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INTRODUCTION

Les bactériémies représentent une des principales causes de sepsis, une réponse inflammatoire dérégulée
entrainant des dysfonctions d’organes potentiellement graves et ayant des répercussions significatives
en termes de morbidité et de mortalité. L’impact mondial est estimé a pres de 11 millions de morts en
2017, représentant ainsi 20 % de toutes les causes de décés (1). En I’absence de controle, un sepsis peut
évoluer vers un ¢état de choc septique de bien plus mauvais pronostic (2). Cette complication entraine
des hospitalisations prolongées, une mortalité conséquente et des colits importants pour les systémes de

santé (3).

L’émergence de la multirésistance bactérienne a 1’échelle mondiale est reconnue comme une menace
majeure pour la santé publique, entrainant une 1étalité et des colits également considérables (4,5). En
outre, face aux faibles progrés dans le développement de nouvelles molécules antibactériennes, la
stratégie actuelle des politiques de gestions des antibiotiques consiste 2 maintenir Defficacité des
molécules existantes (6). Sans cette mesure, les chances de réussite des traitements continueront de

diminuer (Figure 1).
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Figure 1 | Prévision de I’évolution de la résistance bactérienne, du nombre d’antibiotiques disponibles et
de la proportion de succes des thérapies empiriques au cours du temps (7).

La sévérité d’un sepsis et le délai nécessaire pour obtenir un résultat d’antibiogramme exigent
I’instauration rapide d’une antibiothérapie empirique, en tenant compte de la porte d’entrée suspectée
de I’infection et de 1’écologie bactérienne locale (8). Cette stratégie peut cependant s’avérer inefficace,
particulierement dans le contexte d’émergence de résistance. Le traitement empirique serait inadapté

dans pres de 25 % des cas de patients bactériémiques (9), entrainant une surmortalité significative (10—
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12). Avec 'incidence plus élevée des résistances bactériennes en milieu hospitalier, 1’adoption d’une
stratégie inclusive nécessite donc I'utilisation d’antibiotiques a spectre large. Cette approche permet
d’anticiper divers profils de résistance. Cependant, elle augmente, proportionnellement a sa durée, le
risque de sélectionner des mutants résistants, favorisant ainsi le développement de nouvelles résistances.
Elle expose également le patient aux effets indésirables des antibiotiques (4,6,13). Par ailleurs, les délais
de rendu des antibiogrammes peuvent retarder de plusieurs jours 1’adaptation de I’antibiothérapie
probabiliste, avec un impact direct sur le pronostic du patient. En conséquence, un rendu rapide de
I’antibiogramme pourrait ainsi améliorer les chances de survie des patients bactériémiques, et réduire

I’impact médico-économique tout en luttant contre I’émergence de résistances (14,15).

Le gold standard actuel pour le diagnostic des bactériémies demeure le prélévement de flacons
d’hémocultures visant a isoler le micro-organisme responsable (16). L’examen microscopique des
flacons positifs a la coloration de Gram et 1’identification par spectrométrie de masse constituent les
premicres informations dont les cliniciens disposent pour adapter 1’antibiothérapie probabiliste, mais
elles ne renseignent pas sur d’éventuelles résistances acquises (17,18). Afin de diminuer la pression de
sélection et assurer un traitement efficace des patients, il est essentiel d’obtenir le profil de sensibilité
des souches impliquées. Actuellement, le CA-SFM préconise 1’inoculation directe des milieux de culture
pour I’antibiogramme a partir du flacon d’hémoculture positif, avec une lecture de 1’antibiogramme
réalisée le lendemain (19). Il faut également tenir compte du temps d’incubation initiale des flacons
d’hémoculture, qui en moyenne varie de 14 a 18 heures selon I’inoculum et le micro-organisme (20—

22).

Depuis de nombreuses années, la réduction du délai diagnostic des bactériémies et notamment celui qui
concerne le rendu des résultats des antibiogrammes représente un enjeu majeur. Derniérement, lors du
World Sepsis Congress de 2024, il est souligné qu’un diagnostic rapide fait toujours partie des objectifs

cruciaux non encore atteints dans la lutte contre le sepsis (23).

Le laboratoire de bactériologie doit fournir un résultat fiable, cliniquement pertinent, quel que soit le
type de prélevement, et si possible dans les plus brefs délais. Pour les hémocultures, il faut premi¢rement
noter que l’optimisation du flux de travail et des étapes préanalytiques permet de réduire
significativement les délais de rendu des résultats (16,24). D’autre part, afin de réduire les délais
analytiques, de nouvelles techniques de réalisation des antibiogrammes directement a partir des flacons
positifs ont vu le jour : ces techniques s’appliquent aux systémes d’antibiogrammes automatisés par
microdilution en milieu liquide [Vitek (25), Phoenix (26) et MicroScan (27)], ainsi qu’a la méthode
d’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé (28). Plus récemment, de nouvelles techniques

d’antibiogrammes phénotypiques et génotypiques rapides ont été développées, telles que les panels
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syndromiques de PCR (29), la gélose MH-SIR (30), la cytométrie en flux (31), la vidéomicroscopie (32),
et la volatolomique (33). L’objectif de ces techniques est de réduire le temps d’incubation, permettant

idéalement d’obtenir un résultat le jour méme de la positivité du flacon d’hémoculture (annexe 1).
Malgré ces avancées, une technique qui pourrait établir un nouveau standard de référence — rentable, a

haut débit, simple d’utilisation, rapide et capable de tester un éventail croissant d’antimicrobiens

pertinents — reste a définir.
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I. BACTERIEMIES

1. Définition

Une bactériémie est définie par la présence de bactéries vivantes dans le sang, liquide biologique
normalement stérile. Elle est mise en évidence par la positivité d’au moins un flacon d’hémoculture,
associée ou non a des signes cliniques ou biologiques d’infection (fievre, frisson, hyperleucocytose,
augmentation de la CRP, etc.), et ce aprés exclusion d’une contamination (16). Une contamination doit
étre évoquée quand un seul flacon est positif pour une bactérie commensale, dont la pathogénicité est
faible : staphylocoques a coagulase négative (SCN), Bacillus spp. (2 ’exception de B. anthracis),
Cutibacterium spp., Micrococcus spp., corynébactéries commensales. Pour ces micro-organismes, il est
généralement nécessaire qu’au moins 2 flacons soient positifs, dans un intervalle de 48 heures ou moins,
pour les considérer comme responsables de 1’état bactériémique. Pour certains d’entre eux, notamment
les SCN, leur passage sanguin est souvent li¢ a la présence d’un matériel étranger, en particulier les

dispositifs intravasculaires (16,34,35).

Les bactériémies sont historiquement classées selon le lieu d’acquisition de I’infection (36) :

- on parle de bactériémies nosocomiales quand elles peuvent étre imputées a une prise en charge
dans un établissement de soin ; elles interviennent alors au moins 48 heures apres 1’admission ou
le début de la prise en charge ;

- on parle de bactériémies communautaires quand elles surviennent en dehors de toute exposition
aux soins ; elles débutent avant ou sont déja en incubation lors de la prise en charge (dans les

premiéres 48 heures).

2. Physiopathologie

La survenue de bactériémies est fréquente, y compris chez des sujets sans aucune pathologie sous-
jacente : elles peuvent découler de nos activités quotidiennes (brossage des dents, digestion), ou elles
peuvent étre induites par des interventions médicales telles qu'une extraction dentaire, une endoscopie,
ou la mise en place d’une sonde urinaire. Chez un individu en bonne santé, ces derniéres sont
généralement transitoires et sans conséquences. Toutefois, en fonction du terrain clinique et de la
virulence des bactéries impliquées, la situation peut €voluer vers une bactériémie cliniquement

significative.
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La porte d’entrée peut varier selon I’origine communautaire ou hospitaliére (37) :

- pour les bactériémies d’origine nosocomiale, la porte d’entrée principale est urinaire (40 %), ou
en lien avec des dispositifs médicaux invasifs (30 %) ; moins fréquemment, la porte d’entrée peut
étre pulmonaire (10 %), digestive (8 %) ou cutanée (7 %).

- pour les bactériémies d’origine communautaire, la principale porte d’entrée est également

urinaire (= 30 %), puis digestive (= 20 %), respiratoire (10 %) ou cutanée (10 %).

Auniveau du site de la porte d’entrée, les bactéries se multiplient et forment le foyer infectieux primitif,
celui-ci pouvant passer inapercu et ne jamais étre retrouvé : on parle alors de bactériémie primaire.
Quand la bactériémie survient a partir d’un foyer infectieux primitif identifié (urinaire, pulmonaire,
intestinal, cathéter, etc.), on parle de bactériémie secondaire (36). Il existe plusieurs mécanismes

physiopathologiques pouvant donner lieu a un état bactériémique.

2.1. Atteinte du sang a partir d’un foyer infectieux

Ces bactériémies résultent des dommages tissulaires causés par la bactérie et ses facteurs de virulence
au niveau du foyer infectieux initial, facilitant ainsi 1’effraction de 1’endothélium. Les especes les plus
fréquemment rencontrées sont les bactéries pyogenes, telles que les entérobactéries (Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, etc.), Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. et Pseudomonas aeruginosa.

Le site initial de colonisation ou d’infection varie selon I’espéce bactérienne. Certaines especes ont
développé des adaptations métaboliques leur donnant un tropisme pour envahir des sites anatomiques
spécifiques, comme E. coli a partir de 1’arbre urinaire ou P. aeruginosa au niveau du poumon et des
tissus mous (41). Localement, plusieurs facteurs de virulence permettent au micro-organisme
d’échapper au systéme immunitaire et de proliférer. La production d’une capsule (revétement
polysaccharidique) offre a la bactérie une protection physique, chimique et immunologique. Les
bactéries les plus fréquemment responsables de bactériémies, telles que E. coli, K. pneumoniae et
S. aureus, possedent toutes la capacité a produire une capsule (38,42,43). Chez P. aeruginosa, la
présence d’un appareil sécrétoire de type III permet a la bactérie d’inoculer les exotoxines ExoS et ExoT
dans les cellules immunitaires, perturbant et neutralisant leurs cytosquelettes d’actine. D’autres bactéries
inhibent la réponse immunitaire, comme K. pneumoniae stimulant la sécrétion d’IL-10 (Figure 2) (41),
ou S. aureus sécrétant des protéines inhibant le chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles,

I’opsonisation et 1’action du complément (43).
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Figure 2 | Mécanismes physiopathologiques a I'origine des bactériémies a bacilles Gram négatif (41).

L’échappement des bactéries aux défenses immunitaires locales leur permet de proliférer. Elles
franchissent ensuite les barriéres épithéliales et endothéliales via la sécrétion de certains facteurs
favorisant I’invasion et la dissémination sanguine. Au niveau urinaire, par exemple, E. coli utilise des
pili de type IV et des fimbriae de type I et P pour adhérer a I’'urothélium et aux cellules endothéliales.
Au niveau pulmonaire, K. pneumoniae, sécréte des sidérophores perturbant le fonctionnement de
I’épithélium alvéolaire, facilitant sa translocation dans la circulation sanguine. De maniére similaire,
P. aeruginosa injecte 1’exotoxine ExoS dans les pneumocytes de type 1, induisant leur apoptose :
I’architecture alvéolaire ainsi modifiée favorise la diffusion du pathogene dans le sang (Figure 2) (41).
Par ailleurs, S. aureus sécrete des toxines exfoliantes et des hémolysines ayant pour effet de détruire les

cellules épithéliales et les tissus, favorisant ainsi son passage dans le sang (40,43).

Lorsque I’endothélium est 1€sé, les bactéries sont libérées dans la circulation sanguine. Toutefois, en
I’absence de mécanismes d’adaptation, elles sont rapidement éliminées par 1’oxydation a la surface des
hématies et I’action des éléments antibactériens du sérum, comme le complément ou les lysozymes (39).
Pour qu’une bactériémie s’installe de maniére durable, 1’inoculum bactérien doit étre suffisamment
important et constant : des facteurs d’adaptation a la survie dans le sang interviennent dans ce
processus. Par exemple, certaines souches d’Acinetobacter baumannii peuvent produire une capsule au
contact du sérum et se lier au plasminogéne, inhibant ainsi la formation du complexe d’attaque

membranaire du complément sur leur surface. E.coli possede un polysaccharide (Poly-N-
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acetylglucosamine), décrit également chez S. aureus, qui permet également sa survie dans le sang par la
formation de biofilm (41).

Pour S. aureus, outre la capsule, c’est la présence de protéines anti-opsonine, notamment la protéine A,
qui permet sa survie dans la circulation sanguine (Figure 3). La formation d’amas bactériens est
également rendue possible par la capacité de la bactérie a lier le fibrinogeéne. La sécrétion de toxines
(alpha-toxine et toxines superantigéniques TSST-1) entraine des Iésions endothéliales qui exposent les
zones sous-endothéliales (40,43), générant ainsi une inflammation locale et induisant 1’expression du
facteur Willebrand et de collagéne endothélial. S. aureus s’y fixe directement via ses protéines de
surfaces (protéine A). Avec I’expression d’une coagulase, le processus aboutit a la formation d’amas
fibrine-plaquettes-S. aureus sur la paroi endothéliale. Enfin, la staphylokinase fragmente ces amas, dont
le détachement est a ’origine d’emboles septiques. Ces emboles agissent comme une protection
mécanique pour les bactéries et facilitent leur fixation a distance, pouvant ainsi initier I’infection d’un

site secondaire a partir du sang (42,43).

Ay bardiees Kol Eaciabinnte
L ] rllil'ih'ﬂi"- = Finhailus _-1’
e feintiamEs elits, PRTTTETTTI L

£ aurms Filmiragare = Muieatis AP, Tarimur e Yoo Wl b & Tominn

Figure 3 | Mécanisme physiopathologique des bactériémies a S. aureus [adapté de Kwiecinski &
Horswill, 2020 (42)].

2.2. Atteinte du sang via un dispositif intravasculaire

Ces bactériémies résultent de la colonisation d’un dispositif induisant une décharge directe de bactéries
dans le sang, pouvant aboutir a une authentique bactériémie symptomatique. Souvent, le retrait du
dispositif permet de prévenir ’installation durable de la bactériémie. Cependant, le retrait de ces
dispositifs n’est pas toujours possible : certains sont congus pour rester en place sur de longues périodes
et nécessitent une intervention chirurgicale pour leur dépose (exemple des chambres implantables). En
cas de culture positive avec un staphylocoque a coagulase négative, la difficulté majeure est de savoir
s’il s’agit d’une réelle bactériémie, d’une contamination d’origine cutanée ou encore d’une simple

colonisation du dispositif vasculaire.
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2.3. Atteinte du sang via le systéeme lymphatique

Le pathogene est pris en charge par le systéme histio-monocytaire au niveau du foyer infectieux primitif,
souvent situé dans le tractus digestif, ou plus généralement au niveau d’une muqueuse. Les cellules
immunitaires sont ensuite drainées vers le territoire ganglionnaire le plus proche (tissu lymphoide
associ¢ a I’estomac ou GALT — gastric associated lymphoid tissu) via la circulation lymphatique
afférente, lieu du relais vers 'immunité adaptative. A ce stade, grice a des mécanismes d’échappement
immunitaire, la dissémination s’effectue depuis la circulation lymphatique efférente vers le canal
thoracique, atteignant ainsi la circulation sanguine générale. Les principales bactéries répondant a ce
schéma physiopathologique sont les salmonelles majeures (sérotypes Typhi et Paratyphi, responsables

de la fievre typhoide et paratyphoide) ainsi que Brucella spp. (fievre de Malte) (44).

2.4. Le cas particulier des endocardites infectieuses

Les surfaces endocardiques saines ne permettent pas 1’adhésion des bactéries, dont le passage dans le
sang, en lien avec les activités quotidiennes, peut étre relativement fréquent (rappel : brossage des dents,
digestion, intervention médicale invasive). Cependant, lorsque des 1ésions de I’endocarde interviennent,
un tissu cicatriciel constitué d’amas fibrino-plaquettaires se forme, favorisant la fixation des bactéries

(Figure 4).
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Figure 4 | Mécanisme physiopathologique des endocardites infectieuses (45).

23



Ces lésions endocardiques peuvent €tre dues a une valvulopathie, une cardiopathie congénitale, la
présence d’une valve prothétique ou encore 1’utilisation de drogues intraveineuses (endocardites du cceur
droit). La colonisation bactérienne d’une lésion permet la croissance des bactéries, induisant la formation
d’une végétation. L’ensemble de ce processus constitue 1’endocardite infectieuse (45,46). La formation
supplémentaire de thrombus et de biofilm bactérien offre aux bactéries une «niche écologique
protégée », a ’origine d’une réinfection continuelle du sang. A terme, la pérennisation des lésions de

I’endocarde expose a un risque de destruction valvulaire.

3. Formes d’expression clinique

Les différents cadres nosologiques associés aux bactériémies ont évolué au fil du temps : ainsi, il faut
distinguer les concepts de bactériémie, septicémie, sepsis, sepsis sévere et choc septique. Les tentatives

pour définir ces différentes entités se sont succédées, cherchant a clarifier et standardiser leur diagnostic.

3.1. Sepsis 1

En 1992, I’ American college of chest physicians (ACCP) et la Society of critical care medicine (SCCM)
se sont réunis avec la volonté de proposer la premiere définition claire du sepsis, basée sur une revue de
la littérature et sur des avis d’experts. Le sepsis est alors défini comme « la réponse inflammatoire
systémique causée par une infection ». Pour caractériser cette réponse inflammatoire, le score SRIS
(syndrome de réponse inflammatoire systémique) est alors introduit. La présence d’au moins deux
critéres du SRIS, associé a une infection microbiologiquement définie ou suspectée, établissait alors le
diagnostic de sepsis. Des stades supplémentaires d’évolution du sepsis ont également été définis : 1) le
sepsis sévere, qui associe un sepsis simple avec une dysfonction d’organe ; i1) le choc septique, associant
un sepsis sévere avec une hypotension résistante a un remplissage vasculaire. Par ailleurs, I’abandon du

terme « septicémie » est déja recommandé au profit de « bactériémie » (47).

3.2. Sepsis 2

En 2001, cinq sociétés savantes nord-américaines et européennes se sont réunies pour une conférence
de consensus (« Sepsis-2 ») visant a actualiser la définition du sepsis (48). Cette conférence précise les
criteres des dysfonctions d’organes entrant dans la définition du sepsis sévere et revoit celle du choc
septique. Le choc septique est alors défini comme un sepsis sévere associ¢ a une hypotension, persistant
malgré un remplissage vasculaire adéquat et nécessitant un support vasopresseur. Il est rappelé que
’étiologie du SRIS peut €tre de nature non infectieuse : il faut noter a ce sujet que plus de la moiti¢ des
patients peuvent présenter un SRIS au cours d’une hospitalisation sans étiologie infectieuse documentée
(49). La définition manque donc de spécificité, mais également de sensibilité, le SRIS pouvant faire
défaut chez des patients en état de choc septique (50).
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3.3. Sepsis 3

Les définitions ont été réactualisées en 2016 avec les recommandations « Sepsis-3». Ces
recommandations émanent d’un groupe de travail formé sous 1’égide de ’ESCIM (European society of
intensive care medicine) et de la SCCM (Society of critical care medicine) (51). Le sepsis est redéfini
comme «un dysfonctionnement d’organe menagant le pronostic vital, provoqué par une réponse
inappropriée de I’hote a une infection ». On note I’emploi du terme « infection », au sens large, qu’il
s’agisse d’une infection bactérienne, virale, fongique ou parasitaire. Contrairement aux définitions
proposées par « Sepsis-1 » et « Sepsis-2 », I’accent est mis sur la dysfonction d’organe plutot que sur la
réponse inflammatoire, qui était avant réservée au sepsis sévere. La notion de sepsis sévere a donc été
abandonnée, reconnaissant que tout sepsis est intrinséquement grave et li€ a un risque élevé de mortalité.
Pour évaluer cette dysfonction d’organe, le score SOFA (sequential organ failure assessment) est
désormais recommandé, sa capacité a prédire les évolutions défavorables étant meilleure que celle du
SRIS (Tableau 1) (52). Cependant ce score nécessite la réalisation de multiples prélévements et est donc

difficile a réaliser en dehors d’un service de réanimation.

Tableau 1 | Score SOFA (adapté de Singer et al., 2016) (51).

Systéme Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 Score 4
Respiration
PR, waomss  cwomsd  <oouy  SAOESTace imisgae:
mmHg (kPa)
Coagulation
Plaquettes (G/L) >150 <150 <100 <50 <20
Foie
Bilirubine, mg/dL < 1,2 (20) 1,2-1,9 (20-32) 2,0-3,9 (33-101) 6,0-11,9 (102-204) > 12,0 (204)
(mmol/L)
Dopamine < 5 ou Dopamine > 5-15 ou Dopamine > 15 ou
Cardiovasculaire PAM =70 mmHg PAM < 70 mm Hg dobutamine (toute adrénaline < 0,1 ou adrénaline > 0,1 ou
dose) noradrénaline < 0,1 noradrénaline > 0,1

Systeme nerveux
central 15 13-14 10-12 6-9 <6
Score de Glasgow

Rénal
Créatinine, mg/dL ) ) ) ) 3,5- 4,9 (300-440) ou > 5,0 (440) ou diurese
(mmol/L) <1,2(110) 1,2-1,9 (110-170) 2,0- 3,4 (171-299) diurése < 500 mLj <200 mLJj
Diurese, mL/j

FiO2 : fraction d’oxygeéne inspiré, PAM : pression artérielle moyenne, PaO: : pression partielle en oxygene.
Les doses de catécholamines sont données en Lg/kg/min, les scores de I'échelle de coma de Glasgow vont de 3 a 15; un score plus élevé
indique une meilleure fonction neurologique.

Une version simplifiée, le quick SOFA (qSOFA), est ainsi recommandée hors réanimation : elle permet

d’identifier rapidement un patient a risque de développer un sepsis avec une bonne valeur prédictive

positive (Tableau 2).
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Tableau 2 | Score quick SOFA (51).

Paramétres Seuil
Pression artérielle systolique <100 mm Hg
Rythme respiratoire > 22/min
Conscience SG <15

SG, Score de Glasgow

Le choc septique est aussi redéfini, et correspond a « un sous-ensemble du sepsis dans lequel les
anomalies circulatoires et métaboliques sous-jacentes sont suffisamment profondes pour augmenter
considérablement la mortalité ». En pratique, le choc septique correspond a un sepsis (défini selon les
indications du « Sepsis-3 »), associ¢ a un taux de lactate > 2 mmol/L et la nécessité d’utiliser des

vasopresseurs pour maintenir une pression artérielle moyenne > 65 mm Hg.

Bien que des consensus ou définitions soient établis, le sepsis reste un concept complexe et encore
partiellement élucidé. A ce jour, il n’existe pas de critéres cliniques, biologiques ou radiologiques
universellement reconnus permettant d’identifier de maniére précise et fiable un patient en état de sepsis.
Les scores SOFA ou qSOFA sont congus pour faciliter le diagnostic, mais ne peuvent pas se substituer

a une évaluation clinique globale du patient.

