par une digestion incomplète de la protéi�v�������[�]�v�š� �Œ�!�š��
(230). Cependant, malgré toutes ces limitati�}�v�•�U���]�o�����•�š���‰�}�•�•�]���o�������[���‰�‰�o�]�‹�µ���Œ��la stratégie AQUA 
si le protocole de préparation des échantillons implique moins d�[� �š���‰���•�� ������ �‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v��
���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�U�� �•�µ�Œ�š�}�µ�š�� �����v�•�� �o���� �����•�� ���[�µ�v���� ���v���o�Ç�•���� ���]�Œ�����š���� �•���v�•�� � �š���‰���� ������ �‰�Œ� -traitement. La 
justesse et la fidélité sero�v�š�� ���}�v���� �u�}�]�v�•�� �]�u�‰�����š� ���•�U�� ���]�v�•�]�� �o�[� �š�µ������ ������ ���]���Œ����et al. en 2015 
propose une méthode de quantification directe avec l�[���‰�‰�Œ�}���Z�������[� �š���o�}�v�v���P�����‰���‰�š�]���]�‹�µ�������v��
utilisant des peptides marqués de podocalyxine, avec des erreurs liées à la justesse et la 
fidélité rapportées inférieures à ± 9,5 % et 8,7 %, respectivement (231).  

La stratégie QconCAT (Quantification conCATamer) est une approche intermédiaire 
entre deux approches décrites ci-dessus, qui utilise des protéines chimériques contenant 
plusieurs peptides concaténés marqués avec des isotopes stables dont la séquence 
correspond aux peptides protéotypiques ciblés issu ������ �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� �‰�o�µ�•�� �µ�v ou 
plusieurs autres peptides. Ces peptides sont libérés par �o�[�����š�]�}�v des protéases lors de la 
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digestion. Les protéines chimériques sont donc ���i�}�µ�š� ���•�� ���À���v�š�� �o�[� �š���‰���� ������ ���]�P���•�š�]�}�v pour 
mieux mimer l�[� �š���‰���� ������ ���]�P���•�š�]�}�v�� �‰���Œ�� �Œ���‰�‰�}�Œ�š�� ���� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� �����•�� �‰���‰�š�]�����• marqués. 
Cependant, cette stratégie ne permet pas de couvrir les variabilités durant les étapes de pré-
traitement (223). De plus, la correction des variabilités peut ne pas être correcte si la 
digestion enzymatique est incomplète �����Œ���o�������]�P���•�š�]�}�v���������o�[� �š���o�}�v���]�v�š���Œ�v�������}�v�����š���uère �v�[���•�š��
pas représentative de la digestion �����•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����v���}�P���v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š (232).  

La stratégie d�[� �š���o�}�v�v���P���� �]�v�š���Œ�v�� la plus adaptée est déterminée en fonction des 
�‰���Œ�(�}�Œ�u���v�����•�� ���v���o�Ç�š�]�‹�µ���•�� �����•�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� � �š���‰���•�� ������ �‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v�� ���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���š�� ������ �o����
méthode de quantification. Les différents avantages et inconvénients des stratégies 
d�[� �š���o�}�v�v���P�����]�v�š���Œ�v�� sont résumés dans le Tableau 9. Cependant, quelle que soit la stratégie 
sélectionnée, un faible rendement lors des étapes de prétraitement des échantillons ou de la 
digestion est préjudiciable à la sensibilité et potentiellement à la fidélité intermédiaire de la 
méthode de quantification. 

Tableau 9. Avantages ���š���]�v���}�v�À� �v�]���v�š�•�������•�����]�(�(� �Œ���v�š���•�����‰�‰�Œ�}���Z���•�����[� �š��lonnage interne pour la 
�‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�����[�µ�v�����]�}�u���Œ�‹�µ���µ�Œ���‰�Œ�}�š� �]�‹�µ�������v���>��-MS/MS (adapté de Brun et al. 2009) 

 Stratégie AQUA Stratégie QconCAT Stratégie PSAQ 
Justesse du résultat*  - à +++ - à +++ +++ 
Fidélité du résultat + ++ +++ 
���}�Œ�Œ�����š�]�}�v���������o�[� �š���‰�����‰�Œ� -traitement 
des échantillons au niveau protéique 

- - +++ 

���}�Œ�Œ�����š�]�}�v���������o�[� �š���‰�������]�P���•�š�]�}�v��
enzymatique 

- - à ++ +++ 

���}�Œ�Œ�����š�]�}�v���������o�[� �š���‰�����‰�Œ� -traitement 
des échantillons au niveau peptidique 

+++ +++ +++ 

Etude des protéines complexes - à + +++ ++ 
- : mauvais ; + : bon ; ++ : très bon ; +++ : excellent 

(*) autre prérequis pour assurer la justesse de mesure : étalon bien caractérisé  
 

IV.3.2.3 Etalonnage 

�>�[� �š���o�}�v�v���P���� ���v��ID-LC-MS consiste à préparer des solutions étalons de fractions 
�u�}�o���]�Œ���•�� ���}�v�v�µ���•�� ���� �‰���Œ�š�]�Œ�� ������ �o�[� �š���o�}�v�� �•�Ç�v�š�Z� �š�]�‹�µ�� (peptide) ou recombinant (protéine), 
l�[� �š���o�}�v�� �v�}�v�� �u���Œ�‹�µ� �U�� ���µ�•�•�]�� ���‰�‰���o� �� �h étalon léger �i�� ���š�� �o�[� �š���o�}�v�� �]�v�š���Œ�v���� �u���Œ�‹�µ� �U�� ���µ�•�•�]�� ���‰�‰���o� ��
« étalon lourd ». Les étalons contiennent généralement u�v���� �‹�µ���v�š�]�š� �� �(�]�Æ���� ���[� �š���o�}�v�� �o�}�µ�Œ���� ���š��
�µ�v���� �‹�µ���v�š�]�š� �� �À���Œ�]�����o���� ���[� �š���o�}�v�� �o� �P���Œ�X��Après analyse en MS, une fon���š�]�}�v�� ���[étalonnage est 
établie entre les rapports de quantité de matière étalon léger sur étalon lourd et les rapports 
des aires de pics étalon léger sur étalon lourd. A partir de cette fonction, il est possible de 
déterminer la quantité de matière du peptide endo�P���v���� �����v�•�� �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v dans lequel 
�o�[� �š���o�}�v�� �o�}�µ�Œ���� ���� � �š� �� ���}�‰� . La concentration du peptide endogène sera ensuite utilisée pour 
déduire la concentra�š�]�}�v�� ������ �o���� �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�X��En protéomique bottom-up, il y a deux 
�•�š�Œ���š� �P�]���•�� ���[� �š���o�}�v�v���P�� �W�� �o�[� �š���o�}�v�v���P���� �‰eptidique où les étalons sont préparés à partir de 
�‰���‰�š�]�����•���•�Ç�v�š�Z� �š�]�‹�µ���•���}�µ���o�[� �š���o�}�v�v���P�����‰�Œ�}�š� �]�‹�µ�����}�¶���o���•��� �š���o�}�v�•���•�}�v�š���‰�Œ� �‰���Œ� �•�������‰���Œ�š�]�Œ���������oa 
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protéine recombinante. �Y�µ���o�o���� �‹�µ���� �•�}�]�š�� �o���� �•�š�Œ���š� �P�]���U�� �����v�•�� �o���� ���µ�š�� ���[���•�•�µ�Œ���Œ�� �o���� �i�µ�•�š���•�•���� ������ �o����
méthode de quantification, la caractérisation des étalons légers représentent un point clé 
dans le développement de la méthode. Il est dont important de disposer des étalons légers 
de haute pureté avec une concentration déterminée avec exactitude.  

IV.3.2.4 Caractérisation des étalons légers �‰���Œ���o�[���‰�‰�Œ�}���Z�����W�/������ 

Il y a plusieurs approches pour caractériser des étalons légers : �o�[���‰�‰�Œ�}���Z�����‰���Œ���u���•�•����
balance, la RMN quantitat�]�À���U���o�[���v���o�Ç�•����� �o� �u���v�š���]�Œ�������š���o�����š�����Z�v�]�‹�µ�����W�/���������~Peptide Impurity 
Corrected by Amino acids). Dans la caractérisati�}�v�� ���[� �š���o�}�v�•�� �‰���‰�š�]���]�‹�µ���•�� �}�µ�� �‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���•�U��
�o�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �W�/�������� ���•�š��souvent utilisée. Cette approche consiste à soustraire la contribution 
des impuretés peptidiques ou protéiques �}���š���v�µ���� �‰���Œ�� �o�[���v���o�Ç�•���� �����•�� �]�u�‰�µ�Œ���š� �•�� �,�Z�D�^��à la 
concentration du peptide ou protéine d�[�]�v�š� �Œ�!�š����� �š���Œ�u�]�v� �����‰���Œ���o�[���v���o�Ç�•����des Acides Aminés 
(AAA). Lors de l�[���v���o�Ç�•���� �������U�� �o�[� �š���o�}�v�� �‰�µ�Œifié subit une hydrolyse en condition acide en 
�‰�Œ� �•���v������ ���[�����]������ ���Z�o�}�Œ�Z�Ç���Œ�]�‹�µ���� �ò�D�� �‰���v�����v�š�� �µ�v���� ���µ�Œ� ���� ���v�š�Œ���� �î�ð�Z�� ���š�� �ó�î�Z�� ���š�� ���� �µ�v����
température entre 100°C et 150°C. Ces conditions sont à optimiser suivant la nature du 
peptide ou de la protéine ���(�]�v�����[���•�•�µ�Œ���Œ���µ�v�� hydrolyse totale. Afin de corriger les variations 
���µ�Œ���v�š�� �o�[���v���o�Ç�•���U��des � �š���o�}�v�•�� �]�v�š���Œ�v���•�� �u���Œ�‹�µ� �•�� �•�}�v�š�� ���i�}�µ�š� �•�� �����v�•�� �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���À���v�š��
�o�[�Z�Ç���Œ�}�o�Ç�•���X�� ���‰�Œ���•�� �Z�Ç���Œ�}�o�Çse, les hydrolysats sont ensuite analysés par LC-MS. Les 
concentrations ���[���µ���u�}�]�v�•���š�Œ�}�]�•�������]����s aminés différents par peptide/protéine sont utilisées 
�‰�}�µ�Œ�� ��� �š���Œ�u�]�v���Œ�� �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� �‰���‰�š�]���]�‹�µ���l�‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���� ������ �o�[� �š���o�}�v�X�� �����‰���v�����v�š�U��certains 
acides aminés ne sont pas stables dans les conditions ���[�Z�Ç���Œ�}�o�Ç�•���U��et seules la proline, la 
�À���o�]�v���U�� �o�[�]�•�}�o���µ���]�v���U�� �o���� �o���µ���]�v���U�� �o���� �‰�Z� �v�Ç�o���o���v�]�v���U�� �o�[���Œ�P�]�v�]�v���� ���š�� �o�[alanine sont suffisamment 
stables à des températures �i�µ�•�‹�µ�[�����í�ñ�ì�£����(233). �>�[���‰�‰�Œ�}���Z�����W�/���������‰���Œ�u���š�����[��voir de faibles 
�]�v�����Œ�š�]�š�µ�����•���•�µ�Œ���o�����Œ� �•�µ�o�š���š���������o�����‰�µ�Œ���š� ���������o�[� �š���o�}�v. 