4. Epidémiologie
4.1. Epidémiologie des bactériémies

Les données épidémiologiques disponibles a 1’échelle mondiale indiquent que I’incidence des
bactériémies (tant communautaires que nosocomiales) est en augmentation réguli¢re depuis plusieurs
décennies. Par exemple, une étude finlandaise menée entre 1995 et 2002 a observé une hausse de 40 %
de I’incidence annuelle des bactériémies, passant de 104 a 145 cas pour 100 000 personnes et par an
(53). Dans un contexte similaire, une étude danoise a révélé une augmentation de 46 % entre 1992 et
2006, passant de 114 a 166 épisodes pour 100 000 années-personnes (54). En Europe et en Amérique du
Nord, le nombre de nouveaux cas de bactériémies a été estimé en 2013 a environ 2 millions de cas, dont
1,2 million en Europe (55).

Concernant I’origine des bactériémies, on observe selon les études une répartition globalement similaire,
avec 40 a 50 % d’origine communautaire pour 50 a 60 % d’origine nosocomiale (37,56—59). En France,
le role des bactériémies comme cause majeure d’infections associées aux soins (IAS) s’est accentué au
fil des ans : de 5,6 % en 2001, leur part dans les IAS a augmenté pour atteindre 10,1 % en 2012, puis
12,1 % selon la derni¢re enquéte nationale en 2022 (60—65). Cette augmentation pourrait s’expliquer

notamment par I’augmentation concomitante de I’utilisation des dispositifs intravasculaires.
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4.2. Epidémiologie du sepsis

Environ 50 a 60 % des cas de sepsis sont dits « culture négative », c’est-a-dire qu’aucun agent infectieux
n’est identifi¢, malgré une forte suspicion d’infection. En revanche, 40 a 50 % des cas de sepsis sont dits
« culture positive », avec un agent pathogene identifié¢, majoritairement bactérien (66—68). Parmi ces
sepsis « culture positive », une bactériémie (hémoculture positive) est retrouvée dans 20 a 50 % des cas,
bien que ce taux puisse étre sous-estimé en raison des bactériémies « décapitées » par un traitement

antibiotique préalable (66). La Figure 5 montre la proportion de sepsis associ¢ a une bactériémie.
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Figure 5 | Part relative des infections bactériémiques dans le sepsis (34).

Les infections fongiques, virales ou parasitaires restent des causes rares de sepsis [une étude estime le
total a 1,7 % des cas (69)], bien que la COVID-19 ait représenté plus de 20 % des sepsis hospitaliers
durant la pandémie (70). Depuis, le taux est revenu a des niveaux similaires a la période prépandémique.
Les infections bactériennes et en particulier les bactériémies sont donc considérées comme les causes
principales de sepsis. La constatation clinique d’un sepsis faisant systématiquement pratiquer le

prélevement d’hémocultures, gold standard du diagnostic des bactériémies.

Concernant I’incidence du sepsis, plusieurs données épidémiologiques indiquent également une
tendance & la hausse. Aux Etats-Unis, par exemple, I’incidence est passée de 82,7 cas pour
100 000 habitants en 1979 a 240,4 en 2000, et a encore augmenté pour atteindre 327 cas pour
100 000 habitants en 2008 (71,72). En France, I’évolution est similaire avec une incidence qui est passée
de 206 a 243 pour 100 000 habitants entre 2010 et 2015 (73), puis de 357 a 403 pour 100 000 habitants
entre 2015 et 2019 (Figure 6) (69).
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Figure 6 | Evolution de l'incidence annuelle du sepsis (pour 100000 habitants) entre 2015 et 2019 en
France (69).

A I’échelle mondiale, une méta-analyse de 2016 réactualisée en 2020 montre une augmentation de 46 %
de I’incidence par rapport a 2008 (74,75). L’estimation fait état de 31,5 millions de cas de sepsis en
2016, mais le chiffre est probablement sous-estimé, car les données proviennent majoritairement de pays
a revenus ¢levés (74). L étude « GBD », qui s’appuie sur un recueil mondial de certificats de mortalité,
propose le chiffre de 48,9 millions de cas sur I’année 2017 (1). Cette étude, incluant nettement plus de
pays a revenus faibles ou intermédiaires, met en évidence le fait alarmant que ces derniers concentrent
85 % des cas mondiaux de sepsis (1).

A la suite de ces études et préoccupée par le nombre croissant de décés liés au sepsis, I’OMS a reconnu,
lors de la 70° assemblée mondiale de la santé, le sepsis comme un probléme majeur de santé publique

et a souligné I’importance d’en atténuer 1’impact (76).

4.3. Conséquences pronostiques
4.3.1. Conséquences des bactériémies

L’impact des bactériémies est considérable et des études récentes en démontrent clairement la gravité et
les répercussions. Au Canada, les bactériémies d’origine communautaire €taient trés majoritairement a
I’origine d’une hospitalisation, avec respectivement 71 % et 87 % des cas en 2013 et en 2016, pour une
durée moyenne d’hospitalisation dépassant les 8 jours (58,77). En France, les données de 1’étude SPA-
BACT, une enquéte observationnelle prospective et multicentrique, révelent que 22 % des patients
atteints de bactériémies d’origine communautaire souffrent de sepsis sévere et que 10 % des patients
sont en état de choc septique des leur admission a 1’hopital (37). Dans le cadre des bactériémies
nosocomiales, la situation est encore plus prononcée. Selon les données de la cohorte EUROBACT-2

ayant suivi des patients de réanimation bactériémiques de maniere prospective entre 2019 et 2021,
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64,2 % des patients €taient en sepsis et 31,7 % en choc septique des le diagnostic (78). Ces chiffres

illustrent la sévérité et I’urgence que les bactériémies représentent.

Les conséquences des bactériémies en termes de pronostic varient selon plusieurs facteurs [lieux

d’acquisition, présentation clinique (sepsis, choc septique), profil du patient...] :

4.3.1.1. Lieux d’acquisition

Les bactériémies associées aux soins présentent un pronostic moins favorable que les bactériémies
communautaires. Au Danemark, le taux de mortalité des bactériémies communautaires était de 15 % en
2006, tandis que celui des bactériémies nosocomiales atteignait 28 % (54). Cette différence de mortalité
est également soulignée par une revue de plusieurs études épidémiologiques européennes, indiquant un
taux de mortalité allant de 13 a 20 % pour les bactériémies communautaires et de 12 a 32 % pour celles
d’origine nosocomiale (55). Une autre ¢tude corrobore ces conclusions, rapportant une mortalité de
12,7 % pour les bactériémies associées aux soins, significativement supérieure a la mortalité estimée a
7,6 % pour les bactériémies acquises en milieu communautaire (58). Cette tendance est encore plus
marquée dans les services de soins intensifs, ou les bactériémies sont liées a des taux de mortalité de 36

a 42 %, comme le montrent les cohortes EUROBACT 1 et 2 (78).

4.3.1.2. Présentation clinique

Le pronostic des bactériémies dépend également de la présentation clinique, notamment lorsqu’elles
évoluent en sepsis ou en choc septique. Une ¢étude récente estime que 30 a 40 % des bactériémies

acquises en milieu hospitalier progressent vers ces formes graves (79).

4.3.1.3. Profil des patients

Le pronostic des bactériémies varie considérablement en fonction du profil des patients, notamment
leur age. Il est bien établi que les patients agés de plus de 65 ans représentent la catégorie démographique
la plus concernée par les bactériémies, avec des taux d’incidence et de mortalité particulierement élevés.
De nombreuses études ont confirmé cette tendance au fil des années, soulignant la vulnérabilité accrue
de cette population (37,53-55,58,69,72,77,78,80—-83). Un age ¢levé s’accompagne en effet plus souvent
de pathologies et de comorbidités multiples qui affaiblissent le systéme immunitaire et facilitent
I’acquisition d’infections ; par ailleurs, le recours accru aux procédures invasives, aux médicaments
immunosuppresseurs ou a la chimiothérapie, expose davantage la population agée au risque infectieux.
Outre 1’age et les comorbidités qui y sont associées, d’autres facteurs pris individuellement sont a risque
de mauvais pronostic : immunosuppression, cancer, bactériémies a BGN, hémopathies (neutropénie),

asplénie (84,85).
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4.3.1.4. Mortalité des bactériemies

On observe que les taux de mortalité liée aux bactériémies suivent une tendance générale a la baisse. Par
exemple, une étude danoise montre que la mortalité a 30 jours chez les patients présentant une
bactériémie communautaire a diminué, passant de 19 % entre 1992 et 1996 a 15,4 % entre 2002 et 2006
(54). Au Canada, le taux de mortalité a également chuté, de 13 % en 2013 a 10,6 % en 2016 (58,77). En
France, une tendance similaire a été¢ observée, avec une réduction du taux global de mortalité
hospitaliére, passant de 25,7 % en 2015 a4 23,6 % en 2019 ; cette baisse concernait aussi bien la mortalité
a 30 jours qu’a 90 jours (69). Toutefois, les bactériémies demeurent 1’une des principales causes de
mortalité infectieuses. Aux Etats-Unis, les bactériémies présentent une mortalité supérieure a celle des

pneumonies ou de la grippe, et figurent comme la septiéme cause de mortalité (55).

4.3.2. Conséquences du sepsis
4.3.2.1. Morbi-mortalité du sepsis

Aux Etats-Unis, une étude nationale conduite entre 2000 et 2008 a révélé que 17 % des cas de sepsis
aboutissent a un déces, contre seulement 2 %, tout autre diagnostic hospitalier confondu (72). En France,
une ¢tude réalisée entre 2010 et 2015 a montré que le taux de mortalité hospitaliere était de 34 % pour
le sepsis et atteignait 45,2 % pour le choc septique (73). Par ailleurs, une méta-analyse des études
publiées entre 2009 et 2019 indique un taux global de mortalité a 30 jours de 24,4 % pour le sepsis et de
34,7 % pour le choc septique (86). Le fait de développer un sepsis est également associé a un risque
¢levé de réhospitalisation précoce (87), de séquelles importantes (limitation fonctionnelle, troubles

cognitifs) (88,89) et d’un risque de déces de plus de 30 % dans 1’année suivant I’épisode (90,91).

A I’échelle mondiale, le sepsis représenterait & lui seul prés de 11 millions de décés en 2017. De maniére
comparative, la tuberculose est responsable d’environ 1 million de déceés par an (92), le VIH et le
paludisme environ 600 000 chacun (93) et la COVID-19 plus de 7 millions en 2 années de pandémie
(94). Une proportion significative des déces dus au sepsis — 84 % — survient dans des pays a faibles
revenus, et trois millions de décés concernent des enfants de moins de 5 ans. Toutefois, il est intéressant
de noter une baisse de 30 % des déces dus au sepsis par rapport a I’année 1990, pour laquelle le nombre
de déces était estimé a 15,7 millions (1). Cette tendance a la baisse a également été observée dans

plusieurs autres études (71,73,95).

4.3.2.2. Conséquences économiques du sepsis

L’impact économique du sepsis est également majeur. En 2017, aux Etats-Unis, le sepsis a généré
38 millions de dollars de dépenses hospitaliéres, soit la dépense la plus élevée parmi toutes les
pathologies. Ces cofits représentaient 9 % de ’ensemble des dépenses hospitaliéres, bien que le sepsis
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n’ait été qu’a I’origine de 5,8 % de I’ensemble des hospitalisations. A titre de comparaison, ces dépenses
représentent le double de celles liées aux infections ostéo-articulaires, la deuxieme pathologie la plus
cotteuse aux Etats-Unis, avec 19,9 millions de dollars de dépenses (96). Tout comme la durée moyenne
d’hospitalisation et le taux de mortalité, I’impact économique augmente avec la sévérité¢ de la
présentation clinique. Une étude réalisée aux Etats-Unis indique des cofits significativement différents
selon la présentation, avec respectivement, 16324 $§ en moyenne pour un sepsis sans dysfonction
d’organe et allant jusqu’a 68 671 $ pour un choc septique (97). Une étude frangaise indique un cott
moyen par hospitalisation de 11400 € pour les patients en sepsis et 16 439 € pour les patients en choc
septique (73). Quelle que soit sa définition, le sepsis est répertorié comme 1’une des affections les plus
colteuses dans les hopitaux du monde entier (3). Ces chiffres illustrent le lien évident entre la complexité

de la prise en charge clinique et son impact économique.

5. Epidémiologie microbiologique

Au cours des deux derniéres décennies, la répartition des micro-organismes responsables de bactériémies
a significativement évolué. Le programme de surveillance SENTRY, en place depuis 1997, recueille les
données de plus de 200 centres médicaux dans 45 pays, couvrant 4 régions de I’OMS : Europe,
Amériques, Asie du Sud-est et le Pacifique occidental. Cette initiative permet d’appréhender les
tendances évolutives globales en termes de micro-organismes et de résistances (98). Le type de
pathogene impliqué varie également selon d’autres paramétres, notamment les types d’infections et les
caractéristiques des patients [1’espece P. aeruginosa par exemple, impliquée plus particuliérement chez

les patients immunodéprimés (99)].

5.1. Evolution de la représentation des micro-organismes

Entre 1997 et 2016, ce sont les espéces S. aureus et E. coli qui sont les principaux pathogenes
responsables de bactériémies, représentant environ 20 % des cas chacun (20,7 % pour S. aureus et
20,5 % pour E. coli) (Figure 7). Jusqu’en 2005, S. aureus était le pathogeéne principal ; mais depuis, la
fréquence des bactériémies a E. coli a augmenté, tandis que celle des bactériémies a S. aureus a diminué

(Figure 7) (98).
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Figure 7 | Représentation des différentes bactéries responsables de bactériémies dans le monde par
tranche de 4 ans selon le programme SENTRY (adapté de Diekema et al., 2019) (98).

Dans la cohorte internationale EUROBACT-2 (patients de réanimation bactériémiques), on observe une
nette prédominance des BGN, représentant 59 % des cas, avec un pronostic généralement plus
défavorable (78). Il faut noter que dans cette cohorte, I’agent pathogéne le plus fréquent n’était pas
E. coli, mais Klebsiella pneumoniae (78), qui proportionnellement présente plus fréquemment des
résistances acquises. Par ailleurs, on observe une diminution continue des bactériémies a
Streptococcus pneumoniae depuis 1997, un phénomene que 1’on peut attribuer a I’impact des politiques

vaccinales et a 1’utilisation des vaccins conjugués (100).

Nous pouvons également observer que les especes E. coli et S. aureus sont moins fréquemment
impliquées dans les bactériémies d’origine nosocomiale que dans celles d’origine communautaire
(Tableau 3). En effet, leur fréquence cumulée représente 31,3 % des cas de bactériémies nosocomiales
contre 57,8 % pour celles acquises en situation communautaire (98). A 1’hopital, les BGN autres que
E. coli sont beaucoup plus représentés : K. pneumoniae, P. aeruginosa et Acinetobacter spp.. 1l faut
cependant noter qu’au niveau hospitalier, S. aureus est 1’espéce prédominante (21,3 %), alors qu’en
milieu communautaire c’est E. coli qui prédomine avec 26,6 % des cas (98). Par ailleurs, les études
hospitalieres indiquent régulierement une proportion non négligeable, entre 15 et 30 %, de SCN dans les

bactériémies nosocomiales, principalement en lien avec la présence de matériel intravasculaire (99).
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Bactéries (%)

Rang Acquisition communautaire Associé aux soins
(N =102 638) (N =103 945)
1 E. coli (26,6) S. aureus (21,3)
2 S. aureus (22,4) E. coli (15,6)
3 K. pneumoniae (7,2) K. pneumoniae (8,8)
4 S. pneumoniae (5,2) P. aeruginosa (7,4)
5 E. faecalis (4,7) E. faecalis (6,4)
6 P. aeruginosa (3,7) S. epidermidis (4,8)
7 E. cloacae (2,4) E. faecium (4,3)
8 S. agalactiae (2,3) E. cloacae (4,0)
9 S. epidermidis (2,2) A. baumannii (3,2)
10 P. mirabilis (2,0) S. marcescens (2,1)

Tableau 3 | Ordre de classement des pathogenes (%) a 'origine de bactériémies dans le monde -
programme SENTRY, de 1997 a 2016, stratification selon I’origine communautaire ou hospitaliere
(d’apres Diekema et al., 2019) (98).

5.2. Evolution des résistances bactériennes

Concernant la résistance aux antibiotiques des bactéries responsables de bactériémies, nous pouvons
¢galement dégager certaines tendances évolutives (98).

Jusqu’en 2008, la proportion de SARM a augmenté régulicrement, indépendamment de 1’origine
communautaire ou nosocomiale de la bactériémie ou de la région géographique. Cependant, depuis
2008, la tendance s’inverse et une diminution constante des taux de bactériémies a SARM est observée.
Parall¢lement, on constate une augmentation constante de la part des entérobactéries résistantes aux
C3G, avec des souches productrices de BLSE de type CTX-M, ou des souches résistantes aux
carbapénémes par production de carbapénémases (KPC, OXA-48 like). Ces tendances évolutives sont

présentes en France, quel que soit le type d’infection considéré (Figure 8).
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Figure 8 | Evolution entre 2002 et 2022 de I'incidence francaise (nombre de souches pour 1000 journées
d’hospitalisations complétes) des SARM et des EBLSE. France, mission nationale SPARES, données 2022
(nombre variable d’établissements participants chague année, changement de méthode de surveillance en
2018).

Il est intéressant d’observer qu’entre 1997 et 2016, une seule souche de S. aureus résistante aux
glycopeptides responsable de bactériémie a été décrite dans le réseau SENTRY (98). Concernant les
entérocoques résistants aux glycopeptides (ERG), leur fréquence était en augmentation jusqu’a la
période 2009-2012, mais la tendance est désormais également a la baisse, en grande partie grace aux
politiques de prévention des transmissions croisées et a ’amélioration des procédures d’hygiéne

hospitaliere.

L’¢tude SPA-BACT, menée dans 121 établissements francais entre 2014 et 2015, estimait a 10 % la
fréquence cumulée des bactériémies liées aux SARM et aux entérobactéries productrices de BLSE ou
de carbapénémases (EPC) (37). Cependant, les données de surveillance de I’ECDC (European center for
disease prevention and control — Centre européen de prévention et de contrdole des maladies) permettent
de prendre du recul sur ’incidence des EPC en France. En effet, la proportion d’EPC responsables
d’infections invasives en Europe n’est pas la méme selon les pays : par exemple, la Roumanie ou la
Grece présentent des taux de résistance aux carbapénemes supérieurs a 50 % chez K. pneumoniae, alors

qu’elle n’est estimée qu’a environ 1 % en France et en Allemagne (Figure 9).
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Figure 9 | Proportion de souches de Klebsiella pneumoniae résistantes aux carbapénémes par pays en
2021 (source : ECDC, Antimicrobial resistance surveillance in Europe).

Entre 1997 et 2016, on observe la méme tendance d’augmentation des épisodes de bactériémies causées
par des EPC que par les BLSE (Figure 10). Parallélement, le CNR (centre national de référence) de la
résistance aux antibiotiques en France observe une augmentation constante de la proportion de souches
d’EPC recgues entre 2012 et 2020 (+ 195 %) (101). Compte tenu de cette tendance, des taux élevés de
résistance de certains voisins européens, et la gestion du portage digestif des EPC qui est devenue une
routine quotidienne dans les CHU, il est raisonnable de penser que cette progression se poursuit aussi

pour les EPC.
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Figure 10 | Tendance sur vingt ans du pourcentage d’E. coli et K. pneumoniae BLSE et
d’Enterobacteriaceae EPC — SENTRY, 1997 a 2016 (98).
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La résistance croissante des BGN aux antibiotiques constitue un défi de santé publique majeur.
Exacerbée par I'utilisation fréquente d’antibiotiques a large spectre et la diffusion communautaire par
portage digestif, cette situation entraine non seulement une difficulté accrue dans la gestion des
transmissions croisées, mais également un impact direct sur le pronostic des infections a bactéries
résistantes. En effet, comme 1’indiquent plusieurs études, la présence de micro-organismes résistants est
associée a une mortalité plus €élevée et a des cotts de prise en charge significativement plus importants
(4,102,103). L’¢étude SPA-BACT indique que les bactériémies impliquant des bactéries résistantes
proviennent majoritairement d’infections nosocomiales, avec 13 % des cas contre seulement 6 % pour
celles d’origine communautaire, soulignant ainsi I’importance des pratiques de contrdle des infections

dans les établissements de santé (37).

Par ailleurs, la résistance n’est pas le seul facteur de mauvais pronostic. En effet, les bactériémies
« polymicrobiennes » (impliquant au moins deux micro-organismes) — bien que plus rares [6 % dans
I’étude SPA-BACT (37), 11 % en réanimation (78)] — sont souvent liées a une forte mortalité (104,105).
Ces bactériémies « polymicrobiennes » sont plus particulierement observées chez des patients ayant des
facteurs de risques : immunodépression (cirrhose, cancer digestif), bactériémies a point de départ cutané

(escarres, grands brulés) ou digestif (chirurgie viscérale avec effraction digestive) (85).

6. Prise en charge antimicrobienne des bactériémies
6.1. Stratégie générale d’antibiothérapie

Les bactériémies, contaminations exclues, peuvent évoluer vers le sepsis, voire le choc septique avec
alors la nécessité d’une hospitalisation dans un service adapté, notamment en réanimation en cas de choc
septique. Elles justifient donc [D’instauration sans délai d’une antibiothérapie probabiliste.
L’antibiothérapie, administrée initialement par voie parentérale, se veut bactéricide. Le choix de
I’antibiotique le plus approprié¢ et de sa posologie repose sur plusieurs facteurs : la porte d’entrée
suspectée de I’infection, le terrain du patient (par exemple, une neutropénie), la présence de localisations
septiques secondaires (qui est le reflet d’un inoculum ¢élevé), le résultat de I’examen microscopique a la
coloration de Gram des hémocultures et 1’écologie locale, notamment la probabilité de résistance des
bactéries d’origine hospitaliere (85). Il est essentiel de souligner qu’une antibiothérapie empirique
inadéquate est fortement associée a une évolution clinique défavorable et a une augmentation de la
mortalité (11,12,106,107). De ce fait, la possibilit¢ pour un établissement de disposer d’une équipe
mobile en antibiothérapie (EMA) permet de contribuer de maniere tres significative a 1’amélioration du

bon usage des antibiotiques (108).
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Dans un second temps, I’antibiothérapie doit étre adaptée aux résultats de I’identification des bactéries
isolées et de I’antibiogramme : la documentation microbiologique compléte permet d’ajuster le
traitement de maniere optimale, en permettant de cibler le ou les antibiotiques les plus efficaces et
disposant du spectre le plus étroit possible. Cette approche est indispensable, car elle permet non
seulement un bénéfice individuel (diminution de la pression de sélection bactérienne et limitation de
I’altération des flores microbiennes), mais également collectif, en termes d’émergence et de
dissémination des résistances. En ce sens, les politiques de gestion des antimicrobiens des établissements
de santé recommandent classiquement que toute antibiothérapie soit réévaluée 48 a 72 heures aprés sa
mise en route : cette réévaluation s’appuie a la fois sur I’évolution clinique initiale du patient et sur les
données microbiologiques obtenues. Les études montrent I’importance majeure de cette adaptation
précoce du traitement dans les bactériémies. Les patients qui continuent de recevoir une antibiothérapie
inadaptée jusqu’a ’obtention des résultats de 1’antibiogramme présentent un risque de mortalité de
25,8 %, mais ce taux chute a environ 10 % lorsque 1’antibiothérapie est adaptée des le début ou des la
notification de la positivité de I’hémoculture (104). La fréquence en hausse des résistances complique
les décisions thérapeutiques non seulement probabilistes, mais aussi celles adaptées a 1’antibiogramme.

C’est particulierement le cas en présence de bactéries ultrarésistantes.

6.2. Bactériémies primitives

En présence d’une bactériémie considérée comme primitive (sans porte d’entrée retrouvée) et en
I’absence de complication, la sociét¢ de pathologies infectieuses de langue francaise (SPILF)
recommande une durée de traitement de 7 jours pour les entérobactéries et les BGN non fermentaires
(109). Cette recommandation est étayée par plusieurs méta-analyses portant sur des études cliniques
randomisées, démontrant la non-infériorité des traitements courts de 7 jours, comparativement aux
durées « classiques » de 14 jours, sans différence significative en termes d’évolution clinique pour les
bactériémies a entérobactéries (68,110). En outre, de récents essais cliniques randomisés multicentriques
ont conclu a la non-infériorité d’un relais per os aprés 3 a 5 jours de traitement parentéral pour ces
bactéries, suggérant ainsi la possibilité de réduire la durée d’hospitalisation lorsque 1’évolution clinique
est favorable (111-113). Plusieurs études cliniques incluant des bactériémies a BGN non fermentaires
ou portant spécifiquement sur P. aeruginosa (114), suggérent aussi une non-infériorité du traitement
court pour ces genres/espéces bactériens (115). Concernant S. aureus (et par analogie S. lugdunensis),
la SPILF recommande de garder un traitement de 14 jours devant i) ’absence de preuve suffisante
supportant la non-infériorité¢ du traitement court et ii) le risque de récidives en raison de la capacité de
produire des métastases septiques. Cependant, un essai clinique randomis¢ visant a étudier cette
hypothese est en cours [protocole SAB7 de Thorlacius-Ussing et al., 2019 (116)]. Enfin pour d’autres

micro-organismes (SCN, entérocoques et streptocoques) la SPILF, en extrapolant les données portant
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sur les bactériémies liées aux dispositifs vasculaires, propose €galement une durée de traitement de

7 jours (109,117).

6.3. Bactériémies associées aux dispositifs vasculaires

En ce qui concerne les bactériémies associées a des dispositifs vasculaires, diverses recommandations
et avis d’experts ont ét€¢ formulés a I’échelle internationale, notamment par des spécialistes américains
(117), espagnols (118) et francais (119). Ces recommandations soulignent 1I’importance de la gestion
appropriée des dispositifs en fonction de la durée prévue de leur maintien en place. Pour un cathéter
veineux central destiné a étre initialement maintenu sur une courte période, il est recommandé de le
retirer directement et de débuter un traitement antibiotique. La durée de traitement est la méme que pour
les bactériémies primaires non compliquées, a 1I’exception des SCN, pour lesquels un traitement court
de 3 jours est possible. Lorsqu’il est initialement destiné a rester en place pour une période prolongée,
qu’il n’y a pas de complications et qu’on souhaite éviter son retrait, une technique de « verrou»
d’antibiotiques peut étre envisagée, a I’exception des cas impliquant S. aureus. En cas de complication,

quelle que soit la durée initialement prévue pour son maintien, le matériel doit étre retiré.

6.4. Bactériémies secondaires

Le traitement des bactériémies secondaires a un foyer infectieux identifié¢ présente des particularités. En
I’absence de signe de gravité (sepsis ou choc septique), de bactériémie a S. aureus, ou d’endocardite, les
recommandations de traitement sont celles du site de I’infection primaire (infection urinaire, infection
intra-abdominale, infection broncho-pulmonaire, méningite, etc.), avec une adaptation, dés que possible
a la sensibilité de la bactérie isolée (109). Il est important de rappeler que si la source de la bactériémie
est une collection profonde, le traitement par drainage/nettoyage chirurgical est primordial, en plus d’une
antibiothérapie adaptée a bonne diffusion tissulaire. Dans tous les cas, le but est de controler la porte
d’entrée, car c’est elle qui est a I’origine de la bactériémie. Cela apparait comme un facteur pronostic
majeur (8). Il n’existe néanmoins pas de consensus actuel sur le délai pour le contrdle de la source. Des

¢tudes suggerent que celui-ci devrait intervenir dans les 6 a 12h; au-dela, la survie serait

considérablement réduite (120).

6.5. Endocardites infectieuses

En cas d’endocardite infectieuse (EI) avérée ou suspectée, les recommandations de prise en charge
thérapeutique les plus récentes sont celles de la Société européenne de cardiologie (ESC), en 2023 (121).
L’importance d’une antibiothérapie bactéricide et synergique y est soulignée. Le traitement initial doit
étre administré par voie parentérale, a doses élevées et de maniere prolongée, la durée totale de traitement

pouvant aller jusqu’a six semaines. Cette approche serait essentielle pour stériliser 1’endocarde infecté,
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car les amas de fibrine des végétations protegent les bactéries, rendant difficile I’accés des agents
bactéricides (85), en particulier en cas de développement de biofilm bactérien, et notamment sur les
valves prothétiques. Cependant, depuis les bons résultats de 1’essai clinique randomisé POET (122,123),
I’ESC propose un relais par voie orale apres au moins 10 jours de traitement parentéral. Ce relais peut
étre fait pour des patients dont I’évolution clinique est parfaite, notamment confirmé par la réalisation
récente d’une échographie cardiaque transcesophagienne. Au cours des journées nationales
d’infectiologie (JNI) de 2024, 1a SPILF a donné son avis sur les recommandations européennes de 2023,
notamment les modalités du relais par voie orale. Elle propose également le relais per os sur la base de
I’essai POET, cependant uniquement pour les EI a streptocoques et 8 BGN. Une réserve est émise pour
les entérocoques et les staphylocoques en attendant les résultats de 1’essai clinique RODEOQ, évaluant la

non-infériorité du relais per os pour ces derniers (124).

6.6. Sepsis et choc septique

En cas de bactériémies associées a une réponse dérégulée de 1’hote (situation de sepsis ou de choc
septique), la prise en charge thérapeutique est basée sur des recommandations spécifiques. Les
recommandations les plus récentes proviennent de la « Surviving Sepsis Campaign » de 2021 (8), dont
les éléments ont été adaptés en 2022 dans les recommandations francaises de la HAS (Haute autorité de
santé). Il est recommandé de débuter le traitement antibiotique dans 1’heure en présence d’un choc
septique et dans les trois heures lors d’un sepsis (8). En effet, une étude rétrospective a montré que la
survie des patients diminue en moyenne de 7,6 % pour chaque heure supplémentaire avant
I’administration d’un traitement antimicrobien efficace au cours des 6 premicres heures suivant le début

de I’hypotension due au choc septique (11).

7. Circuit pour le diagnostic des hémocultures

Toute fievre d’origine indéterminée doit faire pratiquer des hémocultures pour rechercher une
bactériémie. Cet examen vise a isoler le micro-organisme suspect¢ d’étre a l'origine de la
symptomatologie, a I’identifier et a en déterminer la sensibilité aux antibiotiques. Il permet d’orienter le
diagnostic vers le foyer primaire de I’infection, mais également d’identifier d’éventuels foyers
secondaires. Dans des situations plus critiques comme le sepsis ou le choc septique, la Surviving Sepsis
Campaign souligne 1I’'importance de réaliser ces prélévements dans les 45 minutes suivant ’apparition
des premiers signes d’alerte (hypotension) et idéalement avant la mise en place d’une antibiothérapie
probabiliste (8). L’hémoculture est également recommandée pour documenter une infection associée a
un dispositif intravasculaire, pour le diagnostic d’endocardite, ainsi que chez les patients présentant un
risque accru d’infection (immunodépression, femmes enceintes...) ou encore en cas d’extension d’une

infection locale avec une bactériémie secondaire (125).
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7.1. Flacon d’hémoculture

Le prélévement standard pour diagnostiquer une bactériémie est I’inoculation d’un flacon d’hémoculture
avec le sang du patient, qui est normalement stérile. Les flacons sont des milieux contenant un bouillon
de culture riche (permettant la croissance d’organismes exigeants a croissance lente, notamment ceux
du groupe HACCEK!) et un anticoagulant (souvent le SPS : polyanéthol sulfonate de sodium). Ce
dernier permet ¢galement d’inhiber les composants antibactériens du sérum (complément, lysozyme).
Certains flacons peuvent également contenir une résine absorbante permettant de neutraliser les
antibiotiques, ainsi qu’un agent lysant les hématies. Il est a noter que selon les fabricants, la composition

ou la concentration de ces composants peut varier (Figure 11).
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Figure 11 | Flacons d’hémocultures des trois principaux fournisseurs sur le marché.

Il existe des flacons aérobies contenant de 1’0 et des flacons anaérobies contenant du N>, afin
d’optimiser la croissance selon le type respiratoire des bactéries. De plus, il faut également noter que
tous les flacons contiennent du COx, afin d’optimiser la culture de micro-organismes exigeants, tels que
les bactéries du groupe HACCEK, les streptocoques et les bactéries du genre Neisseria. Une suspicion
de bactériémie justifie le prélévement d’une paire de flacons d’hémoculture aéro-anaérobies.

Une étude comparative des milieux commercialis€s par les trois principaux fournisseurs de systémes
automatisés d’hémocultures a montré que les meilleures performances étaient obtenues avec les flacons
BACTEC de Becton Dickinson (BD)®, notamment la combinaison des flacons BACTEC PLUS
Aerobic/F et BACTEC lytic/10 anaerobic/F (126).

VHACCEK : Haemophilus (H. parainfluenzae, H. aphrophilus, H. paraphrophilus), Actinobacillus actinomycetemcomitans
(Aggregatibacter actinomycetemcomitans), Cardiobacterium hominis, Capnocytophaga spp., Eikenella corrodens et
Kingella kingae.
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7.2. Préléevement

Le prélévement sanguin pour les hémocultures est une étape cruciale qui influence directement la qualité
des résultats obtenus. Un prélévement mal effectué peut étre a 1’origine de diverses erreurs, impactant
significativement 1’exactitude du diagnostic. Parmi les erreurs courantes, on note les faux positifs,
généralement dus a la contamination des flacons lors du prélévement et des faux négatifs. Ces deniers
pouvant survenir pour plusieurs raisons, comme le remplissage insuffisant des flacons, un nombre
inadéquat de flacons utilisés, la réalisation d’un prélévement aprés mise en place d’une antibiothérapie
(bactériémie « décapitée »), ou un retard dans I’incubation des flacons.

De maniére générale, il est primordial de respecter les précautions standard d’hygiéne relatives a tout
type de prélévement, mais le prélevement d’hémocultures requiert un protocole de désinfection
spécifique de la peau. Afin de minimiser les risques de contamination des cultures par les bactéries
commensales de la peau, une désinfection soigneuse de celle-ci et de I’opercule des flacons est ainsi

attendue (Figure 12). Dans ce contexte, les désinfectants alcooliques sont a privilégier (16,127).
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Figure 12 | Procédure de prélévement des flacons d’hémocultures (128).

Il est recommandé de prélever systématiquement les flacons d’hémoculture par ponction périphérique
directe, car les dispositifs intravasculaires peuvent fréquemment étre colonisés. Les préleévements
effectués sur ces derniers doivent donc étre évités autant que possible, car il est ensuite difficile de faire
la part entre une colonisation du dispositif ou une réelle infection. Une exception concerne les
hémocultures dites « quantitatives » et « différentielles », visant a déterminer si un dispositif
intravasculaire est la source d’une bactériémie. Dans ce contexte, il est recommandé de procéder a un

prélévement simultané sur le dispositif et en périphérie, a un volume équivalent. Les hémocultures
41



quantitatives reposent sur la comparaison des isolements sur milieu gélosé entre la périphérie et le
dispositif. Un ratio du nombre de colonies (dispositif/périphérie) est calculé entre les deux isolements,
pour une méme espece. Si ce ratio est supérieur a 3:1 alors le dispositif est incriminé comme source de
I’infection. Pour la technique des hémocultures différentielles, le dispositif sera considéré comme source
de I’infection si le flacon correspondant se positive plus de 2 heures avant celui obtenu par ponction
périphérique. Ces méthodes diagnostiques imposent des conditions préanalytiques difficiles a maitriser :
étiquetage correct des flacons, remplissage de tous les flacons avec un volume identique, délai de

prélevement inférieur a 10 minutes entre le dispositif et le site périphérique.

Une autre étape cruciale dans le processus de prélévement est le volume et le nombre de flacons prélevés.
I1 est démontré que le taux de positivité des hémocultures augmente linéairement avec le volume de sang
prélevé. Un volume total de sang prélevé > 40 mL permet d’abaisser la limite de détection de 1’examen,
facilitant ainsi la détection de bactériémies pour lesquelles la concentration en micro-organisme sanguin

est tres faible (< 1 UFC/mL) (Figure 13) (16).
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Figure 13 | Résultat d’hémoculture en fonction du volume de sang pour chaque prélevement et de la
charge bactérienne dans le sang. A Faible volume de sang. B Volume de sang plus élevé (16).

Le consensus actuel repose sur le prélevement de 4 a 6 flacons, soit 2 a 3 paires de flacons « aéro-

anaérobies », avec un volume requis entre 8 et 10 mL par flacon. L’objectif est d’atteindre un volume
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total de sang prélevé par épisode compris entre 40 et 60 mL, assurant une sensibilit¢ de détection
d’environ 90 a 98 % respectivement (16). La pratique des « hémocultures solitaires » (une seule paire
par épisode) et le remplissage insuffisant des flacons sont encore trop fréquents et compromettent
I’efficacité du diagnostic (16).
Afin de garantir une sensibilité optimale, deux stratégies de prélévement peuvent étre envisagées :

- le prélevement multiple sur 24 heures, qui représente la stratégie historique ;

- la stratégie du prélévement unique, ou les trois trains d’hémocultures sont prélevés en une seule

et méme ponction, simplifiant le processus.

Ces deux protocoles présentent des performances équivalentes de sensibilité a volume de sang prélevé
équivalent (129,130). Cependant, la stratégie multiple présente plusieurs limitations : i) elle comporte
autant de risque de contamination que de nombres de prélévements ; ii) le concept de bactériémie
intermittente est remis en question, les fluctuations de la concentration bactérienne dans le sang sur
24 heures n’étant pas nettes et les pics fébriles étant dus a une décharge de cytokine plus qu’a une
variation de la concentration bactérienne (131); iii) la probabilit¢ de non-respect du protocole de
prélevement augmente lorsqu’il est étalé sur 24 heures et partagé par différentes équipes exposant a un
risque d’obtenir un train solitaire de 1’ordre de 30 % (16) ; iv) le prélévement multiple peut faire différer
la mise en place d’une antibiothérapie empirique, dont le délai de mise en place est directement corrélé
a la survie ; v) le prélévement multiple est une contrainte pour le patient et pour le personnel infirmier.
En conséquence, le prélévement unique est a privilégier, puisqu’il minimise les risques de contamination
et permet de collecter immédiatement le volume total de sang nécessaire, sans nécessiter de multiplier
les interventions. Au CHU de Strasbourg, cette approche est privilégiée, notamment par le service des

urgences.

I1 est également intéressant de noter que la technique dite de « diversion », consistant a jeter les premiers
millilitres de sang lors de la ponction pour éliminer le sang potentiellement contaminé, a montré une

réduction significative du taux de contamination, diminuant ce dernier de 1,5 a 8 fois (132).

Concernant la réitération des prélevements, ses indications sont clairement définies, afin d’éviter des
prélevements inutiles. Celles-ci comprennent (125) :
- Le suivi d’un épisode en cours, avec derniere hémoculture positive, en cas de bactériémie a
S. aureus, afin de s’assurer de la négativation de celles-ci.
- La suspicion d’un nouvel épisode, nécessitant au moins 48 heures d’apyrexie entre 2 €pisodes.
- La surveillance de [I’efficacit¢ d’un traitement d’une infection de cathéter (verrou
d’antibiotiques).
Il n’est pas recommandé¢ de réitérer les prélevements lors d’un épisode en cours et que les hémocultures

se sont négativées, sauf si on suspecte que 1’infection n’est pas sous contrdle.
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7.3. Acheminement du prélévement

L’acheminement des hémocultures au laboratoire de microbiologie est un élément central dans la qualité
du résultat. En effet, une stagnation prolongée des flacons d’hémocultures a température ambiante
impacte négativement le temps de détection de la positivité et expose au risque de faux négatif (133).
C’est d’ailleurs la principale cause de faux négatif (16,24). Si le délai avant insertion dans les automates
d’incubation est trop long, les bactéries commencent a se développer et en cas de stagnation prolongée,
leur phase stationnaire de croissance peut étre déja atteinte au moment du chargement. Dans de telles
conditions, un flacon positif risque de ne pas étre détecté par les algorithmes de 1’instrument, car ces
derniers reposent sur I’analyse de la phase exponentielle de la croissance bactérienne. C’est d’ailleurs
aussi la raison pour laquelle il est recommandé de ne pas préincuber les flacons a 35 °C si I’insertion
dans les automates devait €tre retardée (16). Certains micro-organismes sont particuliecrement sensibles
aux retards, notamment les pneumocoques, qui sécrétent une autolysine apres un certain temps de
croissance, provoquant des taux conséquents de faux négatifs dés 7 h de retard d’incubation (134). Chez
P. aeruginosa, bactérie aérobie stricte, c’est la consommation préalable de 1’0O> contenu dans le flacon
qui peut étre un facteur limitant, exposant au risque de faux négatifs, notamment lorsque 1’inoculum de

départ est important (135,136).

Par conséquent, pour minimiser ces risques, il est crucial de diminuer au maximum les délais associés a
I’acheminement des flacons au laboratoire et a leur chargement dans les automates. Le temps

d’acheminement ne devrait en pratique jamais dépasser 12 heures (16,134,136,137).

7.4. Incubation

Une fois acheminés au laboratoire, les flacons d’hémocultures sont incubés dans des automates dédiés.
Les systemes se composent d’alvéoles individualisées ou sont insérés les flacons. Ces derniers sont
agités en permanence et maintenus a une température constante de 35 °C pendant cing jours. La
croissance bactérienne dans les flacons est surveillée a intervalle régulier, avec des méthodes qui varient
selon le fabricant.
Actuellement il existe trois principaux fournisseurs (Figure 14) (126) :
- Les systtmes BACT/ALERT® VIRTUO® de bioMérieux et BD BACTEC™ FX de BD
Diagnostics integrent des détecteurs situés au fond du flacon qui réagissent a la production de
CO2 par les bactéries en croissance. L’appareil analyse la fluorescence émise par ces détecteurs,
dont I’augmentation est proportionnelle a la production de COa.
- Lesystéme VersaTREK™ de TREK Diagnostic Systems est basé sur la détection des variations
de pression dans I’espace de téte du flacon, et refléte la consommation et la production de gaz

par les bactéries en croissance.
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Figure 14 | Automates d’incubation d’hémocultures actuellement disponibles sur le marché.

Lorsqu’un flacon est détecté positif, il est marqué par un signal lumineux sur le tableau de bord de

I’automate afin d’étre pris en charge par les techniciens du laboratoire.

Il est important de noter que les méthodes manuelles d’incubation des hémocultures ne sont plus
recommandées, en raison d’une efficacit¢ et d’une précision bien inférieures a celles des systémes

automatisés.

7.5. Prise en charge des flacons positifs

Au CHU de Strasbourg, les flacons d’hémocultures sont réceptionnés, enregistrés et incubés en continu,
24 h/24, dans les automates BACTEC (Figure 15). En cas de positivité, ils sont également pris en charge
sans interruption. Leur gestion est assurée par un personnel dédi¢ en journée et polyvalent durant les
heures de permanence des soins (de 18 h a 8 h). Sous poste de sécurité microbiologique de classe 2, une
lame est préparée pour un examen microscopique direct par coloration de Gram et une subculture des
flacons sur milieux gélosés est réalisée. Le résultat de I’examen microscopique direct conditionne le
choix des milieux d’isolement appropriés ; de plus, ce résultat oriente le traitement probabiliste grace a
une communication téléphonique rapide aux cliniciens, réalisée 24 h/24 par les internes.

L’identification bactérienne, désormais classiquement réalisée par spectrométric de masse, est
habituellement effectuée a partir d’une colonie pure, isolée en milieu gélosé. Cependant, des méthodes
permettant une identification rapide directement a partir des flacons d’hémoculture positifs ou de
subcultures précoces sont désormais couramment utilisées (132). Avec ces méthodes « rapides », les
résultats peuvent étre obtenus a JO de la positivité du flacon, alors qu’elle ne peut étre obtenue au mieux

qu’a J1 lorsqu’elle est réalisée a partir d’une subculture standard.
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Figure 15 | Flux de travail des hémocultures au CHU de Strasbourg. AB : Antibiogramme; HC+ :
Hémoculture positive; GS : Gélose au sang; DRIG : Gélose Drigalski; *voir protocole adapté partie «II.1
inoculum direct a partir de flacon d’hémoculture». **Lecture des diamétres selon le référentiel CASFM.

Au laboratoire du CHU de Strasbourg, pour les flacons s’étant positivés le matin, I’identification est
réalisée en début d’aprés-midi sur une subculture « précoce ». Ensuite, pour les flacons suivants de la
journée, la méthode d’identification rapide directe a partir du flacon est préférée (Figure 15). En cas
d’échec ou en présence d’une bactériémie polymicrobienne (pour rappel, environ 6 % des cas (37)),
I’identification est alors effectuée a partir des subcultures « classiques » dont la lecture est effectuée a J1

de la positivité du flacon.
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Concernant I’évaluation de la sensibilité¢ aux antibiotiques, le CA-SFM préconise 1’utilisation des
techniques de microdilution en milieu liquide ou de diffusion en milieu gélosé. L’inoculum bactérien est
préparé « a partir d’une culture visible » : on réalise « une suspension bactérienne en solution salée »
devant «atteindre une turbidité¢ équivalente a celle de I’étalon 0,5 de la gamme McFarland » (CA-
SFM 2024). Habituellement, c’est une culture pure obtenue d’un réisolement qui est utilisée comme
point de départ pour l’ensemencement de la méthode d’antibiogramme. Néanmoins, depuis sa
version 2018, le CA-SFM propose la possibilité de réaliser 1’antibiogramme par diffusion en milieu
gélosé directement a partir du flacon positif. Cependant, si I’hémoculture est polymicrobienne, il est
alors nécessaire d’attendre une subculture pour procéder a la réalisation de I’antibiogramme.