 

IV.4 Traitement de �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v 
Il est possible de quantifier directement certains biomarqueurs protéiques dans le 

sérum/plasma après digestion enzymatique sans passer par des étapes de pré-traitement 
des échantillons. Dans ces cas précis, les limites de quantification sont généralement situées 
autour du µg/mL. Buscher et al. ont pu quantifier la protéine tenecteplase dans du sérum de 
rat avec une limite de quantification de 5 µg/mL (environ 85 nM) (234). La sensibilité limitée 
de cette approche est principalement expliquée par la suppression de signal liée au nombre 
important des peptides protéolytiques générés après la digestion. En effet, les peptides 
générés par les protéines de la matrice ont des propriétés similaires de ceux issus de la 
protéine ���[�]�v�š� �Œ�!�š�U�� ���š�� �µ�v���� ���v���o�Ç�•���� ���]�Œ�����š���� ���v�š�Œ���]�v���� ���}�v���� �µ�v���� ���}-élution de nombreux 
peptides ���v�š�Œ���]�v���v�š���o�[���(�(���š���������•�µ�‰�‰�Œ���•�•�]�}�v���������•�]�P�v���o�������v�•���o�����•�}�µ�Œ���������[�]�}�v�]�•���š�]�}�v, ce qui réduit 
�o���� �•���v�•�]���]�o�]�š� �� ���[���v���o�Ç�•���X�� �W���Œ�� ���}�v�•� �‹�µ���v�š�U��ce�š�š���� ���‰�‰�Œ�}���Z���� �v�[���•�š�� �‰���•�� �������‰�š� ���� �‰�}�µ�Œ�� �o����
quantification des protéines de faible abondance. La réduction de la complexité des 
échantillons est donc une étape essentielle ���(�]�v�����[���u� �o�]�}�Œ���Œ���o���•���o�]�u�]�š���•���������‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v���‰�}�µ�Œ��
atteindre des niveaux de concentratio�v�� ������ �o�[�}�Œ���Œ���� ���µ�� �v�P�l�u�>�� �����v�•�� �o���� �•� �Œ�µ�u�l�‰�o���•ma. Les 
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���]�(�(� �Œ���v�š���•���•�š�Œ���š� �P�]���•���‰�}�•�•�]���o���•���‰�}�µ�Œ�����v�Œ�]���Z�]�Œ���o���•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š�����š���Œ� ���µ�]�Œ�����o�������}�u�‰�o���Æ�]té 
des échantillons sont illustrées dans la Figure 35 avec les limites de quantification obtenues 
dans différentes études. ���v���P� �v� �Œ���o�U���o�����š�����Z�v�]�‹�µ�������[�]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� ���‰���Œ�u���š�����[���À�}�]�Œ���µ�v�����o�]�u�]�š����
de quantification bien meilleure que les autres techniques (précipitation des protéines, 
extraction en phase solide ou déplétion des protéines). Ces différentes techniques seront 
décrites plus loin. 

 

 

Figure 35. Différentes stratégies de pré-traitement des échantillons pour une quantification de 
biomarqueurs protéiques dans le sérum/plasma par LC-MS (186). 

�>���•�� �o�]�u�]�š���•�� ������ �‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� �•�}�v�š�� ������ �o�[�}�Œ���Œ���� ���µ�� �R�D�� �•�]��aucune étape de pré-traitement des 
échantillons est appliquée pour réduire la complexité de�•�� � ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�X�� �>�[���‰�‰�Œ�}���Z���� �‰���Œ��
�]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� �� �‰���Œ�u���š�� ���[���u� �o�]�}�Œ���Œ�� �(�}�Œ�š���u���v�š�� �o���� �•���v�•�]���]�o�]�š� �� ������ �o���� �u� �š�Z�}������ ���À������ �����•�� �o�]�u�]�š���•�� ������
quantification de 10pM. Les doubles approches telles que IC +IC, IC + SPE donne une meilleure 
�•���v�•�]���]�o�]�š� ���������o�[�}�Œ���Œ�����������í�‰�D�X 
IC : immunoaffinité ; PP : précipitation des protéines ; SPE : extraction en phase solide ; SEC : 
���Z�Œ�}�u���š�}�P�Œ���‰�Z�]�������[���Æ���o�µ�•�]�}�v���������š���]�o�o�� ; LC : chromatographie liquide. 
 

Le Tableau 10 présente différentes études de quantification de différents 
biomarqueurs dans le sérum/plasma humain. Les différents paramètres analytiques de la 
procédure de quantification, ainsi que les limites de quantification exprimées en ng/mL et 
picomolaire (pM) sont rapportés dans ce tableau. Les limites de quantification sont 
���u� �o�]�}�Œ� ���•���v�}�v���•���µ�o���u���v�š���‰���Œ���o�����‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v�����[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•���u���]�•��� �P���o���u���v�š���‰���Œ���o�����•�Ç�•�š���u����
analytique LC-MS. 
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Tableau 10. Etude bibliographique des articles de recherche pour la quantification des biomarqueurs dans le sérum/plasma par la stratégie 
bottom-up�X���>���•��� �š�µ�����•���•�}�v�š���‰�Œ� �•���v�š� ���•�����v���(�}�v���š�]�}�v���������o�����š�����Z�v�]�‹�µ�����������o�����‰�Œ� �‰���Œ���š�]�}�v�����[� ���Z���v�š�]�o�o�}n. 

Etude Analyte MM (kDa) 
Matrice 

Protéines extraction Peptides extraction 
LC colonne 
(mm x mm ; 
µm) 

système MS 
LLOQ 

Type 
Volume

(µL) 
ng/mL pM 

IMMUNOAFFINITE AU NIVEAU PROTEIQUE 

Kumar, 2010 (235) PTH 9,4  P 1000 IA non 2,1 x 50 ; 3 QqQ 0,04 4 

Fu, 2018 (229) NVS001 25 S 50 IA Non 2,1 x 100 ; 2,7 Qtrap 10 400 

Winther, 2009 (236) proGRP 13  P 100 IA SPE C18 1 x 50 ; 5 QqQ 0,33 25 

Torsetnes, 2013  proGRP 13  P 1000 IA non 1 x 50 ; 3 QqQ 0,17 13 

Faria, 2015 (237) OPN 60 P 500 IA Non 0,15 x 100 ; 1,7 QqQ 60 1000 

Klont, 2018 (238) sRAGE 32 S 50 IA Non 0,15 x 100 ; 1,8 QqQ 0,1 3,12 

Klont, 2019 (239) Protéine D 35 S 100 IA non 0,15 x 100 ; 1,8 QqQ 5,0 143 

Adrait, 2012 (228) SEA 27 S 1000 IA - SDS PAGE non 0,075 x 150 ; 3  Qtrap 1,1 39 

Neubert, 2013 (206) �,�t-NGF 27  P 600 IA SISCAPA - SPE C18 en ligne 0,075 x 50 ; 3 Qtrap 0,007 0,3 

Such-Sanmartin, 2014 (240) GH 20, 22 P 100 IA SPE SDB-XC 0,075 x 150 ; 3 QqQ 0,2 9,1 

IMMUNOAFFINITE AU NIVEAU PEPTIDIQUE 

Kuhn, 2009 (241) TnI 24  P 50 non SISCAPA - SPE C18 0,075 x 100 ; 3 Qtrap 2,8 120 

Whiteaker, 2010 (242) 

OPN 60 

P 10 non SPE C18 - SISCAPA 0,075 x 100 ; 3 Qtrap 

1,6 27 

Protéine 
tumeur D52 

20 20,8 1040 

Kuhn, 2011 (243) S100B  P 100 non SPE HLB - SISCAPA 0,075 x 100 ; 3 Qtrap 0,5 50 

Dubois, 2019 (184) PCT 13 P 100 PP SISCAPA LC capillaire Orbitrap 0,1 7 

ULTRAFULTRATION DES PROTEINES 

Gilquin, 2017 (244) 
MOIX, PCK1, 
NGAL, L-FABP 

 - U 400 Filtration  SPE C18 2,1 x 100 ; 2,6 Qtrap 0,2   

Bailly-Chouriberry, 2012   Rh-EPO 30,4 P 4000 IA -Filtration Non 2,1 x 150 ; 5 QqQ 0,25 8 

DEPLETION DES PROTEINES 

Fortin, 2009 (245) PSA 28,4  P 100 Déplétion (albumine) Double SPE HLB - MCX 2,1 x 100 ; 3,5 Qtrap 5,0 180 
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Keshishian, 2007 (227) Horse PR 48  P 100 Déplétion (12) Double SPE HLB - SCX 0,075 x 100 ; 3 Qtrap 0,94 25 

Keshishian, 2009 (246) 

NT-ProBNP 11 
P 
  

800-
1200 

Déplétion (12) Double SPE HLB - SCX 0,075 x 110 ; 3 Qtrap 

2,78 253 

MRP14 13 15,76 1212 

BNP-32  - 0,77   

PRECIPITATION DES PROTEINES 

Bailly-Chouriberry, 2013 
(247) 

�r-Cob 7.8 P 3000 
Double PP - SPE WCX 
- Double filtration 

non 2,1 x 150; 5   1,0 130 

Zhang, 2014 (248) IP-10 8.6 P 50 PP   2,1 x 50; 1,7 QqQ 0,27 31,6 

Winther, 2009 (236) proGRP 13  P 1000 PP C18 en ligne 1 x 50 ; 5 QqQ 5,0 390 

Such-sanmartin, 2015 (249) 
IGF-1, IGF-2, 
IBP2, IBP3, 
A2GL 

7,6; 7,5; 
31,5; 28,7; 

34,3 
P 7 PP - Filtration   0,1 x 50; 3 QqQ 50   

Such-Sanmartin, 2014 (240) GH 20, 22 P 35 Double PP  SPE SDB-XC 0,075 x 150 ; 3 QqQ 3,9 177 

EXTRACTION EN PHASE SOLIDE 

Yang, 2009 (250) 
PEG-
Interferon-�r�î 

60 S 200 SPE RP SPE MCX 2,1 x 50 ; 5 QqQ 3,6 60 

Szapacs, 2010 (251) 
Domaine 
anticorps 

13,1  P 300 SPE non 2,1 x 50 ; 1,7 QqQ 1,0 76 

Bronsema, 2013 (218) CT 3,2 P 500 SPE HLB SPE MCX 2,1 x 100 ; 1,7 QqQ 0,05 15,6 

Wilffert, 2013 (252) rhTRAIL 60 S 100 IMAC non 2,1 x 100 ; 1,7 QqQ 20 333 

Wilffert, 2016 (204) rhTRAIL 60 S 100 SPE SCX - IMAC non 0,15 x 100 ; 1,7 QqQ 2,0 33,3 

Klont, 2018 (238) sRAGE 32 S 50 SPE SCX Non 0,15 x 100 ; 1,8 QqQ 0,2 6,25 
S : sérum ; P : Plasma ; IA : immunoaffinité ; PP : précipitation de protéine ; SPE : extraction en phase solide ; RP : phase inverse ; IMAC : Immobilized metal affinity chromatography ;; IP-10: interferon-gamma-inductible 
protein-10 
CA II : carbonic andrydrase II ; BIR2/BIR3 : bak-1 interacting receptor-like kinases ; SPINK1 : serine peptidase inhibitor kazal 1 ; PTH : parathyroid hormone ; NVS001 : candidat drug ; OPN : osteopontin ; sRAGE : soluble receptor 
for advanced glycation end products; SEA : staphylococcus enterotoxin A ; H�t-NGF : Human �t-nerve growth factor ; TnI : troponin I ; BCA : Bovine carbonic anhydrase ; �t-LGB : bovine betalactoglobulin ; MOIX : myoinositol 
oxygenase ; PCK1 : phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 ; NGAL : netrophil gelatinase-associated lipocalin ; L-FABP : liver fattt acid-binding protein ; Rh-EPO : recombinant human erythropoitin ; PSA : prostate-specific 
antigen ; NT-ProBNP : N-terminal pro-brain natriuretic peptide ; MRP-14 : migration inhibitory factor-related protein 14 (S100A9) ; BNP-32 : brain natriuretic peptide 32 ; TIMP-1 : metallopeptidase inhibitor 1 ; �r-Cob : �r-
Cobratoxin ; IP-10 : interferon-�v-inducible protein 10 ; IGF-3 : insulin-like growth factor 3 ; IGF-1 : insulin-like growth factor 1 ; proGRP : pro-gastrin-releasing peptide ; IBP : IGF binding protein ; A2GL : leucine(rich alpha-2-
glycoprotein ; GH : growth hormon protein; PEG-Interferone-�r2 ; CT : calcitonin ; rhTRAIL : recombinant human TNF-related apoptosis-inducing ligand ; AGT : Angiotensinogen ; Hep-25 : hepcidin-25 ; Apo : Apolipoproteines ; 
PCT : procalcitonin 
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IV.4.1 Dénaturation des protéines 

�>�[� �š���‰������������� �v���š�µ�Œ���š�]�}�v�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����•�š���v� �����•�•���]�Œ�������(�]�v���������Œ� ���µ�]�Œ�����o���•���]�v�š���Œ�����š�]�}�v�•��
entre les protéines et au sein des protéines, et ainsi faciliter la digestion des protéines. Dans 
le sérum, la solubilité des protéines est associée à la nature des groupements latéraux des 
acides aminés qui les composent. En effet, les chaines latérales hydrophiles ou polaires sont 
���]�Œ�]�P� ���•�� �À���Œ�•�� �o�[���Æ�š� �Œ�]���µ�Œ�� �‰�}�µ�Œ�� �(�����]�o�]�š���Œ�� �o�[�Z�Ç���Œ���š���š�]�}�v�� �}�µ�� �(�}�Œ�u���Œ�� �����•�� �o�]���]�•�}�v�•�� �Z�Ç���Œ�}�P���v���•�� ���À������
�o�[�����µ�X�����µ�����}�v�š�Œ���]�Œ���U���o���•�����Z���]�v���•���Z�Ç���Œ�}�‰�Z�}�����•���•�}�v�š�����]�Œ�]�P� ���•���À���Œ�•���o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ���‰�}�µ�Œ���u�]�v�]�u�]�•���Œ���o���•��
���}�v�š�����š�•�� ���À������ �o�[�����µ�X�� �>�[���i�}�µ�š�� ���[���P���v�š�•�� ��� �v���š�µ�Œ���v�š�•�� �‰���Œ�š�µ�Œ������ �����š�š���� ���}nformation et permet 
���[���Æ�‰�}�•���Œ�������o�����•�µ�Œ�(�������������•���P�Œ�}�µ�‰���u���v�š�•���Z�Ç���Œ�}�‰�Z�}�����•, ce �‹�µ�]���u�}���]�(�]�������}�v�����o�[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�����v�š�Œ����
les protéines. Il existe de nombreux agents dénaturants tels que le dodécyl sulfate de 
sodium (SDS), le déoxycholate de sodium (SDC), le cholate de sodium�U�� �o�[�µ�Œ� ���� �}�µ�� ���v���}�Œ���� �o����
Tween 20. Proc et al. �}�v�š��� �š�µ���]� ���o�[�]�v�(�o�µ���v���������������]�(�(� �Œ���v�š���•���v���š�µ�Œ���•�����[���P���v�š�•����� �v���š�µ�Œ���v�š�•���š���o�•��
que les agents ioniques, les agents chaotropiques et les surfactants sur la digestion de 45 
�‰�Œ�}�š� �]�v���•���‰�o���•�u���š�]�‹�µ���•�X���>�[� �š�µ�������u�}�v�š�Œe une meilleure digestion pour toutes les protéines en 
utilisant le SDC (253). Le SDC est également utilisé dans de nombreuses études (254�t257). 
C�}�u�u�������[���µ�š�Œ���•����� �š���Œ�P���v�š�•�U��le SDC peut interférer avec les mécanismes de rétention lors de 
�o�[���v���o�Ç�•�����>��-MS, et �o�}�Œ�•���������o�[�]�}�v�]�•���š�]�}�v�������v�•���o�����•�}�µ�Œ���������µ���•�‰�����š�Œ�}�u���š�Œ�����������u���•�•���X���>�[���À���v�š���P����
du SDC ���•�š�� �‹�µ�[�]�o�� �‰���µ�š�� �!�š�Œ���� � �o�]�u�]�v�  facilement par précipitation après acidification avant 
�o�[���v���o�Ç�•�����>��-MS.  

 

IV.4.2 Précipitation des protéines 

La précipitation des protéines est une technique simple et rapide. Les protéines sont 
précipitées en ajoutant un solvant organique (acétonitrile, méthanol, acétone), un acide 
�]�v�}�Œ�P���v�]�‹�µ���� �~�����]������ �‰���Œ���Z�o�}�Œ�]�‹�µ���U�� �����]������ �š�Œ�]���Z�o�}�Œ����� �š�]�‹�µ���•�� �}�µ�� ���µ�� �•���o�� �~�•�µ�o�(���š���� ���[���u�uonium) 
dans les fluides biologiques. En effet, la solubilité des protéines est le résultat de plusieurs 
interactions : des interactions polaires avec le milieu aqueux, des interactions ioniques avec 
les sels et des interactions électrostatiques répulsives entre les protéines de même charge. 
�>�[���i�}�µ�š�� ������ �����•�� �Œ� �����š�]�(�•�� �‰���Œ�u���š�� ������ �Œ�}�u�‰�Œ���� �����•�� �]�v�š���Œ�����š�]�}�v�•�U et réduit ainsi la solubilité des 
protéines. Polson et al. �}�v�š��� �À���o�µ� ���o�[���(�(�]�������]�š� �������������š�š�����š�����Z�v�]�‹�µ�������À�������������v�}�u���Œ���µ�Æ���Œ� �����š�]�(�•��
de précipitation. La capacité à précipiter des protéines plasmatiques est plus importante 
avec �o�[����� �š�}�v�]�š�Œ�]�o�����‹�µ�[���À�������o�� méthanol. En effet, plus de 89 % des protéines sont précipitées 
avec un taux de 50 �9�����[�����E�U���š���v���]�•���‹�µ�[�]�o���Ç�������•���µ�o���u���v�š���ò�ð % de protéines précipitées avec 50 
% MeOH (258)�X�� �>���� �‰�Œ� ���]�‰�]�š���š�]�}�v�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �v���� �‰���Œ�u���š�� �v� ���v�u�}�]�v�•�� �‰���•�� ���[���š�š���]�v���Œ���� �µ�v��
rendement de 100 % de précipitation des protéines dans le sérum/plasma. Ce rendement 
dépend des propriétés physicochimiques de chaque �‰�Œ�}�š� �]�v���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�U�� �‹�µ���� �o�[�}�v�� �‰���µ�š��
retrouver dans le surnageant et/ou dans le culot après une centrifugation. Ainsi les protéines 
de masse moléculaire élevée précipitent en général plus aisément, tandis que les protéines 
de faible poids moléculaire et peptides restent dans le surnageant. Cette technique permet 
� �P���o���u���v�š�����[� �o�]�u�]�v���Œ���o���•���‰���š�]�š���•���u�}�o� ���µ�o���•���š���o�o���•���‹�µ�����o���•���•���o�•���•�]���o������ulot est récupéré pour les 
analyses. Quelle que soit la fraction récupérée, la précipitation des protéines permet donc 
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de fractionner efficacement �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�U�� �‰�}�µ�Œ�� ���]�u�]�v�µ���Œ la complexité des matrices 
biologiques et pour améliorer la sensibilité des analyses protéiques. En effet, certaines 
études ont rapporté de�•�� �o�]�u�]�š���•�� ������ �‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�� ������ �o�[�}�Œ���Œ���� ���µ�� �v�P�l�u�>�� �~Tableau 10). En 
particulier, Zhang et al. ont utilisé �µ�v�� �u� �o���v�P���� ���[����� �š�}�v�]�š�Œ�]�o���� ���š�� ���[�����]������ �(�}�Œ�u�]�‹�µ���� �‰�}�µ�Œ��
précipiter des protéines du sérum en travaillant sur la fraction surnageante, ce qui permet 
���[���š�š��indre une limite de quantification de 0,27 ng/mL (31,6 pM) pour le biomarqueur IP-10 
(248)�X�� �����‰���v�����v�š�U�� �����š�š���� �š�����Z�v�]�‹�µ���� �v�[���•�š pas spécifique. Dans certaines situations, il est 
judicieux de réaliser deux étapes de précipitation des protéines en récupérant le surnageant 
puis le culot ou inversement pour bien réduire la complexité des matrices et extraire les 
�‰�Œ�}�š� �]�v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š��(240). 

 

IV.4.3 Ultrafiltration des protéines 

�>�[�µ�o�š�Œ���(�]�o�š�Œ���š�]�}�v�� �����• protéines est une technique simple reposant sur la différence 
���[���v���}�u���Œ���u���v�š�� �•�š� �Œ�]�‹�µ���� ���š�� ���}�v�� de masse moléculaire apparente des protéines. 
Différentes membranes sont utilisées avec des seuils de filtration définis (3 kDa, 10 kDa ou 
30 kDa). La sélection de la mem���Œ���v���� �•���� �(���]�š�� ���}�v���� ���v�� �(�}�v���š�]�}�v�� ������ �o�[���v���o�Ç�š���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�X�� �����š�š����
technique permet de simplifier le mélange de protéines présentes dans les matrices en 
éliminant les protéines de masse moléculaire élevée qui sont parmi les plus abondantes 
�š���o�o���•�� �‹�µ���� �o�[albumine, la transferrine, le fibrinogène avec un niveau de filtration de 30 kDa 
par exemple pour une analyse des protéines de moins de 30 kDa. Cependant, une limitation 
�u���i���µ�Œ���� ���•�š�� �o���� �‰�}�•�•�]���]�o�]�š� �� ���[� �o�]�u�]�v���Œ�� � �P���o���u���v�š�� �����•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š��si elles sont en 
interaction avec protéines de haut poids moléculaire. 

Une étape d�[�µ�o�š�Œ��filtration peut également être implémentée pour la purification des 
peptides protéolytiques afin de retenir sur la membrane des protéines non-digérées, comme 
dans le cas la stratégie de digestion sur filtre. Le principe de cette stratégie est présenté dans 
la Figure 36. ���‰�Œ���•�� �o���� ��� �‰�€�š�� ������ �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� �•�µ�Œ�� �o���� �u���u���Œ���v���� ���µ�� �(�]�o�š�Œ����de seuil 3 kDa ou 
10 kDa, les protéines sont purifiées par centrifugation pour éliminer les molécules de faible 
masse moléculaire qui ne sont pas retenues par �o���� �u���u���Œ���v���X�� �>���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š��
restant sur la membrane sont ensuite réduites, alkylées et digérées. Les peptides issus de la 
digestion et de masse plus faible que 3 kDa ou 10 kDa sont ensuite récupérés dans le filtrat 
�‰���Œ���o�[� �š���‰���������������v�š�Œ�]�(�µ�P���š�]�}�v. 
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Figure 36. Principe de la digestion sur filtre 

La digestion sur filtre se déroule en �ð��� �š���‰���•�� �‰�Œ�]�v���]�‰���o���•�X���>���� ��� �‰�€�š�������� �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v���•�µ�Œ���(�]ltre (A), puis 
après une centrifugation à la vitesse adaptée, les protéines et les interférences de petites tailles sont 
éliminés dans le tube (B). Les étapes de réduction et alkylation ont lieu directement sur filtre, après 
chaque réaction, une centrifugation est nécessaire pour éliminer les réactifs (C). La digestion est 
ensuite réalisée directement sur filtre suivi par une centrifugation pour récupérer les peptides digérés 
qui passe à travers le filtre.  