Les antibiogrammes par diffusion en milieu gélosé sont réalisés sur géloses Mueller-Hinton,
additionnées en fonction de la nature de la bactérie de 5 % de sang de cheval. Une fois les géloses

inoculées, des disques ou bandelettes d’antibiotiques sont déposés a la surface des géloses (Figure 16).

Figure 16 | Exemple d’antibiogrammes par diffusion en milieu gélosé réalisés a I'aide de bandelettes a
gradient de concentration et de disques (Photo : laboratoire de bactériologie, CHU de Strasbourg).

Les géloses sont ensuite incubées pendant 16 a 24 h a 35 £ 2 °C, et ’atmospheére d’incubation est
¢galement ajustée en fonction du genre bactérien testé (aérobiose, 5 % de CO;, microaérophilie,
anaérobiose). Les diameétres des zones d’inhibition (libres de toute croissance bactérienne autour des
disques d’antibiotiques pour lesquels la bactérie présente une sensibilité) sont mesurés, et comparés avec
des diamétres dits « critiques ». La mesure permet ainsi de déterminer pour chaque antibiotique testé sa
catégorisation clinique : sensible a posologie standard, sensible a forte posologie, ou résistant.

La technique par diffusion en milieu gélosé permet également d’estimer une concentration minimale
inhibitrice (CMI). Pour rappel, la CMI correspond a la plus faible concentration d’un antibiotique
nécessaire pour inhiber la croissance visible d’une bactérie, aprés une période d’incubation spécifique).
Pour ce faire, des bandelettes imprégnées d’un gradient d’antibiotique sont déposées sur la gélose, et la

CMI est lue au niveau du point d’intersection entre I’ellipse d’inhibition et la bandelette.
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Les antibiogrammes sont lus et interprétés par les microbiologistes pendant les horaires d’ouverture du
laboratoire (8 h - 18 h) en semaine et en astreinte les matinées des samedis, dimanches et jours fériés.

Le biologiste doit fournir au service les résultats de I’examen direct, de I’identification du micro-
organisme et de I’antibiogramme avec le profil de résistance de la bactérie isolée. L’ensemble du dossier
rendu doit étre cohérent et contenir les molécules les plus pertinentes pour |’adaptation de
I’antibiothérapie. L’interprétation globale du dossier est nécessaire et repose notamment sur le nombre
de flacons positifs, le type de bactérie identifiée, la localisation du prélévement, la présence de la méme
bactérie sur un autre site infectieux, afin de différencier les potentielles contaminations des vraies

bactériémies.

8. Ou gagner du temps ?

L’¢tude exhaustive réalisée par Brigitte Lamy et ses collegues en 2016 sur les pratiques des hémocultures
pour le diagnostic des bactériémies met en lumicre les étapes préanalytiques critiques (transport,
réception, mise en incubation) dont il est possible de raccourcir les délais (16). En France, la
version 2022 du REMIC donne des indications permettant de réduire les délais de rendu des résultats ;
par ailleurs, la rédaction de recommandations élaborées sous 1’égide du groupe d’étude des bactériémies
de P’ESCMID (European society of clinical microbiology and infectious diseases) est en cours. Ces
nouvelles directives, attendues pour 2025, visent a standardiser et optimiser les pratiques en Europe. La
revue actualisée en 2020 de Lamy et al. (132), permet de préciser les grands axes d’amélioration autour
des hémocultures selon un raisonnement par compartiment: i) I’amélioration de la qualité de

I’échantillon ; ii) la réduction des délais pré et post-analytique ; iii) la réduction des délais analytiques.

8.1. Amélioration de la qualité de I’échantillon

- Réduire la contamination des hémocultures : 1’objectif est de diminuer les faux positifs en
maintenant un taux de contamination inférieur a 1 %. Il est rappelé la nécessité d’une désinfection
soigneuse de la peau et de I’opercule des flacons. L’adoption de la technique dite de « diversion » et
I’utilisation de la méthode de prélévement unique contribuent €galement a minimiser la
contamination.

- Augmenter le volume de sang prélevé : un volume adéquat de sang est crucial pour la fiabilité des

résultats. Cela implique une formation approfondie du personnel préleveur, favorisant notamment
I’adoption de la méthode de prélevement unique. De plus, le suivi des indicateurs de performance
ainsi que I’implémentation de contrdles de qualité externes sont essentiels pour garantir 1’efficacité
de la procédure. L’introduction d’incubateurs automatisés équipés de fonctions (directes ou

indirectes) de suivi du volume dans les flacons peut également aider a optimiser cette étape.
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8.2. Réduction des délais pré et post-analytiques = amélioration de la

« microbiologistique »

Opération continue du laboratoire : la situation optimale est celle d’une prise en charge 24 h/24 et

73/7 des flacons d’hémoculture (incubation, traitement des positifs), mais 1’organisation n’est
pertinente que si le systéme de transport en place permet d’acheminer les échantillons dans les plus
brefs délais.

Délocalisation des automates d’incubation : en I’absence d’une possibilité de prise en charge en

continu des flacons par le laboratoire, des établissements peuvent opter pour la mise en place
d’automates délocalisés, permettant de minimiser les délais avant incubation.

Optimisation du transport des échantillons : le transport des flacons au laboratoire doit &tre optimal.

L’utilisation d’un systéme de transport pneumatique peut étre idéale pour accélérer le transfert des
échantillons tout en minimisant les interventions manuelles.

Incubation rapide des flacons : une mise en incubation la plus rapide possible des flacons permet non

seulement de raccourcir les délais de réponse, mais favorise également la croissance des bactéries,

limitant ainsi le risque de faux négatifs.

Les étapes mentionnées ci-dessus correspondent a la phase « préanalytique » : une situation idéale

devrait permettre de réduire les délais préanalytiques a moins de 2 heures (24), mais les difficultés

organisationnelles permettent rarement de tenir ces délais, en particulier dans des structures multisites.

- Au niveau post-analytique : I’informatisation des dossiers doit permettre un affichage clair des

résultats, y compris ceux relatifs a la sensibilit¢ aux antibiotiques, et la communication

téléphonique des résultats par le laboratoire est essentielle, en particulier pour les nouveaux cas.

8.3. Amélioration de la phase analytique = réduction des délais analytiques

Outre la période d’incubation des flacons, la phase analytique implique ensuite 1’identification

bactérienne et la réalisation des tests de sensibilité aux antibiotiques.

Pour I’identification bactérienne, diverses approches d’amélioration sont envisageables :

Techniques de biologie moléculaire : ces méthodes, qui détectent I’ADN bactérien directement dans
le sang total, offrent un avantage significatif en termes de rapidité par rapport aux cultures
bactériennes traditionnelles. Toutefois, elles ne peuvent pas remplacer les hémocultures pour
I’instant, car il reste essentiel d’isoler la souche bactérienne pour réaliser 1’antibiogramme. Ces
techniques requiérent un personnel qualifié et dédié, avec une charge de travail conséquente et des

colts substantiels. De plus, les panels de micro-organismes détectables sont souvent limités et la
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pertinence clinique de I’identification de I’ADN bactérien circulant dans le sang peut étre sujette a
interprétation.

- Technique de spectrométrie de masse sur subculture précoce.

- Spectrométrie de masse directe sur flacon positif: 1’utilisation d’un culot bactérien obtenu
directement a partir d’un flacon d’hémoculture positif peut accélérer significativement
I’identification sans attendre la croissance en subculture.

- Technique de biologie moléculaire directe sur flacon positif ou sur subculture.

Concernant les tests de sensibilité aux antibiotiques :

L’amélioration principale recherchée est la réduction du délai pour obtenir les résultats de
I’antibiogramme. De nouvelles méthodes, tant phénotypiques que génotypiques, ont été¢ développées ces
derniéres années et sont désormais disponibles sur le marché. Toutefois, le développement rapide de ces
technologies pose un défi pour I’établissement d’un nouveau standard dans le diagnostic des

bactériémies.

Le Figure 17 résume les différentes voies d’amélioration du processus des hémocultures.
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Figure 17 | Synthése des voies d’amélioration du processus des hémocultures, de Lamy et al., (132).

L’objectif de ce travail de thése est de fournir une large revue des méthodes « rapides » permettant
de réaliser un antibiogramme a partir d’un flacon positif d’hémoculture. Cette revue vise a évaluer
et clarifier les avantages et les inconvénients de ces technologies utilisables pour le diagnostic et le

traitement des infections bactériennes.
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II. REVUE DES METHODES DIRECTES A PARTIR DE FLACON
D’HEMOCULTURE POSITIF

La spectrométrie de masse a permis de réduire considérablement les délais de rendu des résultats
d’identification bactérienne, mais les délais qui concernent la détermination de la sensibilité aux
antibiotiques sont encore longs, mettant en lumiére la nécessité de nouvelles approches. Les nouvelles
méthodes se heurtent a la nécessité d’'une biomasse bactérienne suffisante et au temps d’incubation
nécessaire pour obtenir les résultats. Les approches qui visent a réduire la densité de 1’inoculum bactérien
nécessaire sont rares, et les nouvelles méthodes développées ces dernieres années se basent
essentiellement sur D’utilisation directe du contenu du flacon d’hémoculture, sans attendre de
subculture sur milieu gélosé (138,139). L’utilisation directe du flacon d’hémoculture positif élimine de

facto le temps de subculture et permet de gagner jusqu’a 24 heures sur le délai total de rendu du résultat.

1. Inoculum direct a partir de flacon d’hémoculture

1.1. Maitrise de I’inoculum

Un ¢lément clé de cette approche est la maitrise de I’inoculum. Les méthodes conventionnelles exigent
une concentration bactérienne précise pour garantir des résultats répétables et reproductibles. L’objectif
est d’atteindre une concentration équivalente a un inoculum standardisé a 0,5 McFarland (soit
1,542 x 108 UFC/mL). Cependant, la détection de la croissance bactérienne dans les automates
d’hémocultures, basée sur la libération de CO,, ne permet pas de déterminer précisément cette
concentration. De plus, il est impossible d’évaluer la concentration bactérienne directement par
turbidimétrie en raison de la composition complexe du contenu de I’hémoculture (hématies,

hémoglobine, leucocytes, résines, etc.).

La standardisation de I’inoculum a partir d’un flacon d’hémoculture positif est difficile : les
concentrations bactériennes dans les flacons positifs sont trés variables en fonction des algorithmes de
détection utilisés par les systémes d’hémoculture, mais aussi et surtout en fonction des caractéristiques

intrinséques des différents types de bactéries.

Une étude du CLSI (Clinical and laboratory standards institute) indique que la concentration bactérienne
dans un flacon positif peut varier de plus de 3 logs selon le fournisseur : les flacons BacT/Alert sont
positifs a une concentration environ 0,25 log plus élevée (1,15 x 10° UFC/mL) que celles des systémes
BACTEC et VersaTREK (6,9 x 10% et 7,3 x 108 UFC/mL, respectivement). Cette concentration est

nettement plus élevée que la cible de 0,5 McF (soit environ 1,5 x 108 UFC/mL) classiquement utilisée
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pour préparer les antibiogrammes (140). D’autres études confirment cette variabilité, obtenant des

concentrations allant de 107 a 10° UFC/mL (18,28,32,141) (Figure 18).
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Figure 18 | Répartition de la concentration bactérienne (UFC/mL) dans un panel de flacons positifs selon

le type de fournisseurs (140).

Une fois que les flacons ont été détectés positifs, la croissance bactérienne atteint un plateau et

I’inoculum bactérien reste alors relativement stable au fil du temps, que le flacon soit sorti d’incubation

ou non (142,143). La concentration moyenne a la positivité est par ailleurs relativement similaire pour

les souches appartenant a un méme « groupe» de bactéries (entérobactéries, BGN-NF, CGP)

(Figure 19) (143,144).

Figure 19 | Distribution de la concentration bactérienne dans des flacons d’hémoculture positifs
(BacT/Alert FA Plus et SN) chez des entérobactéries et BGN non fermentaires (144).

<
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Malgré la variabilité de I’inoculum, les études montrent généralement un haut degré d’accord entre les
antibiogrammes réalisés de manicre directe a partir des flacons positifs et les méthodes de référence
(28). En fonction du type bactérien considéré, des dilutions réalisées a partir des flacons positifs
permettent d’obtenir un inoculum relativement standardisé. Toutefois, la variabilité individuelle des
concentrations entre les différents flacons peut étre a 1’origine d’une croissance suboptimale,

compromettant ainsi la précision des tests de sensibilité.

1.2. Méthodes directes

I1 existe actuellement plusieurs stratégies d’inoculum direct a partir d’un flacon d’hémoculture positif :
I’utilisation directe du contenu du flacon (avec ou sans dilution), I’extraction des bactéries sous

forme d’un culot, ou 'utilisation de méthode automatisées (Figure 20).
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Figure 20 | Méthodes de préparation de Iinoculum & partir d’un flacon d’némoculture positif (Réalisée
avec Biorender). AB : Antibiogramme; HC+ : Hémoculture positive

1.2.1. Utilisation directe ou dilution

Concernant les méthodes par dilution ou utilisation directe du contenu du flacon, il convient de noter
qu’avant 2013 et I’introduction de la méthode proposée par le BSAC (British society for antimicrobial
chemotherapy), aucune recommandation «officielle» n’existait pour la réalisation directe
d’antibiogrammes a partir de flacons positifs, bien que cette pratique soit décrite et utilisée en routine
depuis longtemps (145-148) : plusieurs types de dilutions différentes (allant du 1/5° au 1/100°) étaient

alors utilisées, adaptées ou non selon I’examen direct a la coloration de Gram (BGN, CGP en amas ou
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chainettes). A 1’heure actuelle, des recommandations sont établies [BSAC (149), CA-SFM/EUCAST
(150)], et I’inoculum a utiliser est nettement mieux décrit (Tableau 4, disponible en fin de section). Ces
méthodes sont toutes destinées a l’ensemencement d’antibiogrammes en milieu gélosé pour une
incubation standard de 16 a 24 heures. En France, depuis 2018, le CA-SFM recommande

I’ensemencement direct a partir de flacons d’hémocultures (150).

L’ensemencement direct du contenu de I’hémoculture n’est pas compatible avec les techniques
automatisées en microdilution sans un prétraitement visant a éliminer les cellules sanguines (de I’ordre
de 10° hématies et 10° leucocytes pour 1 mL de sang) ou leurs débris, les résines absorbantes, etc. En
effet, ces méthodes reposent sur une détection de la croissance bactérienne par mesure turbidimétrique
ou néphélémétrique de micropuits. Par conséquent, la solution inoculée doit étre exempte de composés
susceptibles de fausser ces analyses. Ainsi, une adaptation de ces méthodes n’est envisageable qu’avec
un prétraitement, nécessitant au minimum une dilution du contenu du flacon (souvent peu suffisante) ou
I’obtention d’un culot bactérien. Les performances de ces techniques d’antibiogramme réalisables

directement a partir de I’hémoculture sont discutées leurs sections du manuscrit (151).

1.2.2. Extraction sous forme d’un culot

Pour les méthodes reposant sur I’obtention d’un culot, plusieurs protocoles « maison » ont été décrits
dans la littérature. L’utilisation d’un tube a gel séparateur (25,26,142,151-157), d’agents lysant les
hématies telles que la saponine, le sodium dodecyl sulfate (SDS) ou le chlorure d’ammonium (méthode
du kit Sepsityper®) (154,158-162), ainsi que des méthodes impliquant des centrifugations uniques ou
successives (151,163—-166).

Trois principaux kits commerciaux actuellement disponibles permettent d’obtenir un culot: le kit
Sepsityper® (Bruker Daltonics), le kit Vitek MS blood culture (bioMérieux) et le kit rapid
BACpro® II (Nittobo Medical). Aujourd’hui, le kit le plus largement utilisé est le Sepsityper®. Il est
basé sur une lyse des hématies, puis un lavage du culot préalablement obtenu par centrifugation. Ce culot
peut étre utilisé¢ directement pour I’identification par spectrométrie de masse et pour reconstituer une
suspension ajustée a 0,5 McFarland, destinée a D’inoculation d’une méthode d’antibiogramme

(Figure 20 et Tableau 4).

1.2.3. Méthodes automatisées

Certaines méthodes entiérement automatisées d’antibiogramme, comme ASTar™, Alfred604ST,
AcceleratePheno™, ou encore QMAC-dRAST™, peuvent comprendre une phase de préparation de
I’inoculum sans intervention humaine nécessaire, directement a partir du contenu du flacon positif.

Celle-ci permet de pallier la grande variabilit¢ des concentrations bactériennes observables dans un
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flacon positif. L’inoculum est généralement préparé par séparation des composé€s sanguins et des
bactéries selon diverses techniques (lyse, électrophorése, etc.) : une fois purifié, I’inoculum est ajusté
par turbidimétrie pour réalisation de I’antibiogramme (Figure 20).

Par ailleurs, la société Qvella® propose une technique automatisée dédiée a la préparation d’une
suspension bactérienne purifiée a partir d’hémoculture, appelée FAST system (Figure 20 et Tableau 4).
Cette suspension peut ensuite é&tre librement employée pour d’autres applications, notamment
I’identification bactérienne, la réalisation d’une subculture ou 1’ensemencement d’une méthode

d’antibiogramme.

Le tableau ci-dessous résume les caractéristiques techniques des différentes méthodes décrites :

Tableau 4 | Protocoles de préparation de I'inoculum a partir de flacons d’hémocultures positifs (hors
méthodes entierement automatisées, dont le principe est détaillé dans des chapitres dédiés).

L Organisme(s) I Milieu de Pour quelle .
Protocole Principe concerné(s) Dilution dilution technique d’AB? Commentaire
BGN 1/100¢
Dilution Staphylocoques 1/a0° Eau stérile
E;%?g Entérocoques DMG
Pneumocoqgue
Ensemencement . -
) Streptocoques viridans une goutte d’hémoculture
direct N
Diphtérimorphes
BGN
CA- 1/500
SFM/EUCAST Dilution Staphylocoques NaCl 0,9 % DMG Standard actuel en
) France
2018 Entérocoques 1/5°
Pratique locale BGN Adapté a partir du
i 1 (] [0
CHU Strasbourg Dilution CGP gmas et 1/5 NaCl 0,9 % DMG CA-SFM/EUCAST
chainettes
MALDI Obtention d’un culot Toute hémoculture DMG (159) Développé pour
Sepsityper® bactérien : positive Reprise du culot dans un BD Phoenix I'identification rapide
ou équivalent +lyse + bouillon/eau physiologique a (152,158,160,163) Sepsityper® : base
(méthode centrifugation + (y compris anaérobies ajuster a 0,5 McF MicroScan (161) de données
maison) lavage et levures) Vitek 2 (159,163,167) spécifique
I_ysesca‘is Li(;;n stoses 2 mL d’hémoculture DMG (168) Automatisé
FAST system - arztion des Quel que soit le micro- - 80 a 100 pL de suspension Vitek 2 (169) Suspension
(Quella®) P organisme bactérienne BD Phoenix (170) P

bactéries avec cycles
de lavages

Cartouche a usage unique

MicroScan (168)

ajustable a 0,5 McF

AB : Antibiogramme,; DMG : Diffusion en milieu gélosé; NaCl : Chlorure de Sodium; =2 : extraction

Ces différentes méthodes permettent de gagner 24 heures en se passant de 1’étape de subculture.
Cependant, sans nouvelles approches, le délai reste limité par le temps nécessaire a la croissance
bactérienne de « I’antibiogramme classique » (16 a 24 h), ce qui signifie que le résultat ne peut étre

disponible qu’a J+1 de la positivité du flacon (Annexe 1).
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2. Méthode de comparaison de techniques d’antibiogrammes

L’évaluation d’une méthode testant la sensibilité aux antibiotiques d’une souche bactérienne est décrite

par différentes normes. La stratégie générale consiste en la comparaison des résultats de catégorisations

cliniques (S, SFP ou I, R)? de la nouvelle méthode avec la méthode de référence.

L’interprétation de ces résultats se base principalement sur le niveau d’accord ou de discordance de

catégorisation entre les deux techniques :

Un accord de catégorisation (CA) est défini par une catégorisation clinique identique entre les
deux méthodes comparée, qu’elle soit S, SFP ou R.

Une discordance trés majeure (Very Major Error = VME) est définie par la catégorisation
sensible (S) d’une souche par la méthode testée, alors que la méthode de référence catégorise
cette méme souche comme résistante (R).

Une discordance majeure (Major Error = ME) est définie par la catégorisation résistante (R)
d’une souche par la méthode testée, alors que la méthode de référence la catégorise sensible (S).
Une discordance mineure (minor Error = mE) est définie par la catégorisation intermédiaire (I)
(ou sensible a forte posologie « SFP ») d’une souche (si celle si existe) par la méthode a I’essai,
alors qu’elle est S ou R par la méthode de référence. Et inversement ; souche catégorisée S ou R

par méthode a I’essai et catégorisée I ou SFP par la méthode de référence.

L’appréciation de la « nouvelle technique » est donnée par le taux d’accord de catégorisation, d’accord

de valeurs de CMI et par le taux de discordances :

Taux d’accord de catégorisation ou Categorical Agreement (CA) =

Nb de souche avec méme catégorisaiton clinique (S, 1, R) que la méthode de référence
nombre total de souche testées

Taux d’accord essentiel ou Essential Agreement (EA) =

Nb de souche avec méme CMI que la méthode de référence (+/—dilution de raison 2)
nombre total de souche testées

Taux de VME =
Nb de souche catégorisée S avec la méthode évaluée et R avec la méthode de référence
nombre de souche R avec la méthode de référence
Taux de ME =
Nb de souche catégorisée R avec la méthode évaluée et S avec la méthode de référence
nombre de souche S avec la méthode de référence
Taux de mE =

Nb de souche catégorisée I avec la méthode évaluée et S ou R avec la méthode de référence

nombre total de souche testées

2S:

Sensible ; SFP : Sensible a forte posologie ; I : Intermédiaire (ancienne catégorie SFP) ; R : Résistant
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Selon la norme, les valeurs de ces taux pour considérer une méthode comme valide par rapport a une
référence peuvent varier :
- Norme FDA (171) : EAet CA>90 % ; ME <3 % ; VME < 1,5 % ; mE <10 % ; échec de pousse
<10 % par genre ou especes testées.
- Norme ISO 20776-1 : EA et CA>90 % ; VME <3 % ; ME <5 %.
- Jorgensen, 1993 (172) : CA>90; VME < 3 % et combinaison de ME et mE <7 %.

Il faut noter que la version 2 de la norme ISO 20776 ne prend plus en compte 1’évaluation de 1’accord
de catégorisation (https://www.iso.org/fr/standard/79377.html). L’analyse du CA et des différents taux
d’erreur de catégorisation (mE, ME et VME) y est remplacée par une analyse de biais entre la méthode
a évaluer et la méthode de référence. Cependant, la littérature actuellement disponible pour la majorité
des tests ne permet pas de s’appuyer sur des données de ce type. Ainsi, I’analyse des techniques discutées
plus loin dans le manuscrit s’appuiera sur les normes FDA ou ISO 20776-1. Selon les années et
provenances des différentes études présentées dans ce manuscrit, 1’utilisation de ces normes peut varier,

bien qu’elles soient relativement similaires, notamment sur les CA.

Par ailleurs, afin d’évaluer de maniere exhaustive une méthode d’antibiogramme, la FDA recommande
de concevoir une étude comparative rigoureuse avec une méthode de référence standard dont les
performances ont été validées. L’étude doit inclure une sélection d’isolats cliniques, et selon le besoin
de souches et d’organismes « défi » de profils de résistance connus, cliniquement pertinents et adaptés a
la population cible de la méthode. Le but de cette sélection est de concevoir une population
représentative de celle pour laquelle la méthode sera utilisée en pratique, tout en évaluant la capacité a
détecter des résistances. Idéalement, une population composée d’autant d’organismes résistants que
sensibles serait nécessaire, mais cette condition est difficilement atteignable avec une sélection d’isolats

cliniques prospective. D’ou les recommandations d’inclusion de souches « défi ».

Pour I’analyse des différentes méthodes décrites dans cette revue, I’accent est mis sur les résultats de
catégorisation (CA) et sur les discordances (VME et ME), car ces parametres déterminent leur efficacité
en microbiologie clinique et influencent le choix du traitement. Les VME sont particuli¢rement
préoccupantes, car elles peuvent orienter a tort le traitement vers une molécule résistante, avec des
conséquences cliniques potentiellement graves. Ainsi, il est donc trés important d’identifier pour une
technique donnée les molécules fréquemment associées aux VME. Les ME, bien que moins graves pour
le patient, peuvent limiter 1’acces a une molécule de spectre plus restreint, impactant ainsi I’écologie des

résistances bactériennes.
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3. Techniques rapides phénotypiques

3.1. Principe

Ces techniques disposent du marquage CE-IVD. Il en existe deux types principaux, basés sur la mise en
évidence d’enzymes de résistance exprimées chez les bactéries :
- Les tests immunochromatographiques (ICT), dont la détection repose sur une réaction
immunologique de type antigene-anticorps (Figure 21).
- Les tests colorimétriques, de deux types :
o changement de coloration pH-induite (virage d’un indicateur coloré) d’un milieu suite a
I’hydrolyse de I’antibiotique par I’enzyme recherchée (Figure 21) ;

o transformation d’une B-lactamine chromogene par 1’enzyme recherchée.
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Figure 21 | Fonctionnement d’un ICT (NG CTX-M a gauche) et d’un test colorimétrique (#-carba test NP
a droite) (Réalisée avec Biorender). Ac : Anticorps; ¥ : Diminution

Ces techniques sont pour la plupart initialement congues pour identifier I’enzyme responsable d’une
résistance constatée ou suspectée sur un antibiogramme phénotypique « classique », réalisé a partir de
colonies isolées. Le Tableau 5 résume les caractéristiques générales de ces tests. Cependant, il est
légitime de s’interroger sur leurs performances lorsqu’elles sont appliquées a des hémocultures et par

conséquent, la question de leur utilisation comme outil d’orientation thérapeutique se pose également.
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Tableau 5 | Résumé des caractéristiques des différents tests phénotypiques rapides disponibles sur le marché.

Sur

Délai

Nom du test Cibles/principe Bactéries Performances analytiques HC+ rendu Avantages Limites Ref.
TestICT
NG-Test® CTX-M MULTI  CTX-MGroupes 1,2,8,9 g Se = 100 % VPP = 100 % o 15 i 'Zzzo;Zigiesrgjcgieg;eéﬁwgg Ne détecte que BLSE detype 2 2o
NG Biotech et 25 Sp =100 % VPN = 100 % apte aux groupes ae. CTX-M
I'épidémiologie frangaise (173)
RESIST GTX-M CTYM crounes 1 ot & - Se =100 % VPP = 100 % 0w 5aomp  Adapté alépidémiologie frangaise | 91901 Jue BLSE de type o
CORIS BioConcept group Sp =100 % VPN = 100 % des BLSE . .
Moins de cibles que concurrents
RESIST-5 O.K.N.V.I Carbapenémases de Se > 98 % VPP = 100% o
L types : OXA-48 like ; BGN Oui 5-10 min Performances excellentes ) (179-182)
CORIS BioConcept KPG- NDM: VIM * IMP Sp =100 % VPN > 99 % [moins bon sur HC+ que
’ ’ ’ concurrents (179)]
NG-Test® CARBA 5 Carbapenemases de EB Se > 98 % VPP = 100% ou  1smp  Performances excellentes sur HG+ ) (179,181,1
NG Biotech Ké% NDM' VIM - le Pyo Sp =100 % VPN = 100% 1 cassette/test 83-186)
Test colorimétrique
Reésistance aux C3G par Se > 95 % sur BLSE Se=67%EBgrp 3
’ i — 0
B LAGTA™ test hyarolyse d'une EB Se=80495% VPP =0902a1009% . . Amplitude > tests ICT (SHV, TEM, Se =21 % pour CHN (178,187-
Bio-Rad céphalosporine Pyo Sp > 99 % VPN ~ 96% Oui 15 min carbapénémases) Souvent difficile a interpréter, 189)
chromogénique (HMRZ- Adaptabilité sur hémoculture bien résultats ambigus
86) décrite dans la littérature Nécessite inoculum large
Résistance aux
carbapénemes : Se < 80 % chez P. aeruginosa
B CARBA™ test hydrolyse d’une B- EB Se=85a100 % VPP > 95% . . Pas de détection des enzymes de _
Bio-Rad lactamine chromogéne Pyo Sp > 95 % VPN > 95 % Ou 10:min Bonnes performances sur EB classe A non-KPC (190-193)
substrat de Résultat pouvant étre ambigu
carbapénémase
CARBA NP EB Se =902a100 % ) oui 15 min a Facile a mettre en place Performances < pour (194-196)
Test maison Pyo Sp =100 % 1h Réactifs simples et répandus P. aeruginosa
Résistance aux
RAPIDEC® CARBA NP _ carbapénemes : EB Se=952100 % VPP ~ 99 % . 30seca Meilleures performances ] . . (191,194,1
Oui Résultat peut étre ambigu
BioMérieux ac'd';'calf;}og dtli m"'g“ lors Pyo Sp ~ 100 % VPN ~ 99 % 2h Détection classe A non-KPC P 9 96,197)
e I'hydrolyse de
I'imipeneme par une
DanENE s
Neo-Rapid GARB Screen carbapenemase EB Se=90a99%  VPP=92% oy  0mina Détection classe A non KRG T o Y (191,196,1
ROSCO Diagnostic Pyo Sp=90a100 % VPN =88 % 2h . N . 98)
Résultat peut étre ambigu

CHN : Céphalosporinase de haut niveau, DF : Données fournisseur; EB : Entérobactéries; grp3 : Groupe 3; HC+ : Hémoculture positive; Pyo : P. aeruginosa; Se : Sensibilité; Sp : Spécificité; VPN : Valeur prédictive négative;
VPP : Valeur prédictive positive.



3.2. Performances a partir de flacons d’hémocultures positifs
3.2.1. Résistance aux C3G

A partir de colonie, le test colorimétrique (B LACTA™ test) posséde une sensibilité générale légérement
inférieure aux ICT (NG-Test® et RESIST), pour une spécificité équivalente de 100 % (Tableau 5).
Malgré des performances inférieures, la conception du test [basée sur I’hydrolyse d’une C3G (HMRZ-
86)] offre 1’avantage de détecter une plus grande diversité d’enzymes (CHN, SHV, TEM,
carbapénémases). En comparaison, les ICT ne détectent que 1’antigéne qu’ils ciblent, a savoir les
enzymes de type CTX-M. Toutefois, les CTX-M étant les BLSE majoritaires en France, les ICT restent
adaptés a I’épidémiologie nationale (173). Une étude plus ancienne du test colorimétrique (B LACTA™
test) rapporte toutefois des performances décevantes avec les entérobactéries du groupe 3 (67% de
sensibilité) et particulicrement celles surexprimant I’AmpC [seulement 21 % de sensibilité pour ces
derniéres (189)], probablement lié a une hydrolyse peu spécifique du substrat HMRZ-86 par les AmpC,
dont I’expression est instable.

Concernant leur applicabilité a partir d’hémoculture positive, les ICT et tests colorimétriques peuvent
étre réalisé via I’obtention d’un culot (kit type Sepsityper®), ou avec un kit « fabricant » développé a cet
effet (exemple : NG-Test® Blood culture prep). Plusieurs études valident ’adaptation des ICT aux
hémocultures, avec des performances retrouvées proches de celles obtenues sur colonies [de 92 a 100 %
de sensibilité et 100 % de spécificité (174—177)]. Pour les tests colorimétriques, des auteurs valident
¢galement leur utilisation, bien que les sensibilités obtenues, similaires a celles sur colonies, soient plus
faibles qu’avec les ICT [sensibilité = 75 % (199-201)]. Une méta-analyse conclut néanmoins que les
performances de ces différents tests sont acceptables pour une utilisation en routine a partir

d’hémocultures positives (202).

3.2.2. Résistance aux carbapénémes

Les ICT RESIST-5 O.K.N.V.I et NG-Test® CARBA 5 ciblent les enzymes les plus courantes : OXA-
48-like, KPC, NDM, VIM et IMP. Leurs performances a partir de colonies sont comparables et
excellentes (Tableau 5). Cependant, comme tout autre ICT, ils ne peuvent conclure qu’a la présence ou
I’absence des enzymes de leurs panels, sans possibilité d’en déduire la sensibilité réelle de la souche
testée aux différentes carbapénémes. Leur rapidité et simplicité d’utilisation en font néanmoins des outils

particuliérement intéressants.

Ces deux ICT sont utilisables directement sur flacons d’hémocultures positifs grace a des kits

« fabricants » dédiés (RESIST-BC et NG-Test®Blood culture prep) (Figure 22).
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Figure 22 | Etapes de réalisation d’un test NG-Test® CARBA 5 directement & partir d’une hémoculture
positive a I'aide du kit NG-Test® Blood culture prep (https://www.ngbiotech.com/ng-test-carba-5).

Plusieurs auteurs s’accordent sur d’excellentes performances du NG-test® CARBA-5 sur hémocultures
pour les entérobactéries, avec des sensibilités et spécificités allant de 97,7 a 100 % et 96,1 a 100 %,
respectivement (176,183,203). Comparé au kit RESIST, le NG-test® se distingue par une meilleure
détection des métalloenzymes? [50 % de positivité avec RESIST contre 100 % avec NG-test (179)]. Pour
des tests réalisés a partir d’hémocultures, la méta-analyse de Corpo et al. de 2023 évalue les
performances globales des ICT dédiés a la détection des carbapénémases a 98 % de sensibilité et 100 %

de spécificité (202).

Concernant les techniques colorimétriques, les études montrent que les kits f CARBA™ test et Neo-
Rapid CARB réalisés a partir de colonies offrent des performances similaires (191,196,198). Le kit
RAPIDEC® CARBA NP [dérivant de la méthode « Carba NP test » et validé par le CNR en 2018 (204)]
semble toutefois se distinguer par des performances légérement supérieures. Les kits RAPIDEC® et Neo-
Rapid ont I’avantage de pouvoir détecter tous les types de carbapénémases, contrairement au test -
CARBA™ qui ne détecte pas les enzymes de classe A non-KPC (IMI, NMC-A, SME et FRI). Evaluées
sur culot d’hémoculture, les performances de ces tests sont équivalentes a celles obtenues a partir de
colonies isolées [Se = 99,0 % et Sp = 91,4 % pour le test NeoRapid et Se = 100 % et Sp = 95,1 % pour
le kit p-Carba™ test (193)]. Pour ces tests, la méta-analyse de Corpo et al. indique des performances

globales sur hémoculture a hauteur de 96 % de sensibilité et de 100 % de sensibilité (202).

Pour résumer, les performances de ces tests sont excellentes et comparables a celles obtenues a partir de
colonies, permettant leur utilisation directe a partir de flacons d’hémoculture. Les ICT présentent des
VPP et VPN excellentes pour les cibles spécifiques de leurs panels. Cependant, on retiendra surtout leur
trés bonne VPP, car leur VPN « globale » devient assez moyenne lorsqu’il s’agit d’utiliser ces tests

comme des outils d’orientation thérapeutique. Par exemple, un résultat négatif d’un test ne détectant que

3 Enzymes de classe B de la classification d’ Ambler.
La classification d'Ambler divise les B-lactamases en quatre classes principales : A, B, C, et D, basées sur leurs mécanismes
et structures. Ces classes incluent les B-lactamases a sérine (A et C), les métallobéta-lactamases (B), et les oxacillinases (D).
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les enzymes de type CTX-M ne permet pas d’exclure une résistance aux C3G liée a d’autres mécanismes
(exemple : TEM, SHV-1, carbapénémases), limitant ainsi la possibilit¢ de désescalade thérapeutique.
De plus, un résultat positif n’empéche pas la présence de résistances supplémentaires, par exemple,
’association d’une CTX-M et d’une carbapénémase. La méme réflexion s’applique aux ICT recherchant
d’autres enzymes. Néanmoins, 1’association de plusieurs ICT, avec plusieurs cibles (CTX-M et

carbapénémases, par exemple) permet de pallier en partie a cette limite.

Les tests colorimétriques, quant a eux, ne présentent pas ces limitations, car leur détection repose sur
I'hydrolyse ou non d'un substrat chromogénique par une enzyme. Par exemple, la plupart des
carbapénémases hydrolysant les C3G seront en principe détectées par le test B-LACTA™, qui est fondé
sur I'hydrolyse d'une C3G chromogénique. En revanche, le test B-CARBA™, qui repose sur I'hydrolyse

d'un carbapéneme, ne permettra pas de détecter la résistance aux C3G.

3.3. Impact clinique

Trois études ont exploré I’impact clinique du test colorimétrique B LACTA™., Un premier auteur a
démontré que son ajout a I’identification rapide sur culot d’hémoculture permettait d’adapter le
traitement chez 75 % des patients présentant une entérobactérie résistante aux C3G. Il est également
rapport¢ un gain de temps significatif pour adapter 1’antibiothérapie probabiliste par rapport a
I’antibiogramme classique (28 heures) et pour la mise en place des précautions contacts (35 heures)
(205). Cependant, une autre étude n’a pas retrouvé de bénéfices similaires sur I’adaptation du traitement
en comparaison a I’identification rapide seule dans un établissement dot¢ d’une EMA (206). Plus
récemment, une étude multicentrique a montré que le test B-LACTA™, utilisé sur culot d’hémoculture
avec transmission des résultats a une EMA, permettait d’ajuster le traitement probabiliste dans un tiers

des cas de bactériémies a entérobactéries (207).

Pour mieux déterminer I’impact et la place de ces tests comme outil d’orientation thérapeutique, un essai
clinique multicentrique et randomisé (BLUE-CarbA) est en attente de publication. Ce protocole vise a
déterminer si une désescalade précoce des carbapénémes guidée par le B-LACTA™ test n’est pas
inférieure a la stratégie de référence de désescalade des carbapénémes guidée par les résultats

« classiques » d’antibiogramme (208).

Ces tests sont complémentaires de I’antibiogramme phénotypique. Ce sont des techniques rapides, peu
colteuses et simples a mettre en ceuvre a partir de flacons d’hémocultures. Cependant, une stratégie
utilisant ces tests comme information pour une orientation thérapeutique devrait, a8 minima, ne se baser
que sur la communication de tests positifs, tout en notifiant que des résistances associées ne peuvent étre

exclues. Un test négatif ne devrait pas étre communiqué.
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4. Techniques rapides génotypiques

La détection des génes de résistances bactériens a partir d’hémocultures s’est largement développée ces
dernieéres années. Ces techniques sont principalement basées sur I’amplification génique et plusieurs
d’entre elles possédent le marquage CE-IVD (Figure 23). Contrairement aux techniques rapides
phénotypiques, ces méthodes ont été spécifiquement développées pour une utilisation sur flacons
d’hémoculture positifs, notamment pour les cibles d’identification de micro-organismes qu’ils

contiennent. Toutefois, la question de leur place dans I’orientation du traitement se pose également.
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Figure 23 | Principaux systemes de biologie moléculaire utilisés pour le diagnostic des hémocultures
(Réalisée avec Biorender).

On distingue en pratique deux types de tests : 1) les panels syndromiques multiplexés, ciblant plusieurs
micro-organismes et/ou mécanismes de résistance, qui sont adaptés a 1’écologie globale des
bactériémies ; ii) les panels «simples», ciblant un micro-organisme avec un ou plusieurs de ses

mécanismes de résistance, qui ne sont pas uniquement destinés aux bactériémies (Tableau 6).

4.1. Performances

Le Tableau 6 résume les caractéristiques et performances des différents kits possédant le marquage CE-

IVD, a partir de flacons d’hémocultures positifs.
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Tableau 6 | Résumé des caractéristiques et performances des différents kits de biologie moléculaire, a partir de flacons d’hémocultures positifs.

Performances sur

Fournisseur Plateforme  Type de test Spécification Nom panel Germes Geénes de résistances (Cibles) HC+ TAT Ref
Carbapénémes :
eazyplex® SuperBug CRE - KPC; OXA-48-like ; NDM; VIM Se =100 % (209,210)
Amplex . 2 MD BLSE : CTX-M groupe 1 et 9 , ’
. . Genie ll LAMP . ) 15 min
Diagnostics 1 échantillon / MD So = 100 %
0 ® s i e = (o}
% eazyplex® MRSA S. aureus Méticilline : mecA/C Sp =99 % (211)
S
“0 —08- o
2 Xpert® MRSA/SA BC S. aureus Méticilline : mecA/C gg - gg_}gg ;Z (212)
o MD de 2, 4 et
Cepheid® GeneXpert®  PCR temps réel 16 emplacements ® Carbapénémes : 1h
1 éch. /emplacement Xpert” Carba-R - IMP; KPC; OXA-48-like ; NDM; VIM Se =100 % (213)
Sp =100 %
Xpert® vanA/vanB - Vancomycine : vanA/B (214)
Carbapénémes :
- R IMP; KPC; OXA-48-like ; NDM; VIM
BioFire® o MDde 1a 9GP ’ L ’ ’ o
bioMérieux  FilmAmay® o nichée 12 emplacements BCID2® 14 GN Sl Se > 90 % 1h (29)
Multiplex . BLSE : CTX-M Sp =100 %
Torch 1 éch. /emplacement 7F P
Méticilline : mecA/C
Vancomycine : vanA/B
. Carbapénemes : KPC; NDM
MD de réaction et IC-GN 8 BGN BLSE : CTX-M ne ne
@ ® PCR
] lcubate’ Multiplex lecture 4,5h
k=3 1 éch. /MD de lecture ic-GPC 5CGP Méticilline : mecA/C Se =94-100 % (215,216)
g Vancomycine : vanA/B Sp = 98-100 % ’
5
s 21 GN Carbapénémes :
3 BCID-GN pan GP IMP; KPC; OXA-48/0OXA-23; NDM; VIM
3 MD de 3 a Candida BLSE : CTX-M
[7) pan _ 0
s GenMark ePlex® PC.R e.t 24 emplacements Se =100 % 1,5h (217)
a Hybridation j 20 GP Sp =100 %
1 éch. /emplacement Méticilline : mecA/C
BCID-GP pan GN Vancomycine : vanA/B
pan Candida Y '
Carbapénémes :
MD de réaction et BC-GN 9GN IMP; KPC; OXA-48-like ; NDM; VIM
i
BLSE : CTX-M =979
Luminex Verigene® Puce a ADN lecture SSpe_ 19070{; 2,5h (218)
1 éch. /MD sinilling - - ?
BC-GP 13GP Meéticilline : mecA/C

Vancomycine : vanA/B

LAMP : Loop-mediated isothermal amplification; F : fongique; GN : Gram négatif; GP : Gram positif; HC+ : Hémocultures positives; MD : Module; nc : non communiqué; Se : Sensibilité; Sp : Spécificité.
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Intrinséquement, tous les tests possedent d’excellentes performances analytiques sur flacons
d’hémocultures, avec un délai analytique (identification et génes de résistance) d’environ 1 heure,
compatible avec une adaptation précoce du traitement (Tableau 6). Ces méthodes génotypiques sont
toutefois congues pour compléter les techniques standard, plutét que de les remplacer (139). Bien
qu’elles offrent des avantages en termes de rapidité et de performance, elles présentent plusieurs

limitations a considérer.

Elles se concentrent principalement sur la résistance a certaines classes d’antibiotiques, comme les -
lactamines pour les BGN ou la méticilline pour S. aureus, nécessitant les tests standard en parallele pour
d’autres classes d’antibiotiques. Par ailleurs, la présence d’un géne de résistance n’est pas toujours
corrélée a une résistance phénotypique, et I’absence d’un géne de résistance n’exclut pas d’autres
mécanismes de résistance (modification de perméabilité, surexpression de porines, enzymes hors panel,
etc.). A I’exception des génes mecA et vanA/B, qui montrent une bonne corrélation génotype/phénotype,
les résistances sont souvent multifactorielles, rendant la prédiction du phénotype difficile, notamment
chez les BGN et particulierement pour P. aeruginosa. De plus, ces techniques ne permettent pas
d’évaluer la surexpression d’enzymes naturelles comme I’AmpC, et n’intégrent tout simplement pas ces

cibles dans leurs panels.

L’attribution d’un geéne de résistance dans des hémocultures polymicrobiennes pose également
probléme. En effet, le risque d’attribution incorrecte, par exemple, du géne mecA a un S. aureus au lieu
d’un S. epidermidis, indiquerait un traitement inutile par vancomycine, qui est largement reconnu
comme d’évolution moins favorable en cas de bactériémie a S. aureus sensible a la méticilline (SASM)
(219). Les performances globales sont d’ailleurs souvent compromises pour les échantillons
polymicrobiens avec une baisse significative de la sensibilité (220). Enfin, des erreurs de lecture du
Gram peuvent prendre les tests a défaut en cas de panels scindés GP/GN (comme les kits de Verigene®).
Malgré ces limitations, la détection de résistances combinée aux capacités d’identification de ces panels

en font des outils trés intéressants pour I’orientation du traitement.

4.2. Impact clinique

La méta-analyse de Timbrooks et al. en 2017 (15), regroupant 31 études, dont deux essais cliniques
randomisés, montre que la combinaison de méthodes moléculaires rapides aux méthodes dites
« standards » permet de réduire significativement le délai nécessaire pour initier une antibiothérapie
efficace (gain moyen d’environ 5 heures), ainsi que la mortalité et la durée d’hospitalisation (gain
moyen d’environ 2,5 jours). La méta-analyse met en évidence que ’utilisation de ces méthodes chez une

vingtaine de patients bactériémiques suffirait a prévenir un déces dans les 30 jours (15). Il est toutefois
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important de noter que la majorité des études proviennent des Etats-Unis, ou I'écologie des résistances
bactériennes peut différer de celle observée en Europe.