Cette approche de digestion directe sur filtre per�u���š�� �v�}�v�� �•���µ�o���u���v�š�� ���[� �o�]�u�]�v���Œ�� �o���•��
différents réactifs de la réaction de réduction et ���[���o�l�Ç�o���š�]�}�v ���‰�Œ���•���o�[� �š���‰���������������v�š�Œ�]�(�µ�P���š�]�}�v, 
���š�� ���[� �À�]�š���Œ�� �o���� �‰�Œ� �•���v������ �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �v�}�v-digérées �u���]�•�� � �P���o���u���v�š�� ���[� �o�]�u�]�v���Œ�� �����Œ�š���]�v�•��
composés comme le SDS (259). �>�����š�����Z�v�]�‹�µ�������[�µ�o�š�Œ���(�]�o�š�Œ���š�]�}�v est une des stratégies évaluées 
pour le traitement ������ �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ������ ������ �‰�Œ�}�i���š�� ������ �š�Z���•���X�� ���o�o���� �‰���Œ�u���š�š�Œ���]�š�� ������ �Œ� ���µ�]�Œ���� �µ�v��
nombre important des protéines de poids moléculaires supérieurs à 30 �l�����������v�•���o�[� �š���‰����������
pur�]�(�]�����š�]�}�v�����µ���v�]�À�����µ���‰�Œ�}�š� �]�‹�µ�������š�����[� �o�]�u�]�v���Œ�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•���v�}�v�����]�P� �Œ� ���•���o�}�Œ�•���������o�������]�P���•�š�]�}�v��
avec une membrane de 10 kDa pour faire une digestion directe sur filtre.  

IV.4.4 Extraction en phase solide 

�>�[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�� ���v�� �‰�Z���•���� �•�}�o�]������ �~�^�W���� �‰�}�µ�Œ��Solid Phase Extraction) est une technique 
permettant la purification des protéines en fonction de leurs propriétés physico-chimiques. 
La séparation repose �•�µ�Œ�� �o���� ���]�(�(� �Œ���v������ ���[���(�(�]�v�]�š� �� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v��s entre la phase stationnaire 
���[�µ�v�����‰���Œ�š�����š���o�����‰�Z���•�����u�}���]�o�������[���µ�š�Œ�����‰���Œ�š�X���>�������Z�}�]�Æ����es solvants constituant la phase mobile 
et de la phase stationnaire est déterminant. Il nécessite des optimisations pour réduire les 
interférences matricielles et optimiser au maximum les rendements de récupération des 
�‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�X�� �>���� ���Z�}�]�Æ�� ������ �o���� �‰hase stationnaire se fait en fonction des propriétés 
physico-���Z�]�u�]�‹�µ���•�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���[�]�v�š� �Œêt et des interférences à éliminer, telles que la 
polarité, la solubilité, le po�]���•���u�}�o� ���µ�o���]�Œ���U���o�[���Æ�]�•�š���v�������������P�Œ�}�µ�‰���u���v�š�•�����Z���Œ�P� �•. Il existe une 
large gamme de ph���•���•�� �•�š���š�]�}�v�v���]�Œ���•�� �����•� ���•�� �•�µ�Œ�� ���]�(�(� �Œ���v�š�•�� �š�Ç�‰���•�� ���[�]�v�š���Œ�����š�]�}�v�� �š���o�o���•�� �‹�µ����
�o�[�Z�Ç���Œ�}�‰�Z�]�o�]���� �~�‰�Z���•�� à polarité dite « normale �i�U�� �š�Ç�‰���� �,�/�>�/���•�U�� �o�[�Z�Ç���Œ�}�‰�Z�}���]���]�š� �� �~�‰�Z���•���� ����
polarité dite « inversée », avec greffons C4, C8, C18), le HLB (balance hydrophile-lipophile), 
les séparations ioniques (par échange de cation forts SCX pour strong cation exchange, ou 
échange de cation mixte MCX pour mixed cation exchange). 
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�>�����‰�Œ�]�v���]�‰�������[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v��en phase solide est illustré dans la Figure 37 ci-dessous : 

 

Figure 37. Principe de l'extraction en phase solide (SPE) 
 �>�[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�� �•���� ��� �Œ�}�µ�o���� ���v�� �P� �v� �Œ���o�� ���v�� �ð�� � �š���‰���• : après une étape de conditionnement de la phase 
�•�š���š�]�}�v�v���]�Œ���U�� �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���•�š�� ��� �‰�}�•� �� �‰�}�µ�Œ�� �‰�Œ�}�À�}�‹�µ���Œ�� �µ�v�� rétention des protéines sur la phase 
stationnaire, pendant que la plupart des interférents tels que les sels sont éliminés par simple non 
rétention. Une étape de lavage est nécessaire pour éliminer encore une partie des interférents 
faiblement retenus. La �����Œ�v�]���Œ����� �š���‰�������}�v�•�]�•�š�������}�v��������� �o�µ���Œ���o���•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š�����À�������µ�v���•�}�o�À���v�š��������
�(�}�Œ������ ���[� �o�µ�š�]�}�v�� ���‰�‰�Œ�}�‰�Œ�]� ���� ���(�]�v�� ���[� �o�µ���Œ�� �•���µ�o���u���v�š�� �o���•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���v�� � �À�]�š���v�š�� ���[� �o�µ��r les 
interférents fortement retenus (260). 
 

De nombreux travaux incluent une étape de SPE dans le protocole de préparation 
���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� �‰�}�µ�Œ�� �o���� �‰�µ�Œ�]�(�]�����š�]�}�v�� �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �•� �Œ�]�‹�µ���•�l�‰�o���•�u���š�]�‹ues, en particulier pour 
les protéines de faible abondance (inférieure à 1 ng/mL) (218,238) (Tableau 10). Bronsema 
et al. ont rapporté une limite de quantification de la calcitonine de 0,05 ng/mL en utilisant la 
technique SPE de type HLB avec �µ�v�������(�(�]�������]�š� �����[� �o�]�u�]�v���š�]�}�v�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•��sériques pouvant 
���o�o���Œ�� �i�µ�•�‹�µ�[���� �õ�õ % (218). Cependant, il est important de noter que le rendement de 
�Œ� ���µ�‰� �Œ���š�]�}�v�������•���‰�Œ�}�š� �]�v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š���v�[���•�š���‰���•���������í�ì�ì %. Yang et al. atteignent un rendement 
���[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�� ������ �o�[�}�Œ���Œ���� ������ �ñ�ì % pour PEG-IFN-�r2 avec une limite de quantification de 
3,6 ng/mL (250). En outre, 74 % des protéines sRAGE ont été récupérées après une SPE de 
type SCX selon Klont et al. (238). La technique SPE présente cependant un grand intérêt pour 
la purification des protéines selon leurs caractéristiques physicochimiques et pour simplifier 
la complexité d�[�µ�v�� matrice telle que le sérum. Elle constitue une méthode orthogonale par 
rapport à la technique immunoaffinité qui est basée sur les propriétés fonctionnelles. 

 

IV.4.5 Déplétion des protéines  

La déplétion des protéines permet de réduire la complexité en éliminant les 
�‰�Œ�}�š� �]�v���•�� �o���•�� �‰�o�µ�•�� �����}�v�����v�š���•�� �š���o�o���•�� �‹�µ���� �o�[���o���µ�u�]�v���U�� �}�µ�� �o���•�� �/�P�'�� �š�}�š���o�X Cette technique est 
�����•� ���� �•�µ�Œ�� �o�[���(�(�]�v�]�š� �� ������ �����•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���À������ �����•�� ���vticorps. Il existe des kits contenant des 
anticorps immobilisés sur support pouvant éliminer 14 des protéines les plus abondantes. La 
��� �‰�o� �š�]�}�v�������•�� �‰�Œ�}�š� �]�v���•���‰���Œ���`�š�� ���(�(�]���������� �‰�}�µ�Œ���Œ� ���µ�]�Œ���� �o�[���(�(���š�� ������ �•�µ�‰�‰�Œ���•�•�]�}�v�������� �•�]�P�v���o�� �����µ�•� ����
par les protéines et ainsi améliorer la sensibilité des méthodes. En effet, �o�[� �š�µ�������������^�Z�]��et al. 
en 2013 a montré une amélioration de la limite de quantification ���[�µ�v���(�����š���µ�Œ�����o�o���v�š���i�µ�•�‹�µ�[����
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10 en utilisant une déplétion de ces 14 protéines les plus abondantes (261). Cependant, il est 
important de noter que des protéines de plus faible masse moléculaire risquent également 
���[�!�š�Œ���� � �o�]�u�]�v� ���•�� ���µ�Œ���v�š�� �o���� �‰�Œ�}�����•�•�µ�•�� ������ ��� �‰�o� �š�]�}�v�X�� ���v�� ���(�(���š�U�� �o�[���o���µ�u�]�v���� ���•�š�� ���}�v�v�µ���� ���}�u�u����
une protéine de transport dans la circulation sanguine et elle se lie à de nombreuses 
molécules telles que les hormones, cytokines et lipoprotéines. �>�[� �o�]�u�]�v���š�]�}�v�� ������ �o�[���o���µ�u�]�v����
�‰���µ�š�����}�v�������v�š�Œ���]�v���Œ���µ�v�����‰���Œ�š���������•�����}�u�‰�}�•� �•�����[�]�v�š� �Œ�!�š�X��Ainsi, dans cette même étude, Shi et 
al. soulignent une perte conséquente de la protéin���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š��antigène prostatique 
spécifique (PSA) avec cette approche : 60 % et 35 % pour la protéine après une déplétion 
���[���o���µ�u�]�v���� ���š�� ���[�/�P�'�U�� �Œ���•�‰�����š�]�À���u���v�š�X�� �����š�š���� �‰���Œ�š���� ������ �W�^���� ���•�š�� ������ �ó�ñ % après une déplétion 
des 14 protéines les plus abondantes (261). Il est donc primordial de minimiser 
préalablement les interactions non covalentes entre les protéines ���[�]�v�š� �Œ�!�š ���š�� �o�[���o���µ�u�]�v����
avant toute étape de déplétion des protéines les plus abondantes. De plus, les protéines 
���[�]�v�š� �Œ�!�š���‰���µ�À���v�š�����Œ� ���Œ�������•���o�]���]�•�}�v�•���v�}�v-spécifiques avec les anticorps immobilisés en raison 
de séquences �‰�Œ�}�š� �]�‹�µ���•�� �•�]�u�]�o���]�Œ���•�U�� �]�u�‰�����š���v�š�� ���]�v�•�]�� �o���� �Œ���v�����u���v�š�� ���[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v��(262,263). 
Cette technique qui permet donc de réduire la concentration de protéines parmi les plus 
abondantes, nécessite cependant une bonne optimisation afin de réduire la perte des 
�‰�Œ�}�š� �]�v���•�����[�]�v�š� �Œ�!�š�X�� 

 

IV.4.6 Immunoaffinité 

�>�[�]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� �����•�š���µ�v�����š�����Z�v�]�‹�µ�����‰�o�µ�•���•�‰� ���]�(�]�‹�µ���������•� �����•�µ�Œ���o�����Œ�����}�v�v���]�•�•���v���������v�š�Œ����
les analytes et les anticorps �•�‰� ���]�(�]�‹�µ���•�� ���� �o�[���v���o�Ç�š��. Ces derniers sont souvent greffés à des 
���]�o�o���•���u���P�v� �š�]�‹�µ���•���}�µ���P�Œ���(�(� �•�������o�[�]�v�š� �Œ�]���µ�Œ���������o�������}�o�}�v�v���U�����‰�‰���o� �������}�o�}�v�v�������[�]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� . 
�>�[�µ�v�� �����•�� ���À���v�š���P���•�� ������ �����š�š���� �š�����Z�v�]�‹�µ���� ���•�š�� �•���� �•�‰� ���]�(�]���]�š�  �W�� ���o�o���� �‰���Œ�u���š�� ���[���À�}�]�Œ un meilleur 
���v�Œ�]���Z�]�•�•���u���v�š�� ���[�µ�v�� ���v���o�Ç�š���� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�� ���š�� ���]�v�•�]�� ���[���š�š���]�v���Œ���� �µ�v���� �u���]�o�o���µ�Œ���� �•���v�•�]���]�o�]�š� �� �‰���Œ��
rapport aux autres techniques de préparation des échantillons.  