Un impact sur la mortalité est observé, quel que soit le type de pathogene (Gram négatif, Gram positif,
ou polymicrobien), mais il est particulierement marqué pour les bactériémies liées a des bactéries
résistantes, notamment les ERG et les SARM (15,221,222).

Cependant, ces résultats ne sont significatifs que dans les études réalisées dans des établissements dotés
d’une EMA, ce qui souligne I’importance de ces équipes pour optimiser I’utilisation des résultats. C’est
pourquoi ’IDSA (Infectious diseases society of America) recommande, aux Etats-Unis depuis 2016,
que les EMA puissent bénéficier de la mise en place d’une technique rapide de diagnostic moléculaire,
en complément des méthodes standard d’antibiogrammes (223). Parall¢lement, le bénéfice en termes de
réduction des délais pour la désescalade thérapeutique semble plus modeste que pour I’escalade,
probablement parce que les cliniciens sont en attente des résultats complets de sensibilité avant d’initier
la mise en place de traitements a spectres étroits (224,225). En ce sens, la problématique est similaire a

celle des tests phénotypiques rapides, avec une utilité principale des résultats positifs.

Aucune étude rigoureuse n’a encore évalué de maniére globale les cotits d’implémentation des méthodes
moléculaires. Néanmoins, la réduction significative de la durée d’hospitalisation fait entrevoir des
économies potentielles. De plus, les surcotts liés a I’implantation de nouveaux automates et a la
consommation des réactifs dédiés pourraient étre maitrisés en adoptant une stratégie réservant
’utilisation des méthodes moléculaires aux cas les plus complexes, en complément des méthodes

phénotypiques rapides (210,226).

Les différentes études suggerent que les techniques moléculaires, utilisées en complément des méthodes
traditionnelles (et tout particuliérement dans un établissement disposant d’une EMA), améliorent la prise
en charge des bactériémies. Leur colt impose cependant une évaluation locale par chaque centre avant

intégration dans la stratégie diagnostique.
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5. Meéthodes rapides en milieu gélosé

Comme mentionné dans la section « IL.1. Inoculum direct a partir de flacon d’hémoculture positif»,
I’antibiogramme « classique » par diffusion en milieu gélosé [méthode de Bauer-Kirby (227)],
traditionnellement réalisée a partir de colonies isolées en subculture, a été adapté pour €tre inoculée
directement a partir de flacons d’hémoculture positifs. Depuis la version 2018 du CA-SFM (150), cette
méthode est devenue le standard recommandé en France, permettant d’obtenir les résultats a J+1 de la
positivité du flacon d’hémoculture. Dans un souci de réduction additionnelle des délais, des méthodes
permettant de raccourcir 1’incubation ont été développées avec I’ambition de rendre un résultat le jour
méme de la positivité du flacon : la méthode RAST (Rapid antimicrobial susceptibility testing) de
L’EUCAST et la gélose MH-SIR « rapide » de la société i2a.

- Meéthode utilisant des diameétres critiques spécifiques dédiés :

o RAST de PEUCAST : incubation raccourcie, lecture selon des diamétres critiques dédiés

lisibles en 4, 6 ou 8 heures.

- Meéthode utilisant les diamétres critiques standard :

o Gélose MH-SIR de la société i2a: cette gélose, basée sur une composition de MH
classique, possede des agents contrastants permettant une lecture dés 6 heures d’incubation

selon les diametres critiques standard du CA-SFM/EUCAST.
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5.1. RAST de PEUCAST

5.1.1. Inoculum et principe

Cette méthode implique I’inoculation directe de 125 + 25 pLL d’hémoculture positive sur une gélose MH
ou MH-F, sans dilution préalable. Aprés ensemencement et ajout des disques d’antibiotiques,
I’antibiogramme est incubé¢ a 35 °C. La lecture des diamétres se fait a 4, 6, ou 8 heures d’incubation, en
utilisant des diamétres critiques spécifiquement développés pour cette méthode (différent des diamétres
critiques « classiques ») (Figure 24). Depuis 2022, ’EUCAST permet de prolonger I’incubation a 16-
20 heures si nécessaire. Les diameétres critiques sont également spécifiques et adaptés a cette lecture
différée, I’inoculum étant plus « lourd » que la méthode standard (229,230). La méthode RAST a été

validée pour les flacons d’hémocultures de BD, bioMérieux et Thermo Fisher.

Figure 24 | Exemple d’une souche de SARM ensemencée sur gélose MH avec la méthode RAST, lue a
6 heures d’incubation. A gauche, image brute, a droite, interprétation des diametres (231).

L’application de la méthode est restreinte a quelques especes fréquemment associées aux bactériémies :
E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, S. pneumoniae, E. faecalis/faecium, et A. baumannii.
Chaque espece dispose de diametres critiques spécifiques selon le temps de lecture (4, 6, 8, et 16-
20 heures) (Tableau 7). Selon les souches, il n’est pas toujours possible de mesurer correctement les
diamétres aux temps les plus précoces. Si la bordure de la zone d’inhibition n’est pas clairement
identifiable, alors il faut retarder la lecture au prochain temps de lecture. Selon les caractéristiques de
I’espéce, la lecture peut également étre complexe, notamment pour P. aeruginosa, pour qui le premier
temps de lecture n’est qu’a 6 h d’incubation. Par ailleurs, on notera que pour chaque couple
antibiotique/bactérie et pour chaque temps de lecture, une zone d’incertitude technique (ZIT) est

présente, visant a limiter les erreurs de catégorisation (VME et ME).
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Tableau 7 | Diamétres critiques (en mm) pour P. aeruginosa selon la méthode RAST de 'EUCAST
(Source : https://www.eucast.org/rapid_ast_in_bloodcultures)

Dosage 6 heures 8 heures 16-20 heures
Agent antimicrobien disque

(ng) 2IT R< 21T R< 2T R<
Pipéracilline-tazobactam 30-6 13-15 13 14-16 14 15-16 15
Céfépime 30 15-16 15 15-16 15 17 17
Ceftazidime 10 12-14 12 13-156 13 14 14
Ceftazidime-avibactam 10-4 13-14 13 14-15 14 16-17 15
Ceftolozane-tazobactam | 30-10 14 14 15 15 15-17 15
Imipéneme 10 15-16 15 15-16 15 18-50 18

5.1.2. Performances

La méthode RAST a été validée par deux études multicentriques (228,232), montrant de trés bonnes
performances globales, avec un CA de 97 % apreés 4 a 6 heures d’incubation, et des taux d’erreurs (VME
et ME) inférieurs a 5 %. Cependant, la lisibilité des résultats a 4 heures reste insuffisante pour certaines
especes. Par exemple, dans une des études, seuls 58 % des S. aureus, 44 % des souches de E. faecium et
0 % des souches de P. aeruginosa présentaient des zones de sensibilité mesurables apres 4 heures, bien
que ce chiffre augmente significativement avec le délai d’incubation (228)* Par ailleurs, un
chevauchement entre les populations sensibles et résistantes pour certains antibiotiques, notamment la
pipéracilline-tazobactam, la clindamycine et la vancomycine (232), a motivé I’introduction des ZIT.
Pour certaines bactéries, en particulier les entérocoques et les pneumocoques, la fréquence élevée des
résultats en ZIT limite toutefois le nombre de résultats disponibles précocement (228).

En outre, la détection des résistances (SARM, BLSE, EPC et ERG-vanA) est excellente dans ces deux
études (228,232) et dans des études plus récentes’ (229,231,233). A noter que depuis 2024, des diamétres
critiques ont été ajoutés pour I’ertapéneéme et la témocilline, avec de bonnes performances pour dépister

les souches productrices d’OXA-48, des 4 heures d’incubation (235).

Bien que la méthode RAST soit performante et ne génére pas de coits additionnels pour des réactifs,
elle nécessite un changement organisationnel important pour son implantation. Le respect strict des
temps de lecture (£ 5 minutes) a 4, 6 ou 8 heures complique la gestion lorsque plusieurs géloses doivent
étre lues séquentiellement pour différents patients. Cette contrainte a freiné son adoption a grande échelle
en routine, incitant certaines équipes a explorer 1’automatisation de la technique pour en faciliter

I’utilisation. Les études portant sur « l’automatisation» de la technique RAST sur les chaines

4 Pourcentage de lisibilité a 4 heures selon I’espéce : 92 % des E. coli, 99 % des K. pneumoniae, 58 % des S. aureus, 93 %
des E. faecalis, 89 % des S. pneumoniae, 44 % des E. faecium et 0 % des P. aeruginosa. Pourcentage a 6 heures : 89-100 %,
pourcentage a 8 heures : 98-100 % (228).
5 Détection de la résistance au carbapénémes : 100 % de sensibilité et 88,7 % de spécificité (233). CA (%) ceftazidime-
avibactam vs. MML sur souches d’EPC : 97,5 ; 98 et 99,6 a 4, 6 et 8 heures (234).
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automatisées de microbiologie [BD Kiestra™ TLA (231,236) et I’association de la chaine WaspLab® et
Radian® (237,238)] indiquent de bonnes performances générales, tout en pointant I’avantage logistique

indéniable de I’acquisition automatisée des images aux différents temps de lecture.

5.1.3. Impact clinique

Plusieurs études monocentriques ont évalué I’impact clinique de la méthode RAST, avec des résultats
variés concernant la mortalité. Cependant, toutes montrent une adaptation du traitement
significativement plus rapide dans les groupes utilisant la méthode RAST, en comparaison a
I’antibiogramme classique (239-241). Par ailleurs, ces trois études confirment également les bonnes
performances de la méthode RAST en termes de catégorisation, avec des CA supérieurs a 95 % et un

nombre d’erreurs de catégorisation tres faible.

Avantages :

Le RAST est une méthode validée internationalement, avec des résultats de catégorisation clinique (hors
ZIT) fiables permettant de rendre des résultats de maniére trés précoce et sans surcolt de réactifs. La
méthode étant développée directement par ’EUCAST, la documentation est gratuite et régulicrement
mise a jour (actuellement version 9). De plus, contrairement a la « méthode » MH-SIR (voir section

suivante : 5.2), le RAST est validé pour certains streptocoques, entérocoques et BGN non fermentaires.

Limites :

Toutefois, la technique impose une organisation complexe, poussant certains laboratoires a I’automatiser
autant que possible. Elle ne permet pas de gérer une hémoculture polymicrobienne, et présente une
proportion élevée de diamétres dans la ZIT pour certaines especes, limitant la proportion de résultats
exploitables d’emblée. De plus, son application reste restreinte & un nombre spécifique d’especes pour

lesquels des diametres critiques spécifiques sont développés.

70




5.2. Gélose MH-SIR

Le milieu MH-SIR (société i2a, Montpellier) posséde une composition standardisée de milieu Mueller-
Hinton, additionnée d’un adjuvant de pousse et d’un agent contrastant, permettant la détection d’une
fine croissance bactérienne deés 6 a 8 heures d’incubation (Figure 25). Il est réservé aux bactéries a

croissance rapide en aérobiose, telles que les entérobactéries et les staphylocoques.

Figure 25 | Aspects des géloses MH-SIR et MH. Gélose MH-SIR (& gauche) lue & 6 heures d’incubation
et gélose MH (a droite) lue a 20 h d’incubation, ensemencées avec la méme souche d’E. coli productrice
d’une pénicillinase de bas niveau. Image prise par I'automate SIRscan 2000°. (Photo : laboratoire de
bactériologie, SIRscan 2000®, CHU de Strasbourg)

5.2.1. Inoculum

L’ensemencement peut étre réalisé directement a partir d’un flacon d’hémoculture. Un auteur a comparé
deux protocoles pour I’ensemencement de la gélose MH-SIR pour les entérobactéries (242) : celui de la
BSAC et celui du CA-SFMS. La répétabilité et la reproductibilité des résultats ont été analysées pour
une souche d’E. coli ATCC. La méthode de la BSAC permet d’obtenir des diamétres moyens proches
des valeurs cibles de cette souche, tandis que ceux obtenus avec la méthode CA-SFM/EUCAST, plus
«resserrés », sont proches de la limite acceptable « basse », certaines valeurs étant méme situées hors
des valeurs acceptables (céfépime et ticarcilline). Le fait que 1’inoculum recommandé par le CA-SFM
soit plus « lourd » est probablement en cause. Les autres études ayant évalué la gélose MH-SIR se sont
toutes appuyées sur le protocole de la BSAC, qui était le seul « officiellement » disponible au moment

de leur réalisation (30,243).

¢ Pour rappel, selon la coloration de Gram :
- BSAC: : dilution au 1/100° pour les BGN, au 1/30° pour les staphylocoques et les entérocoques et ensemencement
direct pour le pneumocoque, les streptocoques viridans et les bactéries diphtérimorphes.
- CA-SFM : dilution au 1/50° pour les BGN et les staphylocoques et au 1/5¢ pour les entérocoques.
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5.2.2. Incubation et lecture

La gélose MH-SIR a été développée pour une incubation et une lecture automatique par les automates
SIRscan 2000® ou Orion® (commercialisés par i2a). La lecture est réalisée dés six heures de culture, puis
retardée toutes les 30 minutes jusqu’a la huitieme heure en cas de pousse insuffisante. Les auteurs
rapportent que la croissance des entérobactéries est souvent lisible deés six heures, tandis que celle des
Staphylococcus se fait plutot en fin d’incubation, vers huit heures. Toutefois, il peut étre nécessaire de
prolonger I’incubation a 16-24 heures en cas de croissance insuffisante, quelle que soit la souche. Une
¢tude mentionne des tests sur P. aeruginosa et Enterococcus spp., mais la croissance de ces especes était
trop insuffisante. Actuellement, la gélose est destinée aux hémocultures positives pour les

entérobactéries et/ou les staphylocoques, ceux-ci ayant une croissance rapide en aérobiose a 37 °C.

5.2.3. Performances

Actuellement, seules deux études indépendantes ayant évalué les performances de la gélose MH-SIR a

partir de flacons d’hémocultures positifs sont disponibles. Elles sont résumées dans le Tableau 8.

Tableau 8 | Résumé des principales évaluations des performances du milieu MH-SIR.

, Performances
Etude Germe L P Ref
Comparateur Performances de catégorisation Délai de Commentaire
(%) rendu
EB:
- CA=97,7VME=05ME=0,4
Périllaud et al., 2019 133 EBet Bonne détection BLSE, CHN et SARM  (30)
DMG direct S. aureus
S. aureus :
CA=978VME=0ME=0,3
VAM inocula (BSAC vs EUCAST)
Payen et al., 2022 149 EB CA =993 Gain de 16 h 39 souches (BLSE, EPC, CHN) (242)

DMG direct CA = 98,2 (souches) Détection 100 % EPC, AmpC, CHN
Détection 50-80 % des BLSE

DMG : diffusion en milieu gélosé; EB : entérobactéries; MH : Mueller-Hinton ; VAM : validation analytique de méthode.

Ces deux études rapportent des CA > 97 %, satisfaisant ainsi les critéres de la FDA’. Pour les
entérobactéries, les ME les plus fréquentes concernent la ciprofloxacine et la témocilline. Celles qui
concernent la ciprofloxacine impactent I’ensemble des fluoroquinolones, car les regles d’interprétation
du CA-SFM/EUCAST (pour les Enterobacterales a 1’exception de Salmonella) imposent de rendre
toutes les fluoroquinolones résistantes en cas de résistance a la ciprofloxacine. Les VME concernaient
principalement 1’amoxicilline-acide clavulanique, la témocilline et la céfalexine. Pour I’amoxicilline-
acide clavulanique, les diamétres sont souvent trés proches du diameétre critique de 19 mm, a I’instar des
diametres observés sur gélose MH. L’apparition des ZIT dans 1’édition 2020 du CA-SFM permet

toutefois de ne plus catégoriser a tort les diametres entre 19 et 20 mm comme « sensibles » (244). Cette

7 Critéres FDA : EA et CA > 90 % ; ME <3 % ; VME < 1,5% ; mE <10 % ; échec de pousse < 10 % par genres/espéces
testés.
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discordance n’aurait donc plus lieu aujourd’hui. La présence de cette ZIT permet d’expliquer I’absence
de VME pour I’amoxicilline-acide clavulanique dans I’étude plus récente de Payen et al., de 2022 (242)
en comparaison a I’étude de Périllaud et al., publiée en 2019 (30).

Concernant la détection phénotypique de résistances, la gélose semble jusqu’a présent a méme de
détecter correctement les EPC et les souches productrices de CHN. Pour certains phénotypes, des tests
complémentaires étaient cependant nécessaires afin de préciser le mécanisme de résistance exact (cas de
mécanismes combingés ou situations amenant a typer I’EPC), sans que ces tests soient plus fréquents que
ceux nécessaires pour les antibiogrammes réalisés sur gélose MH. La capacité a détecter les EBLSE®
par observation de synergies pourrait cependant ne pas étre optimale. Elle n’était que de 53 %, sur un
panel d’EBLSE dans 1’étude de Payen et al., 2022 (242), la moiti¢ des cas ayant nécessité des tests
complémentaires. Toutefois, I’étude n’a pas montré un nombre plus ¢levé de discordances, le CA global
sur ces souches ¢tant de 98,2 % (242). De plus, le probléme peut éventuellement étre contourné en

utilisant la technique des disques combinés C3G + acide clavulanique.

Pour S. aureus, les principales discordances portaient sur la céfoxitine (principalement des erreurs
mineures). Cependant, les diamétres critiques de la molécule ont été modifiés a partir de 1’édition 2017
du CA-SFM (disparition de la catégorisation intermédiaire entre 22 et 25 mm, n’autorisant plus qu’une
catégorisation S ou R): de nouvelles études mériteraient d’étre réalisées afin de déterminer les
performances actuelles de la gélose en tenant compte des nouveaux diameétres critiques pour le couple

céfoxitine/S. aureus.

D’une manicre générale, les études indiquent que les diametres sont systématiquement « plus petits » a
6 heures qu’a 24 h, les souches tendent donc a apparaitre plus « résistantes » en lecture précoce. Les
études « princeps » avaient déja noté ce phénomene (227). C’est d’ailleurs ce qui peut justifier la volonté
d’adapter les diamétres critiques, comme pour la méthode RAST de ’EUCAST, bien que cela soit aussi

1ié pour cette méthode a un inoculum plus important que pour 1’antibiogramme « standard ».

5.2.4. Impact clinique

A ce jour, une seule étude a évalué I'impact clinique de la gélose MH-SIR (243), incluant des
hémocultures positives a entérobactéries et a S. aureus. Cette étude monocentrique montre qu’il est
possible d’adapter I’antibiothérapie probabiliste en moyenne 11 heures plus tot qu’avec la gélose MH
ensemencée directement a partir d’un flacon d’hémoculture positif. Néanmoins, des études menées sur
des effectifs plus importants seraient nécessaires. En effet, la proportion de souches résistantes analysées

dans cette étude pilote (aucune EPC et uniquement 22 EBLSE pour un total de 330 souches) est

8 Le CA-SFM indique que les BLSE peuvent étre détectées par I’observation des synergies entre des disques de C3G/C4G et
des disques comportant un inhibiteur comme 1’acide clavulanique, ou via ’utilisation de disques combinés.
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insuffisante pour qu’un impact sur le pronostic des patients puisse étre mis en évidence (243). L étude
clinique MHR-BLOOD?, en cours d’inclusion actuellement, correspond au déploiement multicentrique
de cette étude pilote. Elle a pour but de mieux évaluer I’impact de 1’utilisation de la gélose MH-SIR, sur

I’adaptation du traitement, la durée d’hospitalisation et la mortalité.

Avantages :

Pour un laboratoire utilisant déja un automate SIRscan®, la méthode MH-SIR est a la fois intéressante
et économique (le colit des géloses MH-SIR n’étant pas beaucoup plus élevé que celui des géloses MH
standard). De plus, la méthode est moins contraignante que la méthode RAST de ’EUCAST (pas de
lectures a des temps précis, utilisation des diamétres critiques « classiques » du CA-SFM/EUCAST, pas

de paramétrage informatique spécifique des logiciels experts).

Limites :

Cependant, on manque actuellement d’études sur les performances de la gélose et les deux publications
disponibles concernaient principalement les entérobactéries. De plus, la méthode n’est pas adaptée pour
les entérocoques, les streptocoques ou les BGN non fermentaires, en raison d’une croissance insuffisante

avant 8 heures d’incubation.

? ClinicalTrial.gov ID : NCT06425367
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6. Meéthodes en microdilution automatisées « rapides »

La microdilution est la méthode de référence pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques. Elle
consiste a ensemencer un inoculum bactérien standardisé dans des cupules contenant des concentrations
croissantes d’antibiotiques. Apres 18 heures d’incubation a 35 °C, la CMI correspond a la plus faible
concentration de I’antibiotique capable d’inhiber la croissance bactérienne. Des automates permettent
de réaliser des antibiogrammes par microdilution : ils sont utilisés par de nombreux laboratoires de
microbiologie médicale. Le Tableau 9 résume les caractéristiques des trois principaux fournisseurs

actuels permettant d’obtenir des résultats plus rapides.

Tableau 9 | Caractéristiques générales des automates de microdilution présentés.

Fournisseur Plateforme ,E "eT“P'e carte Technique ’Duree Germes
d’antibiogramme d’analyse
R T
o ® A 6-8 h (BGN)
BioMeérieux VITEK 2 Néphélémétrie 9-10 h (CGP)
Entérobactéries
BGN non fermentants
5 = Staphylocoques
EClon” — poenix® Turbidimétie  6a16h Entérocoques
Dickinson Y Streptocoques
Autres GP et GN
d’intérét médical
- -
! e = -_._——-!1.'
Beckman- \yoroScan® g e Tubidmétie  5ha18h
Coulter [ b
e -
L i--i-l-—._-lp.
il = -

6.1. Inoculum

Les cartes d’antibiogrammes sont normalement ensemencées avec une suspension bactérienne préparée
a partir d’une colonie isolée sur milieu gélosé. La détection de la croissance étant mesurée par méthode
néphélémétrique ou turbidimétrique, il est en théorie impossible d’ensemencer ces cartes directement
avec le contenu d’un flacon d’hémoculture : il est nécessaire d’obtenir un culot bactérien resuspendu
dans de I’eau physiologique. De nombreuses études ont évalué I’adaptabilité de ces méthodes a partir de
flacon d’hémoculture. Les études « anciennes » utilisaient un culot obtenu par centrifugation avec ou
sans tube a gel séparateur. Les plus récentes utilisent des kits comme le Sepsityper®, ou d’autres
méthodes « maison » €équivalentes, avec 1’avantage d’une préparation rapide. Une exception notable
concerne I’automate MicroScan, ou une dilution du contenu du flacon (notamment au 1/250°) est souvent
utilisée, aboutissant a des résultats parfois décevants (27). Cela met en lumiére la qualité de I’inoculum

qui est primordiale. Une mauvaise centrifugation pour 1’obtention d’un culot peut compromettre les
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résultats par sous-estimation de sa concentration (26,151,163). Par exemple, un inoculum de 0,5 McF
obtenu apres centrifugation est souvent insuffisant, nécessitant une cible plus élevée (entre 0,7 et 1 McF)

pour compenser la mesure turbidimétrique « faussée » par les éléments du sang restant (165).

Les automates utilisent des cartes d’antibiogrammes GN ou GP choisi selon la coloration de Gram.
Cependant, jusqu’a 16 % des prélévements initialement considérés comme monomicrobiens se révelent
en réalit€ polymicrobiens apres subculture (154), ce qui peut fausser les résultats. Le développement de
I’identification directe par MALDI-TOF a toute fois permis de faciliter la gestion de ce type de
prélevements. Si I’hémoculture est polymicrobienne, il est essentiel de réaliser I’antibiogramme a partir

de la subculture pour éviter toute erreur (163).

6.2. Performances

De nombreuses études ont évalué les performances de ces méthodes a partir de flacons d’hémoculture

positifs : elles sont présentées dans le Tableau 10.

Tableau 10 | Résumé des études ayant évalué les performances des trois automates de microdilution,
directement sur flacon d’hémoculture positif.

} Performances
Etude Germes
Comparateur Per:forr'r_1an<_:es de Délai de rendu Commentaire Ref
catégorisation (%)
VITEK 2
Hansen et al,, 2002 140 BGN CA =99 ~6h Faible taux de résistance (045)
VITEK colonie
Ling et al., 2003 97 BGN CA =976 3a17h VME et ME sur PTZ (246)
MML colonie
Bruins et al., 2004 312 BGN B
VITEK colonio (B et NP) CA=99,2 VME sur PIP et CTX (25)

de Cueto et al., 2004 50 BGN (EB et NF) VME sur PIP, CTX et CAZ

mauvais calcul CA et EA (151)

VITEK colonie 50 CGP probleme d’inoculum trop faible (CGP)
. VME sur SXT et GN
Lupetti et al., 201 0 49 CGP CA=97,7 ajout de saponine = meilleures (154)
VITEK colonie
performances sur CGP
Quesada et al., 2010 113 BGN CA>95 _ o) Aot
VITEK colonie (EB et NF) VME = 0,35 ME = 0,05 ~7h 100 % détection BLSE (5 souches) (164)
Gherardi et al., 2012 91 BGN CA =98,7 (BGN) ~10 h (BGN) \qr\gg S/t ?ﬁ;ﬁfgﬁgﬂg (163)
VITEK colonie 48 CGP CA = 96,2 (CGP) ~11 h (CGP) °
Excellente performance pour NF
— 0 A i
Romero et al., 2012 257 BGN CA =97 (BGN) ~6h 30 (BGN) 100 % détection BLSE et SARM
VITEK colonie 67 CGP CA =92 (BGN-NF) ~10h (CGP) VME et ME sur CTX (165)
CA =98 (CGP) ME sur Tazocilline
Machen et al., 2014 49 BGN B . VME sur CTX CAZ (EB)
VITEK colonie 47 OGP CA=935 Gain de 45 h VME sur CIP (P. aeruginosa) (247)
Pan et al., 2018 57 BGN CA = 96,89 (BGN) VME sur SXT (EB) (167)
VITEK colonie 72 CGP CA =92,81 (CGP) VME et ME sur CL et FQ (SCN/SA)
Hogan et al., 2019 109 BGN EA=977CA=968 ~9h VME sur PTZ et carbapénemes (162)

VITEK colonie

26 EPC (96,8 % de CA)
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Kavipriya et al., 2021 120 BGN CA =97 (EB) . , .
VITEK colonie (EB et NF) CA = 97.6 (NF) Excellent résultat sur BGN-NF (166)
Sze et al., 2021 60 BGN EA = 88,5 CA = 92.6 (BGN) _ . . o
MML colonie 37 CGP EA = 100 CA = 97.2 (CGP) ~14h Détection 100 % BLSE EPC SARM (220)
Brandt et al., 2023 121 BGN EA =98 CA =97 (BGN) Gain de 52 h Détection 100 % BLSE et SARM (157)
VITEK colonie 102 CGP EA =94 CA =99 (CGP) VME pour EB avec SXT
BD Phoenix
Funke et al., 2004 309 BGN CA =99 .
VITEK colonie (EB et NF) VME = 0,1 ME = 0,1 ) 3 VME et ME sur Ampiciline (142)
Lupetti et al., 2010 CA =98,1 )
VITEK colonie 68 CGP VME = 0,2 ME = 0.4 Gainde 12 h Excellentes performances (248)
Beuving et al., 2011 49 BGN CA =99 (BGN) . Inoculum faible (CGP)
PHOENIX colonie 84 CGP CA = 95,4 (CGP) Gain de 23,5 VME sur Bactrim (NF et CGP) 6)
Gherardi et al., 2012 91 BGN CA =99 (BGN) ~ 12 h (BGN) ) (163)
PHOENIX colonie 48 CGP CA =99,5 (CGP) ~13h (CGP)
Wimmer et al., 2012 50 BGN . . . (152)
PHOENIX colonie (EB et NF)
Hazelton et al., 2014 CA=97,9
PHOENIX colonie 64 BGN VME = 0,07 ME = 0,19 ) (158)
Florio et al., 2015 85 BGN CA =96 (BGN) ) } (249)
VITEK colonie 124 CGP CA =97,7 (CGP)
Excellents résultats
Maelegheer et al., 2017 45 BGN B i
PHOENIX colonic 56 CGP CA =98,9 - 100 % détection ERG, EPC, SARM,  (250)
BLSE
Watanabe et al., 2022 105 BGN _ - '
PHOENIX colonic 199 CGP CA =983 Taux de résistance faible (160)
Microscan WalkAway
Quesada et al., 2010 113 BGN CA>95 ) o/ A .
Microscan colonie (EB et NF) VME = 0,5 ME = 0 100 % détection BLSE (164)
Infante et al., 2021 1070 BGN CA= 92,86 : 46 VME : AMC, PTZ, CAZ, CTX, SXT  (27)
Microscan colonie
Jacobs et al., 2022 CA=92,3 ' 0 NAbanti
Microscan colonie 86 BGN VME = 0.4 ME = 1.9 % Gainde 16 h 100 % détection BLSE et EPC (144)
Brandt et al., 2023 121 BGN ) VME sur SXT (EB)
Microscan colonie 102 CGP CA> 97 Gain de 52 h Détection 100 % BLSE et SARM ~ (197)
Gallois et al., 2023 124 BGN EA =98,8 % CA =98,5% Gain de 18 h VME sur PIP et AMC (251)
Microscan colonie (EB) VME=0,6 % ME=2 % ME sur PTZ
Sy et al., 2023 70 BGN CA =97,3 (BGN) e VME sur GN et FQ (CGP)
DMG direct 154 CGP CA = 96 (CGP) Pas de difference VME sur Fosfomycine (BGN) (168)

AMC : amoxicilline-acide clavulanique; CAZ : ceftazidime; CIP : ciprofloxacine ; CL :

clindamycine; CTX : céfotaxime; FQ : fluoroquinolones; GN :

gentamicine; MML : Microdilution en milieu liquide; NF : BGN non fermentant ; PIP : pipéracilline; PTZ : pipéracilline-tazobactam; SXT : triméthoprime-

sulfaméthoxazole.

L’automate VITEK 2 montre généralement un accord de catégorisation €levé, souvent supérieur a 95 %

et atteignant plus de 99 % dans plusieurs études (25,245). Cependant, une étude largement citée dans

plusieurs revues révele de trés mauvaises performances sur les CGP (151), mais le processus non optimal

d’obtention du culot peut remettre en question ces « mauvaises performances ». Des VME et ME sont

certes décrites pour le cotrimoxazole et la clindamycine, mais a des taux acceptables dans toutes les

autres études ayant testé des CGP, et ce quelle que soit la plateforme. De plus, la détection des SARM

n’a posé en général aucun souci technique. Enfin, I’ajout de saponine avant centrifugation, pendant la
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préparation de I’inoculum a partir d’un flacon, permettrait d’améliorer nettement les performances pour
les CGP (154).

Concernant les BGN, certaines discordances (plus particulierement des VME) sont relevées : elles
concernent la pipéracilline (et son association avec le tazobactam), le céfotaxime et la ceftazidime.
Malgré le fait qu’elles concernent des molécules importantes pour le traitement des bactériémies, elles
restent rares. En revanche, la détection des phénotypes BLSE et EPC apparait satisfaisante : les CA
globaux sont tous excellents et les taux de discordance excédent rarement 1 %.

Les autres automates, Phoenix et MicroScan, affichent des performances équivalentes (CA globaux >

90 % et taux de ME et VME conformes aux critéres de la FDA).

Les temps de rendu des résultats varient cependant considérablement selon les études et 1’automate
utilisé. Pour le Vitek 2, les résultats sont disponibles en moyenne entre 6 et 10 heures pour les BGN, et
entre 9 et 10 heures pour les CGP. Toutefois, des écarts importants sont observables, allant de 3 heures
pour des organismes multisensibles a plus de 19 heures pour des souches multirésistantes. Le Phoenix
présente des temps 1égérement plus longs, avec une moyenne de 7 a 12 heures pour les BGN, et plus de
10 heures pour les CGP. Comme pour le Vitek, selon la bactérie et son profil de sensibilité, les résultats
peuvent étre disponibles des 4 heures, mais peuvent aussi dépasser 15 heures d'incubation, comme dans
le cas d’EPC avec des CMI ¢levées pour les carbapénémes (250). Enfin, pour le Microscan, son temps
d’analyse est classiquement de 16 a 24 heures, cependant plusieurs études mentionnent des temps
d’analyse moins longs, d’environ 10 heures (14). Des auteurs ont également tenté d’évaluer une lecture
précoce des plaques, notamment a 4, 6 et 8 heures d’incubation, mais les performances s’en trouvaient
considérablement réduite (CA de 60 %, 65 % et 67 % au temps d’incubations respectifs) (252). Par
ailleurs, il est important de préciser que les plaques Sensititre et l'automate Aris HiQ n'ont
volontairement pas été inclus dans cette sous-partie, car leur temps d'analyse, systématiquement de 16 a

24 heures, n’est pas adapté.

En résumé, pour obtenir un résultat le méme jour que la positivité d’une hémoculture, les délais de rendu

de I’automate Vitek semble étre les plus appropriés, avec des performances qui apparaissent optimales.

6.3. Impact clinique

L’impact clinique des méthodes automatisées a été évalué¢, avec des résultats variés. Une premiére étude
avait pu montrer un gain de 16 heures pour le rendu des résultats avec 1’automate MicroScan a partir
d’un culot d’hémoculture, et une réduction significative de la mortalit¢ (14). Cependant, deux autres
¢tudes plus récentes avec I’automate Vitek 2 n’ont pas objectivé d’impact sur la mortalité (253,254).
L’une d’elles met toutefois en évidence une diminution de la durée d’hospitalisation, ainsi qu’un gain

de 23 heures dans le rendu du résultat (253). Cependant, comme pour bien d’autres études, ce gain
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d’environ une journée est attendu, puisque les performances de 1I’automate Vitek avec un antibiogramme
réalisé directement sur hémoculture y sont comparées avec le méme automate ensemencé a partir d’une

subculture de 24 h.

Avantages :

Ces automates offrent de bonnes performances a partir de flacons d’hémoculture positifs, avec des cofits
« raisonnables » et une intégration facile dans le flux de travail, pouvant justifier leur utilisation dans des
laboratoires possédant déja ces équipements. Leur capacité, leur polyvalence et leur robustesse
permettent d’expliquer qu’ils font partie des standards d’antibiogramme dans de nombreux laboratoires

de microbiologie médicale.

Limites :
Les délais de traitement relativement longs peuvent limiter I’utilité de ces automates dans des contextes
nécessitant I’obtention d’un résultat a JO de la positivité d’une hémoculture, particulierement en cas de

micro-organisme présentant des résistances.
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7. Méthode basée sur la diffusion de la lumiére : Alfred 6045T

Le systéme Alfred 6045T (Société Alifax®, Portugal) est une méthode tout-automatisée d’antibiogramme
phénotypique disposant du marquage CE-IVD. Basée sur une évaluation de la croissance bactérienne
par mesure de la diffusion de la lumiére, la méthode a initialement été développée pour le dépistage de
bactéries dans les urines (255). Son développement a ensuite été orienté vers la réalisation
d’antibiogrammes rapides directs a partir de flacons d’hémocultures et d’autres liquides biologiques. Le
panel bactérien testé¢ comprend plusieurs BGN (entérobactéries, BGN non fermentaires) et CGP

(staphylocoques, entérocoques, streptocoques).

7.1. Préparation de I’inoculum, principe, incubation et lecture

La Figure 26 résume les étapes de réalisation d’un antibiogramme avec ’Alfred 6045T, a partir d’un

flacon d’hémoculture.
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Figure 26 | Principe de I'analyse par diffusion de la lumiére de I'automate Alfred 60T (Réalisée avec
Biorender). HC+ : Hémoculture positive.

L’automate integre une préparation automatisée de I’inoculum avec un incubateur, un module réfrigéré

pour stocker les solutions bactériennes a 0,5 McF, ainsi qu’un rack de 64 positions pour les tests. Les
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solutions a 0,5 McF sont inoculées dans des fioles tests contenant les antibiotiques selon un panel
ajustable par le biologiste. La croissance bactérienne est ensuite mesurée en temps réel par la diffusion
de la lumiére incidente via des photorécepteurs a 30° et 90° (Figure 26). Un algorithme mathématique
exprime les résultats en pourcentage d’inhibition par comparaison directe de la croissance dans les fioles
tests avec une fiole témoin ne contenant pas d’antibiotique (voir courbes de croissance Figure 26). Ces
pourcentages d’inhibition sont ensuite catégorisés en «S», « SFP» ou «R» quand ils sont
respectivement compris entre 0-35 % et 35-50 % ou s’ils sont > 50 %. Les résultats sont obtenus en 4 a

6 heures, avec possibilité de visualiser et d’interpréter les courbes de croissance en temps réel.

7.2. Performances

Les performances de ’automate Alfred 605T varient selon les études, principalement en raison de la
diversité des panels utilisés, rendant les comparaisons complexes. Bien que les accords de catégorisation
soient généralement supérieurs a 90 %, des taux de discordances (VME et ME) non conformes!'? sont

signalés dans presque toutes les études (Tableau 11).

Tableau 11 | Résumé des études évaluant les performances de I'automate Alfred 60ST ©,

, Performances
Etude Germes Ref
Comparateur Per:formances de Délai de rendu Commentaire
catégorisation (%)
Barnini et al., 2016 CA = 90,5 VME = 4,3 (BGN) ) ) . .
VITEK 194 BGN et CGP CA = 93.8 VME = 4.5 (CGP) Comparaison culot vs préincubation  (156)
Giordano et al., 2018 CA=91,6 Performance CGP > BGN
SENSITITRE 58 BN et CGP VME = 14,5 ME = 4,5 - VME sur PTZ et TEI (256)
Anton-Vazquez et al., 2019 CA =95 (BGN) ) VME sur GL et CL
PHOENIX subculture précoce oo/ Bo €t CGP CA =89 (CGP) Gain de 13 Performances CGP < BGN (257)
Boland et al., 2019 CA = 88,1 VME = 2,3 (CGP) ) VME sur PTZ
PHOENIX culot 275BGN et CGP o) _ 90/3 VME = 5.6 (BGN) Gain de 7,6 h Bonne détection résistance G3G (220
Sanchez-Carrillo et al., 2019 _
MICROSCAN 115 BGN et CGP CA=97,1 - VME sur PTZ, GL (259)
Van Den Poel et al., 2020 CA =934 . .
VITEK ot DMG 175 BGN et CGP VME = 6.9 ME = 3.8 Discordances : PTZ et CL (260)
Mantzana et al., 2021 _ A )
VITEK ot MML 176 BGN et CGP CA =94,05 ~6-6,5h Discordances FOX (CGP) (261)
. Bonne détection BLSE
C“pa\'/‘l’T"E;tC‘ﬂl'éfozz 233 BGN ot CGP ME 9’*7;9“;‘&9_ 50 Gain de 5,7 h Discordances : CL, ME (262)
- - Comparaison inocula 2 vs 7 gouttes
Potvin et al., 2023 53 EB et ENT - Gain de 19 h (263)

VITEK colonie

CL : clindamycine; DMG : diffusion en milieu gélosé; EB : entérobactéries; ENT : entérocoques; FOX : céfoxitine; GL : glycopeptides; ME :
méropéneme; PTZ : pipéracilline-tazobactam; TEI : téicoplanine.

10 Critére FDA : EA et CA > 90% ; ME < 3% ; VME < 1,5% ; mE <10% échec de pousse < 10 % par genre ou espéces
testées.
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Des discordances sont principalement observées avec 1’association pipéracilline-tazobactam pour les
entérobactéries et avec les glycopeptides pour les CGP. L’instabilité des réactifs est largement mise en
cause, bien que des améliorations récentes aient réduit ces derniéres.

Plusieurs études décrivent également : 1) des VME pour la clindamycine chez les staphylocoques, ainsi
qu’une incapacité a détecter les phénotypes MLSb inductibles (257,260,262), ii) des ME pour certaines
fluoroquinolones (256,262), et iii) des VME pour la céfoxitine chez des staphylocoques (S. aureus et

staphylocoques non-aureus), pouvant avoir un impact clinique potentiellement majeur (261,262).

Méme si une étude mentionne 1I’impossibilité de tester Acinetobacter spp. et Stenotrophomonas spp.
(257), une autre portant sur 25 souches d’Acinetobacter montre pourtant d’excellents CA. Néanmoins,
des difficultés générales pour les BGN non fermentaires sont mises en avant en raison d’une croissance
souvent non optimale (261). Certains ajustements portant sur I’étape de préincubation pourraient
néanmoins améliorer ces performances (156).

De méme, le délai de rendu pourrait étre également réduit par certains ajustements, tels que 1'utilisation
d'un inoculum de 7 gouttes d’hémoculture au lieu de 2 (262), ou la possibilité de supprimer I'étape de
préincubation (156). Toutefois cela entrainait des performances inférieures (CA <90 %), dans les études

correspondantes.

Concernant la détection de profils de résistance, la détection des EPC, des ERG, ainsi que des
entérobactéries productrices de BLSE et de CHN fait partie des spécifications annoncées par le fabricant.
Cependant, il est difficile de conclure sur les EPC et ERG en raison d'effectifs globalement insuffisants.
Le dispositif semble toutefois fiable pour la détection de résistance aux C3G ; particuliérement des
EBLSE, bien qu'aucune donnée ne soit disponible concernant les souches surexprimant I'AmpC. Par
ailleurs, la détection des SARM, qui ne fait pas partie du panel proposé par le fabricant, montre

effectivement de mauvaises performances dans les études disponibles (261,262).

Enfin, une interrogation persiste concernant l'interprétation des résultats de catégorisation clinique.
L'absence de détermination des CMI souléve des doutes sur la pertinence de I'attribution de la catégorie
« SFP » (ou « I ») par l'automate, d'autant plus que celle-ci n'existe pas systématiquement pour tous les
couples antibiotique/bactérie, tout comme les posologies correspondantes. Il est ainsi possible d'avoir
des résultats « S »/« R » sans catégorie « SFP », ou « SFP »/« R » sans catégorie « S ». De plus, pour les
molécules disposant d’une ZIT, les résultats pourraient €tre discordants par rapport aux méthodes de

référence.
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7.3. Impact clinique

Une étude montre un délai médian significativement réduit pour obtenir une antibiothérapie adaptée,
avec un gain de 17,5 heures par rapport au standard (BD Phoenix testé sur subculture précoce de
4 heures) dans une cohorte de patients présentant des bactériémies a BGN (264). Chez les patients ayant
une antibiothérapie initiale inefficace, le délai pour optimiser 1’antibiothérapie était également
significativement réduit (39,5 vs 57 heures). Cependant, aucune différence en termes de mortalité ou de

durée d’hospitalisation n’a pu étre mise en évidence.

Avantages :

Le test Alfred 6045 & un coit estimé a 30-40 € par échantillon, avec une préparation automatisée de
celui-ci et un chargement en continu (257,263). Le systéme est ouvert, tout automatisé, avec un panel
d’antibiotiques adaptable, et une capacité pouvant étre augmentée par des carrousels satellites. Son
insertion dans le flux de travail d’un laboratoire semble assez aisée. Les premiers résultats sont
disponibles dés 4 heures, avec une visualisation précoce des courbes permettant une interprétation rapide
des résistances (259). Enfin, on peut mettre en avant la polyvalence globale du systéme
[applications multiples : dosages, culture (urines et liquides) et antibiogrammes], et la possibilité

d’obtenir un résultat indépendamment de la connaissance de I’identification (résultat brut).

Limites :

L’automate est a I’origine de trop nombreuses discordances, souvent attribuées a I’instabilité des réactifs.
De plus, on manque d’évaluation pour certains genres bactériens (BGN-NF, streptocoques,
entérocoques). Enfin, bien que la méthode soit « phénotypique », le résultat ne peut pas étre interprété
avec les valeurs critiques du CA-SFM/EUCAST (CMI), et la catégorisation clinique rendue peut-étre

discutable.
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8. Méthodes basées sur la vidéomicroscopie

8.1. AcceleratePheno™

AcceleratePheno™ (Société Accelerate diagnostic, USA) est un systéme entiérement automatisé,
disposant du marquage CE-IVD. A partir d’hémocultures positives, il réalise une identification, par
FISH et un antibiogramme phénotypique (CMI), basé sur une analyse morphocinétique cellulaire, en
environ 7 heures. L’unique kit d’analyse se compose d’un panel de 19 molécules'' pour des BGN'? et

six molécules'® pour des CGP!4,

8.1.1. Préparation de I’inoculum, principe, incubation et lecture

Le systéme AcceleratePheno™ se compose d’un a huit modules, chacun étant capable de ne traiter qu’un
seul échantillon. Le kit PhenoTest™ BC inclut un flacon échantillon pour préparer 1’inoculum, une
cartouche de réactifs avec les sondes de FISH et les antibiotiques, et une cassette test avec 48 cellules a

¢coulement (Figure 27).

Module AccelermtePhana

Cassatia do bast
Cartourhe de réactit

Flacan échantillon

Figure 27 | Module AcceleratePheno™ et kit PhenoTest™ BC (Réalisée avec Biorender). HC+ :
Hémoculture positive.

' Ampicilline, amoxicilline-acide clavulanique, pipéracilline-tazobactam, ceftazidime-avibactam, ceftolozane-tazobactam, céfazoline,
céfuroxime, ceftriaxone, ceftazidime, céfépime, aztréonam, ertapénéme, méropénéme, gentamicine, tobramycine, amikacine,
triméthoprime-sulfaméthoxazole, ciprofloxacine, colistine, dépistage AmpC (céfoxitine).