�>�–�]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� �� �‰���µ�š�� �!�š�Œ���� �]�u�‰�o� �u���v�š� ���� �v�}�v�� �•���µ�o���u���v�š�� �‰�}�µ�Œ�� �o�[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�� �����•��
�‰�Œ�}�š� �]�v���•�� ���[�]�v�š� �Œ�!�š�U�� �u���]�•�� � �P���o���u���v�š�� �o�[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�� �����•�� �‰���‰�š�]�����•�� ���‰�Œ���•�� �o�[� �š���‰���� ������ ���]�P���•�š�]�}�v��
enzymatique. �>�[�]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� �� ���µ��niveau des protéines est largement utilisée pour la 
quantification de protéines de faible abondance, en particulier dans les matrices complexes 
(Tableau 10). Elle permet de simplifier la matrice en isolant spécifiquement les protéines 
���[�]�v�š� �Œ�!�š�U�� ���]�v�•�]�� ������ �Œ� ���µ�]�Œ���� �o���� �‹�µ���v�š�]�š� �� ���[� ���Z���v�š�]�o�oon utilisée�X�� ������ �‰�o�µ�•�U�� �o�[�]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� �� �}�(�(�Œ����
également la possibilité de capturer une large gamme de protéines pour une analyse 
multiplexe. Cependant, le rendement de récupération peut ne pas être satisfaisant. Par 
exemple, Adrait et al. a rapporté un rendement de 7,8 �9���‰�}�µ�Œ���o�[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v�������•�����v�š� �Œ�}�š�}�Æ�]�v���•��
A dans le sérum (228). Krastins et al. a implémenté cette approche pour la quantification de 
la PCT dans le sérum avec une limite de quantificatio�v���������í���v�P�l�u�o�������‰���Œ�š�]�Œ�����[�µ�v�����‰�Œ�]�•�������[���•�•���]��
de 1 mL de sérum (183)�X���Y�µ���v�š�������o�[�]�u�u�µ�v�}���(�(�]�v�]�š� �����µ���v�]�À�����µ��du peptide, le concept SISCAPA 
(Stable Isotope Standards and Capture by Anti-Peptide Antibodies) a été introduit par 
Anderson et al. en 2004. Cette méthode repose �•�µ�Œ�� �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ���[anticorps anti-peptides 
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immobilisés (264)�X�� �>�[���(�(�]�������]�š� �� �����•�� ���v�š�]���}�Œ�‰�•�� �^�/�^�����W���� �i�}�µ���� �µ�v�� �Œ�€�o���� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�� �����v�•��
�o�[���u� �o�]�}�Œ���š�]�}�v���������o�����o�]�u�]�š������������� �š�����š�]�}�v�����š���������‹�µ���v�š�]�(�]�����š�]�}�v�X���>�[� �š�µ�������������t�Z�]�š�����l���Œ��et al. en 
2010 sur la quantification de neuf protéines a montré une gain de 391 à 9608 fois en 
sensibilité, en fonction des protéines, en utilisant les anticorps SISCAPA (265). De plus, un 
des avantages importants de cette technique est le multiplexage. Ippoliti et al. ont quantifié 
par LC-MS plus de 150 peptides résultant de la digestion de biomarqueurs protéiques des 
maladies cardiovasculaires (266)�X�� �����‰���v�����v�š�U�� �o�[���(�(�]�������]�š� �� ������ �����š�š���� �š�����Z�v�]�‹�µ���� ���•�š�� �(�}�Œ�š���u���v�š��
�]�v�(�o�µ���v��� ���� �‰���Œ�� �o�[� �š���‰���� ������ ���]�P���•�š�]�}�v�� ���v�Ì�Ç�u���š�]�‹�µ���X�� ���v�� ���(�(���š�U�� �<�µ�Z�v��et al. ont montré que le 
rendemen�š�� ���[���Æ�š�Œ��ction des peptides protéolytiques de la troponine-I est bien inférieur à 
celui des peptides synthétiques (53 % versus 94,4 %). C�����(���]���o�����Œ���v�����u���v�š�����[���Æ�š�Œ�����š�]�}�v��serait 
lié à un faible rendement de digestion de la troponine-I (241). De plus, si la matrice est trop 
complexe, il y a un risque de saturer les anticorps par des peptides interférents (224). Pour la 
quantification de la PCT dans le sérum, Dubois a décrit dans son manuscrit de thèse une 
stratégie de quantification utilisant �o�[���‰�‰�Œ�}���Z�� SISCAPA avec une limite de quantification de 
0,1 ng/mL sur �µ�v���� �‰�Œ�]�•���� ���[���•�•���]�� ������100 µL sérum/plasma (184). L�[immunoaffinité permet 
���[���u� �o�]�}�Œ���Œ���o�� sensibilité de quantification, cependant les anticorps spécifiques de �o�[���v���o�Ç�š����
���[�]�v�š� �Œ�!�š�� �v���� �•�}�v�š�� �‰���•�� �š�}�µ�i�}�µ�Œ�•�� ���]�•�‰�}�v�]���o���•�� ���š�� �o���� ��� �À���o�}�‰�‰���u���v�š�� �����•�� ���v�š�]���}�Œ�‰�•�� �����u���v������ ���µ��
temps et est souvent coûteux. ������ �‰�o�µ�•�U�� �o���� �Œ���‰�Œ�}���µ���š�]���]�o�]�š� �� ���v�š�Œ���� ���]�(�(� �Œ���v�š�•�� �o�}�š�•�� ���[���v�š�]���}�Œ�‰�•��
est variable.  

La quantification des protéines de faible abondance en ID-LC-MS dans la matrice 
complexe présente donc de nombreux enjeux. Il est important donc de définir la stratégie de 
développement et chaque étape de la méthode de la quantification devra être optimisée 
���(�]�v�� ���[���µ�P�u���v�š���Œ�� �o���� �•���vsibilité de la 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 menaces pour la santé publique. Dans la lutte contre 
ces menaces, le dosage de la PCT représente un outil très efficace pour aider les cliniciens 
�����v�•�� �o���� ���]���P�v�}�•�š�]���� ���š�� �o���� ��� ���]�•�]�}�v�� ���[�]�v�]�š�]���Œ�� �}�µ�� ���[�]�v�š���Œ�Œ�}�u�‰�Œ���� �µ�v�� �š�Œ���]�š���u���v�š�� ���v�š�]���]�}�š�]�‹�µ���� ���µ��
�•���‰�•�]�•�����š���������o�[�]�v�(�����š�]�}�v�������• voies respiratoires inférieures. De nombreuses études ont montré 
les bénéfices de la mise en place des dosages de la PCT dans la prise en charge des patients 
en termes de durée de traitement antibiotique, de durée de séjour hospitalier et de coût 
(159,267,268)�X�� �����‰���v�����v�š�U�� �����Œ�š���]�v���•�� � �š�µ�����•�� �v�[�}�v�š�� �‰as observé les mêmes bénéfices 
(158,160)�X�������o�����‰���µ�š���!�š�Œ�������¸�������o�[�Z� �š� �Œ�}�P� �v� �]�š� �������v�•���o�����‰�Œ���š�]�‹�µ�������������}�•���P�����������o�����W���d��entre les 
�Z�€�‰�]�š���µ�Æ�����[�µ�v���u�!�u�����‰���Ç�•�U���}�µ�����[�µ�v���‰���Ç�•�������o�[���µ�š�Œ���X�����v�����(�(���š�U���•���o�}�v���µ�v����� �š�µ�������u���v� ���������v�•���ò�í��
hôpitaux du Massachusetts, la plupart des hôpitaux ne disposent pas de ressources 
instrumentales pour réaliser en interne les dosages de la PCT (269). Celui-ci est donc réalisé 
���v�����Æ�š���Œ�v���X���>������� �o���]�����[�}���š���v�š�]�}�v�����µ���Œ� �•�µ�o�š���š�����•�š�����}�v�����š�Œ���•�����]�(�(� �Œ���v�š�����v�š�Œ�����o���•���Z�€�‰�]�š���µ�Æ : moins 
de 2h pour les dosages réalisés en interne et entre 2 et 7 jours pour ceux réalisés en externe. 
Cette différence de temps peut entrainer un re�š���Œ���� �]�u�‰�}�Œ�š���v�š�� �����v�•�� �o�[� �š�����o�]�•�•���u���v�š�� ���µ��
diagnostic et la mise en place du traitement antibiotique par les cliniciens, qui doivent 
cependant être rapides. De plus, pour les hôpitaux ayant la capacité de réaliser les dosages 
de la PCT sur place, il y a également une hétérogénéité en termes de méthodes de dosage 
utilisées par les différents hôpitaux. En effet, comme cela a été présenté (voir section 
A.III.2.1), il existe une large gamme de méthodes de dosage de type immunoessai sur le 
marché. Or ces méthodes de dosage sont basées sur des techniques différentes et utilisent 
�����•�� �•�Ç�•�š���u���•�� ���[� �š���o�}�v�v���P����différents. Ces différences sont susceptibles de produire des 
variabilités entre les résultats, ce qui peut entrainer des conséquences importantes dans le 
�•�µ�]�À�]�� �����•�� �‰���š�]���v�š�•�U�� �o���•�� � �š�µ�����•�� � �‰�]��� �u�]�}�o�}�P�]�‹�µ���•�� ���š�� �o�[� �š�����o�]�•�•���u���v�š�� ������ �Œ�����}�u�u���v�����š�]�}�v�•��
cliniques. 
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Figure 38. Résultat de la concentration de la PCT d'un patient en fonction des différents parcours 
hospitaliers 

���(�]�v�����[���u� �o�]�}�Œ���Œ���o�����‹�µ���o�]�š� ���������‰�Œ�]�•�������v�����Z���Œ�P���������•���‰���š�]���v�š�•�U���]�o�����•�š�����•�•���v�š�]���o�����������]�•�‰�}�•���Œ��
de résultats fiables et comparables dans le temps entre différentes méthodes et différents 
laboratoires. �K�Œ�U�� ���v�� �o�[� �š���š�� �����š�µ���o�U�� �o���� ���}�u�‰arabilité des résultats reste controversée et ne 
semble pas être démontrée de manière rigoureuse. Pour cela, une partie de ce travail de 
�š�Z���•���� ���� � �š� �� ���}�v�•�����Œ� ���� ���� �o�[� �À���o�µ���š�]�}�v�� ������ �o���� ���}�u�‰���Œ�����]�o�]�š� �� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� �}���š���v�µ�•�� ���v�š�Œ����
différentes méthodes de dosage de la PCT afin de documenter et comprendre les variabilités 
observées. Pour cela, une étude bibliographique des études de corrélation disponibles dans 
�o�����o�]�š�š� �Œ���š�µ�Œ�������š���µ�v����� �š�µ�����������•�������u�‰���P�v���•�����[�����Y��ont été réalisées.  

Par ailleurs, le manque de matériaux de référence et de méthodes de référence pour 
�o���� ���}�•���P���� ������ �o���� �W���d�� ���u�‰�!���Z���� ���[� �š�����o�]�Œ�� �µ�v�� �Œ�������}�Œ�����u���v�š�� �u� �š�Œ�}�o�}�P�]�‹�µ���� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•��
���[���v���o�Ç�•���������µ�v��� �š���o�}�v���•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ���‰���Œ���o�������]���]�•�����[�µ�v�������Z���`�v�����������š�Œ���������]�o�]�š� ���u� �š�Œ�}�o�}�P�]�‹�µ�������}�u�u����
cela est exigé par les normes NF EN ISO 15189, NF EN ISO 17511 et le règlement européen 
�î�ì�í�ó�l�ó�ð�ò�l���h�X�� �>�[� �š�����o�]�•�•���u���v�š�� ���[�µ�v���� ���Z���`�v���� ������ �š�Œ���������]�o�]�š� �� �u� �š�Œ�}�o�}�P�]�‹�µ���� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ������
dosage de la PCT est considéré comme une priorité selon le Consortium international pour 
�o�[harmonisation des résultats des laboratoires 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 Laboratoire (IFCC) a créé le 
groupe de travail sur la « standardisation » des méthodes de dosage de la PCT (WG-PCT). Un 
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des objectifs principaux du WG-PCT est de développer un système de référence pour les 
dosages de la PCT. Dans cette optique, afin de répondre à ces exigences, le travail présenté 
dans ce manuscrit ���� �‰�Œ�]�v���]�‰���o���u���v�š�� � �š� �� ���}�v�•�����Œ� �� ���� �o�[�}�‰�š�]�u�]�•���š�]�}�v�� ���š�� ���µ�� ��� �À���o�}�‰�‰���u���v�š��
���[�µ�v�����u� �š�Z�}�������������Œ� �(� �Œ���v�������‰���Œ�����]�o�µ�š�]�}�v���]�•�}�š�}�‰�]�‹�µ�������}�µ�‰�o� ���������o�������Z�Œ�}�u���š�}�P�Œ���‰�Z�]�������v���‰�Z���•����
liquide à haute performance et à la spectrométrie de masse (ID-LC-MS/MS) pour le dosage 
de la PCT dans le sérum humain. 

Ainsi, cette partie est divisée en deux grands chapitres. Le premier chapitre est 
���}�v�•�����Œ� �������o�[� �À���o�µ���š�]�}�v�������•�������•�}�]�v�•���������•�š���v�����Œ���]�•���š�]�}�v�������•���u� �š�Z�}�����•�����������}�•���P���•���������o�����W���d�X��
Le deuxième chapitre est consacré au travail expérimental portant sur la caractérisation des 
étalons primaires et le développement de la méthode quantification de la PCT par ID-LC-
MS/MS. 
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I.1 Evaluation de la comparabilité des résultats de mesure de la PCT 

Des études de corrélation sont souvent menées pour démontrer les performances 
���v���o�Ç�š�]�‹�µ���•���•�µ�]�š���������o�����u�]�•�����•�µ�Œ���o�����u���Œ���Z� �����[�µ�v�����v�}�µ�À���o�o�����u� �š�Z�}��������e dosage de biomarqueurs. 
Ces études sont établies à partir des résultats obtenus par deux méthodes de dosages données 
�•�µ�Œ�� �µ�v�� �o���Œ�P���� �‰���v���o�� ���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�� ������ �‰���š�]���v�š�•�� ���š�� �‰���Œ�u���š�š���v�š�� ���[� �À���o�µ���Œ�� �o���� ���}�u�‰���Œ�����]�o�]�š� �� �����•��
résultats entre les méthodes. Il existe différentes méthodes pour analyser ces résultats de 
corrélation. Dans la plupart des cas, une régression linéaire est établie entre deux séries de 
�Œ� �•�µ�o�š���š�•���‰�Œ�}�À���v���v�š�������������µ�Æ���u� �š�Z�}�����•�����������}�•���P�������š���o���•��� �À���o�µ���š�]�}�v�•���Œ���‰�}�•���v�š���•�µ�Œ���o�[���v���o�Ç�•�����������o����
pente de la droite générée et du coefficient de corrélation de Pearson. Or, cette approche 
présente certaines limites. En effet, le coefficient de corrélation est très dépendant du nombre 
���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�� ���š�� ������ �o���� �P���u�u���� ������ ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� � �š�µ���]� ���U�� ���š�� �•���Œ���� ���[���µ�š���v�š�� �‰�o�µ�•�� �P�Œ���v���� �‹�µ�� la 
�P���u�u�������������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�����•�š���o���Œ�P���X�����v���}�µ�š�Œ���U���o�����‰���v�š�����������o�������Œ�}�]�š�����v�����‰���Œ�u���š���‰���•�����[���Æ���u�]�v���Œ���o����
�Œ� ���o�o���� ���]�(�(� �Œ���v������ �}���•���Œ�À� ���� ���v�š�Œ���� �o���•�� �����µ�Æ�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� ���[�µ�v�� � ���Z���v�š�]�o�o�}�v�� ���}�v�v� �X�� �>�[���v���o�Ç�•���� ������ ���]���]�•��
�‰���Œ���o�[���‰�‰�Œ�}���Z�������o���v��-Altman, présentant la différence des résultats en fonction de la moyenne 
de ces deux résultats, est alors utilisée pour apprécier le biais entre les résultats obtenus (270). 
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 études de corrélation 
���v�š�Œ�������o�o���•�U���v�}�š���u�u���v�š�������v�•���o�������µ�š�����[� �À���o�µ���Œ���o�[� volution de la comparabilité des résultats dans 
le temps. Enfin, afin de compléter les informations obtenues par les approches précédentes, 
une information supplémentaire obtenue par les étude�•�� ������ ���}�Œ�Œ� �o���š�]�}�v�� ���•�š�� �o�[�������}�Œ���� ������
classification des patients aux différents seuils de décision clinique selon les méthodes de 
���}�•���P���� �µ�š�]�o�]�•� ���•�X�� ������ �‰���Œ���u���š�Œ���� �‰���Œ�u���š�� ���[� �À���o�µ���Œ�� �o�[�]�u�‰�����š�� ������ �o���� �À���Œ�]�����]�o�]�š� �� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� �•�µ�Œ�� �o����
décision clinique.  

Outre les étud���•�� ������ ���}�Œ�Œ� �o���š�]�}�v�U�� �‰�o�µ�•�]���µ�Œ�•�� �����u�‰���P�v���•�� ���[EEQ sont régulièrement 
réalisées dans différents pays. Comme cela a été présenté précédemment, les EEQ permettent 
�P�Œ�����������������•��� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�����������}�v�š�Œ�€�o�������������}�u�‰���Œ���Œ���o���•���‰���Œ�(�}�Œ�u���v�����•�����[�µ�v���o�����}�Œ���š�}�]�Œ�����‰���Œ���Œ���‰�‰�}�Œ�š��
���� ���[���µtres LBM. �>���•�� �>���D�� �v�[�µ�š�]�o�]�•���v�š�� �‰���•�� �(�}�Œ��� �u���v�š�� �o���� �u�!�u���� �u� �š�Z�}������ ������ ���}�•���P���U�� �o���•�� �����Y��
�‰���Œ�u���š�š���v�š�����o�}�Œ�•�����[���‰�‰�Œ� ���]���Œ���o�������]�•�‰���Œ�•�]�}�v�������•���Œ� �•�µ�o�š���š�•���}���š���v�µ�•�����µ���•���]�v�����[�µ�v�����u�!�u�����u� �š�Z�}������
�}�µ�� ���v�š�Œ���� �o���•�� ���]�(�(� �Œ���v�š���•�� �u� �š�Z�}�����•�X�� �����š�š���� ���}�v�v� ���� �‰���Œ�u���š�� ���[���‰�‰�Œ� ���]���Œ�� �o���� ���]�(�(� �Œ���v������ ���µ�� �Œésultat 
o���š���v�µ�� �‰���Œ�� �Œ���‰�‰�}�Œ�š�� ���� �o���� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� �u�}�Ç���v�v���� �}���š���v�µ���� �‰���Œ�� �o�[���v�•���u���o���� �����•�� �‰���Œ�š�]���]�‰���v�š�•�� ������
�o�[�����Y�X�� �����‰���v�����v�š�U�� �]�o�� ���•�š�� �v� �����•�•���]�Œ���� ���[���À�}�]�Œ�� �µ�v���� �‰���Œ�š�]���]�‰���š�]�}�v�� � �‹�µ�]�À���o���v�š���� ���v�š�Œ���� �o���•�� �u� �š�Z�}�����•��
���(�]�v�� ���[� �À�]�š���Œ���µ�v�� � �À���v�š�µ���o�� ���]���]�•�� �‹�µ�]�� �‰�}�µ�Œ�Œ���]�š�� �!�š�Œ���� �]�v�š�Œ�}���µ�]�š�� �•�µ�Œ�� �o�� concentration moyenne par la 
méthode la plus représentative. 

Ainsi, afin de documenter et comprendre la variabilité des résultats obtenus entre les 
différentes méthodes de dosage de la PCT, une évaluation de la comparabilité des résultats a 
été réalisée à partir d�[� �š�µ�����•�����������}�Œ�Œ� �o���š�]�}�v�����š�����[�����Y�X��Ce travail a été mené par une analyse de 
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�ï�í�� � �š�µ�����•�� ������ ���}�Œ�Œ� �o���š�]�}�v�•�� �~�ó�� ���}���µ�u���v�š�•�� ���µ�� �‰�Œ�}�����•�•�µ�•�� ���[���‰�‰�Œ�}�����š�]�}�v�� �&������ ���š�� �î�ð�� ���Œ�š�]���o���•�� ������
recherche) et de 137 EEQ menées par dix �}�Œ�P���v�]�•�u���•�����[�����Y�������v�•��sept pays européens (France, 
Suisse, Suède, Allemagne, Finlande, Pays-Bas, Royaume-Uni) et en Australie. La première partie 
de ce travail est dédiée aux études de corrélations en analysant les trois différents aspects 
décrits précédemment �W���o�[���v���o�Ç�•�����������Œ� �P�Œ���•�•�]�}�v���o�]�v� ���]�Œ���U���o�[���valyse de ���]���]�•���‰���Œ���o�[���‰�‰�Œ�}���Z�������o���v��-
���o�š�u���v�� ���š�� �o�[�������}�Œ���� ������ ���o���•�•�]�(�]�����š�]�}�v�� ���µ�Æ�� ���]�(�(� �Œ���v�š�•�� �•���µ�]�o�•�� ������ ��� ���]�•�]�}�v�� ���o�]�v�]�‹�µ���� ���µ�� �•���‰�•�]�•�� ���š�� �����•��
infections des voies respiratoires inférieures (0,1 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,5 ng/mL, 2 ng/ml et 
10 ng/mL). La deuxième partie est dédié�������µ�Æ�������Y�����v�����v���o�Ç�•���v�š���o�[�]�v�(�o�µ���v�������������o�������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�U��
de la matrice et des différentes méthodes de dosage utilisées�X���>�[� �À���o�µ���š�]�}�v���•�[���•�š���‰�Œ�]�v���]�‰���o���u���v�š��
�����•� ���� �•�µ�Œ�� �o�[���v���o�Ç�•���� ��es coefficients de variation des différents résultats fournis par les 
participants lors des EEQ. 

Evaluation des études de corrélation 

La majorité des études de corrélation a utilisé les méthodes Brahms PCT Sensitive 
�<�Œ�Ç�‰�š�}�Œ�� ���š�� �s�]�����•�� ���Z���,�D�^�� �W���d�� ���}�u�u���� �u� �š�Z�}������ ���}�u�‰���Œ���š�]�À���X�� ���]�v�•�]�U�� �o�[� �À���o�µ���š�]�}�v de la 
comparabilité des résultats a été principalement focalisée sur ces études. Selon les auteurs, la 
corrélation entre les différentes méthodes est bonne avec un coefficient de corrélation 
supérieur à 0,85. Cependant, comme décrit précédemment, ce coefficient dépend des 
caractéristiques des échantill�}�v�•�X�����}�v�����Œ�v���v�š���o�[� �š�µ�����������•���‰���v�š���•���������o�������Œ�}�]�š�������������}�Œ�Œ� �o���š�]�}�v�U���o���•��
� �š�µ�����•�� �u���v� ���•�� �‰�}�µ�Œ�� �o���� �‰�Œ�}�����•�•�µ�•�� ���[���‰�‰�Œ�}�����š�]�}�v�� �&������ �}�v�š�� �u�}�v�š�Œ� �� �µ�v���� �‰���v�š���� �š�Œ���•�� �‰�Œ�}���Z���� ������ �í��
(valeur idéale) avec un biais inférieur à 6 % par rapport à cette valeur, tandis que pour les 
études menées dans les articles de recherche, ce biais peut atteindre 51 %. Dans certaines 
� �š�µ�����•�U�� �]�u�‰�o�]�‹�µ���v�š�� ���[���µ�š�Œ���•�� �u� �š�Z�}�����•�� ���}�u�‰���Œ���š�]�À���•�� �~���o�����•�Ç�•�� ���Œ���Z�u�•�� �}�µ�� ���Œ���Z�]�š�����š�� ���Œ���Z�u�•�•�� �µ�v��
biais de 79 % a été démontré pour la méthode Liaison Brahms. De manière intéressante, notre 
étude a montré que certaines méthodes de dosage présentent systématiquement un biais 
positif ou négatif par rapport à la méthode comparative. Par exemple, la méthode Vidas 
Brahms présente un biais positif par rapport aux méthodes Brahms Kryptor, Architect Brahms, 
Lumipulse Brahms et Elecsys Brahms. Selon les analyses Bland-Altman réalisées au sein des 
études de corrélation, un biais positif a constamment été rapporté en comparant les 
immunoessais Lumipulse Brahms, Vidas Brahms, Liaison Brahms, Access, Maglumi à la méthode 
Brahms Kryptor, ce qui confirme les observations précédemment soulignées par la méthode 
Vidas Brahms. �/�o�����•�š���]�v�š� �Œ���•�•���v�š���������v�}�š���Œ���‹�µ�[une étude récente a montré un biais de plus 20 % 
au sein des méthodes du groupe Brahms pou�Œ���o���•�‹�µ���o�o���•���µ�v�����(�(�}�Œ�š�����[�Z���Œ�u�}�v�]�•���š�]�}�v������� �š� ���u���v� ��
���À������ �o�[�µ�š�]�o�]�•���š�]�}�v�� ���[�µ�v�� � �š���o�}�v�� ���}�u�u�µ�v��(271)�X�������š�š���� �}���•���Œ�À���š�]�}�v�� ���� �•�}�µ�o�]�P�v� �� �‹�µ���� �o�[�Z���Œ�u�}�v�]�•���š�]�}�v��
���µ���•���]�v�����µ���P�Œ�}�µ�‰�������Œ���Z�u�•���v�[���•�š���‰���•�����v���}�Œ�����}�‰�š�]�u���o���X�������‰���v�����v�š�U�������v�•���µ�v�����}�v�š���Æ�š�������o�]�v�]�‹�µ���U���]�o 
est important de connaî�š�Œ���� �o�[�������}�Œ���� ������ ���o���•�•�]�(�]�����š�]�}�v��aux différents seuils de décision clinique. 
Un accord de plus de 90 % a été rapporté pour 90 % des études publiées, et jugé satisfaisant 
par les différents auteurs des études de corrélation. Or, cet accord de 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 à 90 % est observé en particulier pour les faibles concentrations (0,25 µg/L et 0,5 
µg/L), ce qui peut par exemple engendrer une mauvaise classification des patients atteints de 
sepsis en fonction de la méthode de dosage. Cependant, selon certains auteurs de ces études 
de corrélation, les décisions cliniques ne sont que modérément impactées par ces différences 
entre les résultats observés. Malgré un accord de classification entre les méthodes, les études 
de corrélation ont conclu que le suivi longitudinal des patients doit être mené sur la même 
méthode de dosage ���[�]�u�u�µ�v�}���•�•���]�����(�]�v�����[� �À�]�š���Œ���o���•���À���Œ�]���š�]�}�v�•�����v�š�Œ�����o���•���u� �š�Z�}�����•�X 

Analyse des Evaluations Externes de la Qualité (EEQ)  

En première approche, le coefficient de variation (CV) entre les résultats des 
laboratoires participants, obtenu pour chaque campagne EEQ, a été évalué afin de déterminer 
�µ�v�� ���s�� �u�}�Ç���v�� �•�µ�Œ�� �o�[���v�•���u���o���� �����•�� �����u�‰���P�v���•�X�� �h�v�� ���s�� �u�}�Ç���v�� ������ �í�ñ % a été observé pour les 
niveaux de concentrations inférieures à 10 ng/mL et de 18,8 % pour les niveaux de 
concentrations supérieures à 10 ng/mL, 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 différents types de matrice à différentes 
concentrations (échantillon lyophilisé ou congelé supplémenté en PCT, lyophilisé ou congelé 
�v�}�v�� �•�µ�‰�‰�o� �u���v�š� �� ���v�� �W���d�U�� �‰�}�}�o�� ���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�� �(�Œ���]�•�U�� ���� �����•�� ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�•�� �À���Œ�]���v�š�� ������ �ì�U�ì�ñ�� ����
43,66 µg/L). En outre, ces EEQ ont été menées sur un nombre de campagnes et de types 
���[�]�u�u�µ�v�}���•�•���] ���]�(�(� �Œ���v�š�•�����v���(�}�v���š�]�}�v�����µ���š�Ç�‰�����������u���š�Œ�]���������š���������o�������}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�X���>�[���v�•���u���o����������
ces éléments peut donc avoir un effet sur le CV moyen entre les résultats des laboratoires sur 
�o�[���v�•���u���o���� �����•�� �����u�‰���P�v���•�U�� ���š ne semble donc pas être le meilleur évaluateur de la 
comparabilité des résultats. Une analyse plus détaillée a montré la variabilité du CV en fonction 
du type de matrice utilisée lors des EEQ. En particulier, les échantillons non frais supplémentés 
en PCT ont montré un CV plus élevé par rapport aux échantillons non frais non supplémentés 
(22,4 % vs. 7,5 % pour les échantillons lyophilisés et 21,0 % vs. 8,1 % pour les échantillons 
congelés). Les échantillons frais non supplémentés en PCT ont également montré un CV élevé 
(17,6 %). Cela peut être expliqué par le fait que ces échantillons sont obtenus par mélange 
���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�� ������ ���]�(�(� �Œ���v�š�•�� ���}�v�v���µ�Œ�•�� ������ ���}�v�����v�š�Œ���š�]�}�v�� �(���]���o���•�� ���š�� � �o���À� �•�U�� ������ �‹�µ�]��peut 
potentiellement impacter la commutabilité des échantillons. En effet, les échantillons de 
concentration élevée obtenus à partir de patients en cas de choc septique sont certainement 
très complexes et atypique et peuvent impacter la mesure de certains immunoessais. 

Une analyse détaillée a également été me�v� �������v���(�}�v���š�]�}�v�����µ���š�Ç�‰�������[�]�u�u�µ�v�}���•�•���]���µ�š�]�o�]�•� ��
par les participants. ���}�u�u�����}���•���Œ�À� ���‰�Œ� ��� �����u�u���v�š�U���o�������s�������•���Œ� �•�µ�o�š���š�•�����µ���•���]�v�����[�µ�v���P�Œ�}�µ�‰����������
méthodes immunoessai reste élevé pour les échantillons frais (supérieur à 11,5 %). Cela montre 
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que la variation des résultats observée précédemment pour les échantillons frais (17,6%) est 
�‰�Œ�]�v���]�‰���o���u���v�š�� ���Æ�‰�o�]�‹�µ� ���� �‰���Œ�� �o���� ���]�•�‰���Œ�•�]�}�v�� �����•�� �Œ� �•�µ�o�š���š�•�� �}���š���v�µ�•�� ���µ�� �•���]�v�� ���[�µ�v�� �P�Œ�}�µ�‰���� ������
�u� �š�Z�}�����•���]�u�u�µ�v�}���•�•���]�•�X���>�������]�•�‰���Œ�•�]�}�v�������•���Œ� �•�µ�o�š���š�•�����v�š�Œ�����o���•�����]�(�(� �Œ���v�š���•���u� �š�Z�}�����•���v�[est pas la 
source majeure de cette variation. La même observation a été constatée pour les échantillons 
���}�v�P���o� �•���v�}�v���•�µ�‰�‰�o� �u���v�š� �•�����v���W���d���~�ò�U�ñ���9�����µ���•���]�v�����[�µ�v���P�Œ�}�µ�‰�����������u� �š�Z�}���������}�v�š�Œ�����ô�U�í���9���š�}�µ�š���•��
méthodes confondues). Au contraire, pour les échantillons lyophilisés supplémentés en PCT, un 
faible CV au sein des différents groupes de méthodes immunoessai a été observé (inférieur à 
8,1 %) et ne peut donc pas être la source principale du CV observé entre les laboratoires pour 
cette matrice toutes méthodes immunoessais confondues (22,4 %). Dans ce cas précis, cette 
variabilité est due à la différence de résultats obtenus entre les méthodes. En effet, les résultats 
obtenus par la méthode Vidas Brahms ont, par exemple, été environ 60 % plus élevés que ceux 
obtenus par la méthode Brahms Kryptor. En particulier, une grande dispersion des résultats 
���v�š�Œ���� �o���•�� �u� �š�Z�}�����•�� ���µ�� �P�Œ�}�µ�‰���� ���Œ���Z�u�•�� ���� � �P���o���u���v�š�� � �š� �� �}���•���Œ�À� ���� �����v�•�� �o���•�� �����u�‰���P�v���•�� ���[�����Y��
(différence de plus de 50 % entre la méthode Brahms Kryptor et les méthodes Elecsys Brahms, 
Advia Bra�Z�u�•�����š�����Œ���Z�]�š�����š�����Œ���Z�u�•�•�X�������‰���v�����v�š�U���o�[�}�Œ�]�P�]�v���������•�����]�(�(� �Œ���v�����•���������Œésultats observées 
���v�š�Œ���� �o���•�� �u� �š�Z�}�����•�� �]�u�u�µ�v�}���•�•���]�•�� �v�[���•�š�� �‰���•�� �(�����]�o���� ���� �]�����v�š�]�(�]���Œ �W�� ���(�(���š�� �u���š�Œ�]�����•�� ������ �o�[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v��
�µ�š�]�o�]�•� �������v�•���o���•�������Y���}�µ���Œ� ���o�����]���]�•���]�v�š�Œ�}���µ�]�š���‰���Œ���o�����•�Ç�•�š���u�������[� �š���o�}�v�v���P�� ? Enfin, la différence de 
résultats obtenus par un groupe de méthode ���[�]�u�u�µ�v�}���•�•���]���‰���Œ���Œ���‰�‰�}�Œ�š������ �o���� �À���o���µ�Œ���u�}�Ç���v�v����
�}���š���v�µ�����‰�}�µ�Œ�����Z���‹�µ���������u�‰���P�v��������� �P���o���u���v�š��� �š� ��� �À���o�µ� ���X�������‰���v�����v�š�U���]�o�����•�š�����]�(�(�]���]�o�������[���‰�‰�Œ� ���]���Œ��
ce paramètre en raison de la forte dispersion de la part du marché pour chaque méthode de 
dosage. En effet, parmi les méthodes commercialisées, les méthodes Elecsys Brahms et vidas 
Brahms sont les deux méthodes les plus représentatives à travers ces campagnes EEQ, la valeur 
moyenne obtenue peut être biaisée par les résultats obtenus par ces deux méthodes.  

Conclusion 

L�[� �À���o�µ���š�]�}�v�� �u���v� ���� �����v�•�� �����š�š���� � �š�µ������ ���� �‰���Œ�u�]�•�� ���[���‰�‰�}�Œ�š���Œ�� �����•�� �]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�•�� �‰�o�µ�•��
approfondies sur les résultats de mesure de la PCT au cours du temps et à travers les études de 
���}�Œ�Œ� �o���š�]�}�v�•�X�� ������ �‰�o�µ�•�U�� �����š�š���� � �š�µ������ �‰���Œ�u���š�� � �P���o���u���v�š�� ���[���À�}�]�Œ�� �µ�v�� � �š���š�� �����•�� �o�]���µ�Æ�� �Œ� �����vt sur la 
comparabilité des résultats dans les conditions réelles des LBM à travers les EEQ. 

Les études de corrélations et les EEQ ont montré une différence importante entre les 
résultats obtenus par les différentes méthodes de dosage commercialisées en routine, en 
�‰���Œ�š�]���µ�o�]���Œ�����µ���•���]�v�������•���u� �š�Z�}�����•�����µ���P�Œ�}�µ�‰�������Œ���Z�u�•���‰�}�µ�Œ���o���•�‹�µ���o�o���•���µ�v�����(�(�}�Œ�š�����[�Z���Œ�u�}�v�]�•���š�]�}�v������
� �š� �� �u���v� �X�� �����‰���v�����v�š�U���o���•�� �����µ�Æ�� �š�Ç�‰���•�� ���[� �š�µ�����•�� �~���}�Œ�Œ� �o���š�]�}�v�� ���š�� �����Y�•�� �‰�Œ� �•entent des limites qui 
�Œ���v�����v�š�����]�(�(�]���]�o�����o�[� �À���o�µ���š�]�}�v�����}�Œ�Œ�����š�����������o�[� �š���š�������š�µ���o��������la comparabilité des résultats obtenus 
par les méthodes de routine et donc les besoins de « standardisation » des mesures de la PCT. 
En effet, il y a une différence importan�š�������µ���Œ���P���Œ�����������o�����u� �š�Z�}���}�o�}�P�]�����u�]�•�������v���ˆ�µ�À�Œ�����š���o�o�����‹�µ����
�o���� �v�}�u���Œ���� ���[� ���Z���v�š�]�o�o�}�v�•�U�� �oa matrice, la gamme de concentrations étudiée, la répartition des 
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échantillons dans cette gamme�X�� ������ �‰�o�µ�•�U�� �‰���µ�� ���[�]�v�(�}�Œ�u���š�]�}�v�•�� ���}�v�����Œ�v���v�š�� �o���� ���}�u�u�µ�š�����]�o�]�š� �� �����•��
échantillons uti�o�]�•� �•�� �•�}�v�š�� ���]�•�‰�}�v�]���o���•�U�� �����Œ�����š� �Œ�]�•�š�]�‹�µ���� �‰�}�µ�Œ�š���v�š�� �]�v���]�•�‰���v�•�����o���� ���(�]�v�� ���[� �À���o�µ���Œ��
correctement la comparabilité des résultats entre eux. Outre le besoin de disposer de 
matériaux commutables, cette étude souligne également le besoin de développer des 
matériaux ������ �Œ� �(� �Œ���v������ ���}�u�u�µ�v�•�� ���š�� �����•�� �u� �š�Z�}�����•�� ������ �Œ� �(� �Œ���v������ ���[�}�Œ���Œ���� �•�µ�‰� �Œ�]���µ�Œ�� �‰�}�µ�Œ��
améliorer la fiabilité et réduire la variabilité observée entre les résultats. Par conséquent, des 
efforts sont encore nécessaires afin de documenter et de mieux comprendre la variabilité 
observée entre les résultats obtenus.  

�>�[���v�•���u���o�����������������š�Œ���À���]�o�������(���]�š���o�[�}���i���š ���[�µ�v�����‰�µ���o�]�����š�]�}�v�U intitulée « Harmonization status 
of procalcitonin measurements: what do correlation studies and EQA schemes tell us ? » et 
soumise au journal Clinical Chemistry.  
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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 
questionable. 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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I. 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 µg/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�±33). 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 µg/L for non-ICU studies and 
0.5 µg/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. 

 

II. 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�±47) and 25 research papers (48�±72). 
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 EP09-
�$�����³�0�H�D�V�X�U�H�P�H�Q�W���3�U�R�F�H�G�X�U�H���&�R�P�S�D�U�L�V�R�Q���D�Q�G���%�L�D�V���(�V�W�L�P�D�W�L�R�Q���8�V�L�Q�J���3�D�W�L�H�Q�W���6�D�P�S�O�H�V�´����
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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�D�Q�D�O�\�V�L�V���E�H�W�Z�H�H�Q���U�H�V�X�O�W�V���I�U�R�P���W�Z�R���L�P�P�X�Q�R�D�V�V�D�\�V�����+�R�Z�H�Y�H�U�����W�K�H�\���G�L�G�Q�¶�W���D�O�O���H�V�W�L�P�D�W�H���D�Q�G��
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. 



Chapitre I. Evaluation des besoins de standardisation 

 

 

114 

 

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 
�W�K�H�� �%�U�D�K�P�V�� �.�U�\�S�W�R�U�� ���!���������� �Z�D�V�� �D�O�V�R�� �F�R�Q�I�L�U�P�H�G�� �E�\�� �P�D�Q�X�I�D�F�W�X�U�H�U�¶�V�� �G�D�W�D���� �L�Q��which a 
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 µg/L, 11.6 µg/L, 0.6 
µg/L) between the Vidas Brahms and Brahms Kryptor at concentration range 0.1-58.7 
µg/L, 10.0-58.7 µg/L, and 0.1-10.0 µg/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  

Date Study  Test assay  
Comparative 

assay  

Mean bias  

(µg/L or %)  

Concentration 
range  (µg/L)  

Min  Max 

2017 FDA K172713 (42) Lumipulse Brahms  Brahms Kryptor 0.185 µg/L 0.02 50 

2010 Schuetz et al (68) Vidas Brahms  Brahms Kryptor 17.10% 0.05* 100* 

2010 Hausfater et al (64) Vidas Brahms  Brahms Kryptor 
0.108 µg/L 0.02 71.96 

0.026 µg/L 0.05 4 

2011 Sanders et al (51) Advia Brahms  Brahms Kryptor 
-0.567 µg/L 0.03 45.7 

-0.05 µg/L 0 2 

2012 Lloyd et Kuyl (52) 
Advia Brahms Brahms Kryptor 0.75µg/L 0.04 46.07 

Elecsys Brahms Brahms Kryptor 0.08µg/L 0.04 46.07 

2014 Dipalo et al (53) Diazyme (Beckman) Brahms Kryptor 0.48 µg/L 0.16 111 

2015 Dipalo et al (65) 

Liaison Brahms Brahms Kryptor 0.38 µg/L 0.1 58.7 

Vidas Brahms Brahms Kryptor 

2.7 µg/L 0.1 58.7 

11.6 µg/L 10 58.7 

0.6 µg/L 0.1 10 

Elecsys Brahms Brahms Kryptor 0.4 µg/L 0.1 58.7 

Advia Brahms Brahms Kryptor -1.02 µg/L 0.1 58.7 

Diazyme (Architect) Brahms Kryptor -0.51 µg/L 0.1 58.7 

Diazyme (Advia) Brahms Kryptor -0.13 µg/L 0.1 58.7 

Diazyme (Cobas) Brahms Kryptor -1.01 µg/L 0.1 58.7 

Diazyme (AU5800) Brahms Kryptor -0.87 µg/L 0.1 58.7 

2016 Du puy et al (54) Lumipulse Brahms  Brahms Kryptor 
0.42µg/L 0.12 50 

0.02 µg/L 0.12 1 

2016 Fortunato (55) Liaison Brahms Brahms Kryptor 33.3% 0.02* 100* 

2016 Ruzzenente et al (67) Lumipulse Brahms  Vidas Brahms 
-3.03 µg/L 0.006 75.5 

-0.49 µg/L 0 10 

2017 Lueng et al (66) Architect Brahms Vidas Brahms  -0.5µg/L 0.05 24 
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Elecsys Brahms -0.1 µg/L 0.05 24 

2018 Mouatani et al  (59) Architect Brahms Brahms Kryptor 
0.572 µg/L 1 25 

0.075 µg/L 0.03 1 

2018 Soh et al (69) Architect Brahms 

Elecsys Brahms -0.8µg/L 0.02 100 

Liaison Brahms -2.3 µg/L 0.02 100 

Vidas Brahms -2.5 µg/L 0.02 100 

Brahms Kryptor -0.6 µg/L 0.02 100 

2019 Wang et al (70) Architect Brahms Vidas Brahms -0.097 µg/L 0.1 2 

2019 Lippi et al (71) 

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* 

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 et al (72) Elecsys Brahms Vidas Brahms -0.13 µg/L 0 2 

2020 Lippi et al. (57) Access Brahms Kryptor 3.20% 0.02 84 

2020 Dupuy et al. (63) Diasys (Cobas) Brahms Kryptor 1.37 µg/L 0.02 50 

  Diazyme (Cobas) Brahms Kryptor 4.69 µg/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�±72). 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 µg/L and 0.5 µg/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 µg/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 
µg/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 n�R�W�L�F�H�D�E�O�H���� �D�Q�G�� �³�O�R�Q�J�L�W�X�G�L�Q�D�O�� �S�D�W�L�H�Q�W��
monitoring should preferably always be �F�D�U�U�L�H�G���R�X�W���X�V�L�Q�J���W�K�H���V�D�P�H���L�P�P�X�Q�R�D�V�V�D�\�´������������ 

 

III. External quality assessment schemes  

Data from 143 surveys carried out from 2014 to 2020 were supplied by ten external 
quality 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 Weqas in the UK. Data from surveys with less than 10 participants and 
materials in which PCT concentration was lower than 0.05 µg/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 µg/L to 43.66 µg/L (median 2.07 µg/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 Weqas, 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 µg/L. 
In Figure 2, one can notice that the dispersion of the interlaboratory CV estimates was 
greater for PCT concentrations lower than 10 µg/L. Although the mean interlaboratory 
CV (15.0% below 10 µg/L versus 18.8% above 10 µg/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 10µg/L (SD=9.4%) than for PCT concentrations above 10µg/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 µg/L (117 surveys, 19 947 measurements results) was 
much larger than those and above 10 µg/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 HbA1c 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 




































































































































































































































































































































































































































































































