12 E.coli, K. oxytoca, K. pneumoniae, E. cloacae, K. aerogenes, P. mirabilis, P. vulgaris, C. freundii, C. koseri, S. capitis, S. epidermidis,
S. haemolyticus, S. hominis, S. lugdunensis, S. warneri, S. agalactiae, S. gallolyticus, S. mitis, S. oralis, S. pneumoniae., S. marcescens,
P. aeruginosa, A. baumannii.

13 Ampicilline, céftaroline, triméthoprime-sulfaméthoxazole, daptomycine, linézolide, vancomycine, résistance & la méticilline
(céfoxitine).

14 S aureus, S. lugdunensis, staphylocoques a coagulase négative, E. faecalis, E. faecium, Streptococcus spp., S. agalactiae.
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Pour démarrer un test, la cassette et la cartouche sont chargées dans le module, et le flacon rempli avec
0,5 mL d’hémoculture. L’inoculum est automatiquement préparé par lyse et électrophorése, puis
transféré dans la cassette test. Aprés une préincubation standardisant I’inoculum, les bactéries sont
positionnées sur la surface de la cellule & écoulement par application d’un courant électrique.
L’identification bactérienne est réalisée par FISH, suivie de 1’ajout d’un milieu de culture avec les
différents antibiotiques. La croissance bactérienne est ensuite évaluée par vidéomicroscopie toutes les

10 minutes pendant 5 heures (Figure 28).

e lede i mEaz i
1 f i =
- = EI'“_ "

L EaTtinn Capluire den Aralyee Morphocirdane et

aii ol Eimc T irramErE byt LSFPAR

Figure 28 | Etapes de traitement d’un échantillon par AcceleratePheno™ (Réalisée avec Biorender).

La technique repose sur I’analyse de 1’évolution morphologique et cinétique de microcolonies
bactériennes en présence d’un antibiotique donné (Figure 29). Plusieurs parametres sont évalués,
notamment I’aire des microcolonies, leurs modes de croissances, leurs temps de doublements, I’intensité
lumineuse et leurs morphologies (Figure 29). Le profil morphocinétique est ensuite comparé a une
banque de profils de références qui ont été corrélées a des CMI obtenues en microdilution. La
catégorisation clinique « S » / « SFP » / « R » qui en découle est déterminée et interprétée selon les régles

de ’EUCAST par le logiciel expert.

Figure 29 | Analyse morphocinétique cellulaire (MCA). Représentation des parametres d’une souche
d’E. coli résistante a gauche et sensible a droite. Les graphiques représentent les courbes de
croissance. En dessous se trouvent les photos de microcolonies. (acceleratediagnostics.com)
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L’automate peut prendre en charge un échantillon polymicrobien contenant jusqu’a trois especes
différentes pour 1’identification ; cependant, le profil de résistance ne sera rendu que pour la bactérie
prédominante. En cas de bactéries présentes en proportion identique, aucun résultat de sensibilité ne

pourra étre rendu par I’automate.

8.1.2. Performances

Depuis 2017, de nombreuses études indépendantes ont évalué les performances de I’automate

AcceleratePheno™ (Tableau 12).

Tableau 12 | Résumé des études évaluant les performances de I'automate AcceleratePheno™.

A Performances
Etude - -
comparateur (N) Germes  performance catégorisation Délai de Commentaire Ref
% rendu
Marschal et al., 2017 CA=96,4 ) o) A )
VITEK 2 subculture 95 BGN VME = 1,0 ME = 2,3 Gain de 40,4 h 100 % détection BLSE (265)
Descours et al., 2018 _ _ ' . . . .
VITEK 2 subculture 104 BGN CA=93,7EA=92,3 Gain de 24,4 h Mauvaise performance si polymicrobien (266)
Giordano et al., 2018 50 BGN CA=913EA=81,8 ) VME sur PTZ (256)
SENSITITRE 10 CGP VME = 3,1 ME = 4,1 100 % détection MLSb
BGN :
Pancholi et al., 2018 1938 CA=979VME=1ME=0,7 Multicentrique (267)
MML et DMG BGN et CGP CGP: 96 % détection MRSA et MLSb
CA=943VME=0,5ME=0,9
Charnot et al., 2018 232 CA =955EA =951 ) Peu de résistances
VITEK 2 subculture BGN et CGP VME = 0,1 ME = 0,3 Gain de 41,9 h CA = 50 % pour pyo (268)
Pantel et al., 2018 105 BGN CA =949 . Panel de multirésistance : BLSE, CHN, EPC (269)
DMG et/ou E-test VME =0,7 ME=0,3 (> 95 % détection)
Lutgring et al., 2018 146 CA=941 . 30 % de tests en échec
MICROSCAN subculture  BGN et CGP VME = 8,0 ME = 0,4 Gain de 48,4 h 86 % détection MLSb (270)
Burnham et al., 2019 .
! CA=920 . Echec du test dans 12 % des cas
DMG et/ou E-test 125 BGN VME =0 ME = 0.8 Gain de 40,8 h CA < 90 % pour CAZ et PTZ 271)
subculture
Elliott et al., 2019 CA =95,4 EA = 96,1 )
VITEK 2 subculture 87 BGN VME =0 ME = 0 Gain de 36,7 h ; @72)
De Angelis et al., 2019 62 BGN CA=927 R o
MML 54 CGP VME = 3,6 ME = 2,2 - Détection 100 % SARM (273)
Schneider et al., 2019 B B ' -
VITEK 2 subculture 149 BGN CA=935EA=945 Gain de 26 h Bonne détection BLSE (274)
De Socio et al., 2020 CA=979
MICRONAUT 28 BGN VME=02ME=1,5 ) ) (275)
Banerjee et al., 2021
DMG et/ou MML 448 VME = 0,1 ME = 1 Gain de 36 h ECR (276)
subculture
Patel et al., 2021 263 EB ) CA < 90 % pour certaines B-lactamines.
DMG 21 Pyo CA>90 Performances variables pyo @77)
Sze et al., 2021 60 BGN CA =90,3 EA = 93,2 (BGN) ) - o
DMG 37 CGP CA = 97.2 EA = 98.9 (CGP) Dépistage 100 % BLSE EPC SARM (220)
— 0 (o) Aa|
Truong et al., 2022 162 BGN CA=915% Gain de 13,3 h 7,4 % de mE vers la résistance (278)

PHOENIX culot

VME =0,1 ME=1,1

CA sur BGN-NF = 64,4 %

CAZ : ceftazidime; DMS : diffusion en milieu solide; ECR : essai clinique randomisé; MIML : microdilution en milieu liquide; pyo : P. aeruginosa; PTZ :

pipéracilline-tazobactam, = : différence.
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De maniere globale, les études s’accordent sur de bonnes performances, satisfaisant les criteres de la

FDA?", avec des CA allant de 90 a 98 %.

Les performances pour les CGP sont excellentes, avec des CA > 90 % dans toutes les études. De plus la
détection des SARM ou des phénotypes MLSb apparait trés performante (220,267,268,270,273). De
rares discordances sont notées: quelques VME avec la céfoxitine (SCN) et des ME avec le

triméthoprime-sulfaméthoxazole pour S. aureus et S. lugdunensis (267).

Concernant les BGN, les études mentionnent de trés bonnes performances pour les entérobactéries avec
la plupart des molécules, mais des résultats plus variables pour certaines B-lactamines et pour
P. aeruginosa. Des CA < 90 % sont en effet rapportés dans deux études pour plusieurs B-lactamines
importantes chez les BGN (entérobactéries et BGN-NF), notamment le céfépime, 1’association
pipéracilline-tazobactam et la ceftazidime (266,277); dans 1’étude la plus récente, toutes les [-
lactamines avaient méme un CA < 80 % pour P. aeruginosa (277).

Les discordances les plus fréquemment rencontrées pour les BGN sont observées avec 1’ampicilline-
sulbactam, la ceftazidime et I’association pipéracilline-tazobactam. La fréquence élevée de ME avec ces
molécules pour les BGN-NF a méme conduit un laboratoire a retarder le rendu de ces molécules et a les
vérifier systématiquement par une méthode complémentaire (278).

Pour les BGN, une étude portant sur 100 souches d’entérobactéries présentant divers profils de résistance
(BLSE, CHN et carbapénémases) montre la bonne capacité du systeme a mettre en évidence ces
phénotypes de résistances, avec un CA de 95 % et de tres faibles taux de VME et ME (269) ; plusieurs

autres ¢tudes retrouvent des résultats similaires (220,265,274).

Enfin, ’automate AcceleratePheno™ permet un gain de temps (10 a 50 heures selon les sources et les
méthodes utilisées pour la comparaison). Avec un délai de rendu moyen se situant entre 5 et 7 h, il est

possible d’obtenir un antibiogramme complet le jour méme de la positivité d’un flacon d’hémoculture.

8.1.3. Impact clinique

A ce jour, une seule étude clinique randomisée a évalué I’impact clinique de I’automate
AcceleratePheno™ par rapport a un standard (276). Cette étude met en évidence un gain de temps de
24,8 heures pour la premiére adaptation thérapeutique. Cependant, le standard utilisé étant
I’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé réalisé a partir d’une subculture, la réduction des délais
est attendue. Il faut noter que dans cette étude, aucun impact sur la durée d’hospitalisation ou la mortalité

n’a été mis en évidence.

15 Critéres FDA : EA et CA>90 % ; ME <3 % ; VME < 1,5 % ; mE <10 % échec de pousse < 10 % par genre ou espéces
testées.
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Par ailleurs, plusieurs études « pseudo-expérimentales» ont comparé I’évolution de [D’attitude
thérapeutique aprés I’implémentation de I’automate AcceleratePheno™. Ces études mettent notamment
en évidence une réduction significative de la durée des antibiothérapies a large spectre (278-281), des
délais nécessaires a 1’obtention d’une antibiothérapie optimale, avec des gains de temps allant de 11 a
plus de 22 heures (278,280,282—-285) et une diminution des durées moyennes d’hospitalisation pour les
bactériémies a BGN (281-284). Mis a part une étude (279), aucun impact sur la mortalité n’est reporté.
Il est important de préciser que les établissements dans lesquels se sont déroulées ces études disposaient

trés majoritairement d’'une EMA avant la mise en place de I’automate.

Avantages :

L’automate AcceleratePheno™ offre I’avantage principal d’étre complet en réalisant — en plus de
I’antibiogramme avec détermination des CMI — une identification par FISH, fournissant ainsi toutes les
informations nécessaires pour une hémoculture positive. De plus, les échantillons polymicrobiens
peuvent étre analysés (jusqu’a trois especes différentes pour I’identification), mais le profil de résistance
n’est fourni que pour I’espéce prédominante. Cependant, si plusieurs bactéries sont présentes en

proportions égales, aucun résultat de sensibilité ne pourra étre rendu par 1’automate.

Limites :

L’automate présente une capacité limitée, sans chargement continu des échantillons. Il ne détermine pas
de « véritables » CMI par microdilution et certaines entérobactéries comme M. morganii ou H. alvei ne
font pas partie du panel analysé. Par ailleurs, le taux d’échec des tests peut atteindre 30 % dans certaines
¢tudes, témoignant d’un certain manque de fiabilité¢ de 1’automate (270). Enfin, la capacité du systéme
a produire des résultats méme en cas d’échantillon polymicrobien doit étre nuancée par la nécessité de

réaliser des tests complémentaires pour les bactéries non prédominantes du flacon d’hémoculture.
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8.2. QMAC-dRAST™

Le systtme QMAC-dRAST™ (Société QuantaMatrix, Corée) est une solution tout-automatisée certifiée
CE-IVD. Dédié a une utilisation directe a partir de flacons d’hémoculture positifs, le systéme détermine
des CMI par observation vidéomicroscopique accélérée de la croissance bactérienne en présence de
dilutions d’antibiotiques. Deux panels sont disponibles : un premier de 15 molécules'® pour les CGP
(Staphylococcus spp. et Enterococcus spp.) et un second de 18 molécules'” pour les BGN
(Enterobacterales, Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., S. maltophillia et Burkholderia

cepacialpseudomallei), sous forme de plaques de 96 puits avec antibiotiques lyophilisés.

8.2.1. Préparation de I’inoculum, principe, incubation et lecture

La Figure 30 résume les étapes de réalisation d’une antibiogramme sur QMAC-dRAST a partir d’un

flacon d’hémoculture positif.
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Figure 30 | Fonctionnement d’un antibiogramme QMAC-dRAST™. A I'état initial de I’analyse
vidéomicroscopique, on apercgoit uniquement les hématies. Apres quatre heures d’incubation, en cas de
résistance a I'antibiotique, les bactéries se multiplient et forment des microcolonies. Les triangles pleins
représentent des hématies, les triangles vides représentent des microcolonies bactériennes (adapté de

Choi et al., 2017 (32) avec Biorender).

16 Ampicilline, céfoxitine, clindamycine, résistance inductible a la clindamycine, daptomycine, érythromycine, acide fusidique,
gentamicine, gentamicine haut-niveau, lévofloxacine, linézolide, oxacilline, pénicilline, rifampicine, streptomycine haut-niveau,
téicoplanine, tétracycline, vancomycine.

17" Amikacine, amoxicilline-acide clavulanique, ampicilline, céfépime, céfotaxime, céfotaxime-acide clavulanique (BLSE), ceftazidime,
ceftazidime-avibactam, ceftazidime-acide clavulanique (BLSE), ciprofloxacine, colistine, ertapénéme, gentamicine, imipénéme,
lévofloxacine, méropénéme, pipéracilline-tazobactam, triméthoprime-sulfaméthoxazole.
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Une dilution directe du contenu de I’hémoculture positive est faite dans de 1’agarose liquide. Cette
solution est transférée dans les micropuits des plaques dRAST™ GN ou GP. Un bouillon de culture est
ensuite ajouté, réhydratant les antibiotiques lyophilisés avec mise en contact du mélange
agarose/hémoculture. Toutes ces étapes sont automatisées dans le systéme dRAST™, réduisant le temps
technique au seul chargement d’un aliquote de I’hémoculture dans un tube a hémolyse. La plaque est
ensuite incubée a 37 °C et lue par vidéomicroscopie optique toutes les heures. Les puits sont étudiés a
2, 4 et 6 heures, par comparaison des images. La CMI est déterminée par la premiere dilution
d’antibiotique sans croissance détectée par visualisation de microcolonies (Figure 30). L’automate
dispose d’un logiciel expert interprétant les résistances naturelles et la catégorisation clinique (« S » /

« SFP » / « R ») selon le référentiel EUCAST et la CMI.

8.2.2. Performances

Le Tableau 13 résume les études indépendantes disponibles ayant évalué les performances de

I’automate.

Tableau 13 | Résumé des études évaluant les performances de I'automate QMAC-dRAST™.

Performances

Germes Ref
Performance de catégorisation (%) Délai de rendu Commentaires

Etude
Comparateur

Choi et al., 2017 206 CGP CA =91,11 .
MML subculture ot BGN VME = 1,5 ME = 6,7 Gain de 36 h (2
_ CA < 90 % pour ENT
Huh et al, 2018 110 CGP WS uE ~6h ME sur CIP (BGN) (286)
- - VME/ME sur glycopeptides (CGP)
Kim et al., 2018 CA=949EA =983 _ . .
Microscan 115 CGP VME = 1 ME =1,3 ~6h Bonne détection SARM (287)
Kim et al., 2019 384 CGP CA =96,1 . . . )
MML subculture ot BGN VME = 3.3 ME = 1.1 Gainde 22 h Inclusion polymicrobien (120)
Grohs et al., 2020 CA=929 I ) .
DMG 100 BGN VME = 0.8 ME = 3,2 ~7a8h Bonne détection BLSE (288)
Grohs et al., 2021 CA =91 s Améliorations logicielles réduction
DMG 106 BGN VME = 0 ME = 4,2 ~4a6h temps de rendu (289)
Rosselin et al., 2022 250 BGN CA =944 ~67h Bonne détection SARM/BLSE (290)
PHOENIX et CGP VME =26 ME=2,8 o ME/VME sur LEV (BGN)
CA =955 . .
Mg 2R 2SN e 11 BaN 177 03P - e
ME = 0,9 (BGN) 1,3 (CGP)
Choi et al., 2022 EA=95CA =93 Cohorte d’AmpC
VITEK 80 BGN VME = 17 ME = 2,3 : VME sur PTZ (292)
Gallois et al., 2023 194 BGN EA=95,7 CA=93,5 ~66h ) 251)

Microscan

VME =3 ME=4

CIP : ciprofloxacine; DMG : diffusion en milieu gélosé; ENT : entérocoques; LEV :
pipéracilline-tazobactam.

lévofloxacine; MIML

. microdilution en milieu liquide; PTZ :
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Les études sont concordantes, les CA et EA généralement supérieurs a 90 % indiquent une bonne
performance globale par rapport aux standards utilisés. Quelques études indiquent cependant des taux
de ME et VME non conformes aux critéres FDA!8, souvent liés a la faible proportion de souches
résistantes testées. Comme pour d’autres méthodes basées sur la microdilution, des discordances sont
fréquemment observées pour 1’association pipéracilline-tazobactam (293).

Pour la détection des BMR, les résultats sont encourageants, en particulier pour les EBLSE et les SARM.
Toutefois, une amélioration de I’algorithme de microscopie est suggérée pour pouvoir mieux détecter
les entérobactéries productrices de CHN (292). Les BHRe (ERG et EPC) ainsi que les bactéries non
fermentaires étant peu représentées, il est difficile de déterminer les performances du systéme pour ces
derniéres.

Par ailleurs, un auteur rapporte que la vidéomicroscopie est peu sensible a des variations d’inoculum

allant de 10° a 107 UFC/mL, apres dilution (testée sur plusieurs souches ATCC) (32).

8.2.3. Impact clinique

Une seule étude a évalué I’impact clinique de I’automate comme méthode rapide (294). 1l s’agit d’une
¢tude clinique randomisée (ECR) monocentrique, menée sur un effectif total de 89 patients
bactériémiques. L’efficacit¢ des recommandations d’une EMA basées sur les résultats rapides de
lautomate QMAC-dRAST™ ¢était analysée comparativement a celles basées sur un standard,
correspondant ici a I’antibiogramme Vitek réalis¢ a partir d’une subculture. Dans cette étude, la méthode
QMAC-dRAST™ a permis de réduire le délai nécessaire pour obtenir une antibiothérapie optimale tout
en diminuant I’utilisation d’antibiotiques a large spectre. Encore une fois, le gain de temps est attendu,

la comparaison étant effectuée avec une méthode réalisée sur subculture.

Avantages :

L’automate QMAC-dRAST™ permet de réaliser un antibiogramme phénotypique rapide avec rendu de
CMI. C’est un systéme tout-automatisé, dédi¢ aux hémocultures, facile d’utilisation et permettant le
chargement simultané ou en continu jusqu’a 12 échantillons. Ses premiers résultats sont disponibles des
4 heures et contrairement aux techniques «classique» de microdilution, la méthode semble peu

impactée par la variabilité de I’inoculum (295).

18 Critéres FDA : EA et CA >90 % ; ME <3 % ; VME < 1,5 % ; mE <10 % échec de pousse < 10 % par genre ou espéces
testées.
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Limites :

Plusieurs études obtiennent des taux non conformes de VME et ME. Des discordances récurrentes sont
notamment décrites pour la pipéracilline-tazobactam ainsi que pour certaines fluoroquinolones. Par
ailleurs, il est nécessaire de disposer de I’identification pour obtenir le résultat (pas de rendu brut,
nécessité de déterminer I’identification en parallele) et le panel des molécules testées n’est pas
modulable. On peut également noter un manque dans le panel CGP avec les streptocoques qui ne sont
pour P’instant pas validés sur cet automate. Enfin, aucune étude ne mentionne le prix de I’acquisition

d’un tel automate.
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8.3. ASTar™

L’automate ASTar™ (Société Q-Linea, Suéde) permet la réalisation entiérement automatisée
d’antibiogrammes phénotypiques, en 6 heures a partir d’hémocultures positives. Le systeme a obtenu le
marquage CE-IVD en 2021. Il s’agit d’'une méthode en microdilution, dont ’analyse est basée sur la
vidéomicroscopie accélérée, permettant I’obtention de CMI. Actuellement, seul le disque pour BGN'

est validé, comportant un panel de 23 antimicrobiens?’.

8.3.1. Préparation de ’inoculum, principe, incubation et lecture

La Figure 31 résume les étapes de réalisation d’un antibiogramme sur 1I’ASTar™ a partir d’hémoculture.
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Figure 31 | Flux de travail de I'automate ASTar™ pour la réalisation d’un antibiogramme (Réalisée avec
Biorender).

Une fois I’aliquote d’hémoculture positive ajoutée a la cartouche de préparation (moins de 3 minutes),
I’automate prend en charge toutes les étapes suivantes. Les bactéries sont isolées du sang par lyse et
filtration. L ’inoculum filtré est ajusté en deux solutions (allant de 2 x 10° a 8 x 10° UFC/mL), ’'une en
bouillon MH et I’autre en bouillon MH avec sang de cheval, pour les microorganismes exigeants. Les

suspensions sont déposées sur un disque d’antibiogramme comportant 330 micropuits, la durée

9 E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, K. aerogenes, P. mirabilis, P. vulgaris, E. cloacae, C. freundii, C. koseri, S. marcescens, M. morganii,

P. aeruginosa, A. baumannii et H. influenzae.

20A . . e, egae , . P L, . S~ e . g
moxicilline-acide clavulanique, ampicilline, pipéracilline-tazobactam, céfazoline, céfépime, céfotaxime, céfoxitine, ceftazidime,

ceftazidime-avibactam, ceftolozane-tazobactam, ceftriaxone, céfuroxime, ertapénéme, méropénéme, aztréonam, ciprofloxacine,

lévofloxacine, amikacine, gentamicine, tobramycine, tigécycline, colistine et triméthoprime-sulfaméthoxazole.
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d’incubation est de 6 heures, avec un suivi par vidéomicroscopie. L’identification du micro-organisme
(qui doit étre obtenue avec une autre méthode) permet ensuite d’interpréter les CMI obtenues selon les
régles du CA-SFM/EUCAST. L’automate peut analyser 12 disques d’antibiogrammes en paralléle ;
cependant, il n’est possible de charger I’automate qu’avec cinq échantillons simultanément. Il faut donc
attendre que la préparation de I’inoculum soit effectuée et transférée vers les disques (environ 40 min)

avant de pouvoir charger de nouvelles cartouches d’échantillons.

8.3.2. Performances

Bien que la méthode soit disponible depuis plusieurs années, les données sur ses performances restent

limitées (Tableau 14).

Tableau 14 | Résumé des études évaluant les performances de I'automate ASTar™.

, Performances
Etude Germes Ref
Comparateur Performances de catégorisation (%) Dreel::‘ﬂe Commentaire
Esse et al., 2023 EA =90,7 CA=95,6 . ME avec AMC et colistine
VITEK subculture précoce & BON VME = 2,4 ME = 2 Gain de 16 1 VME sur PTZ, SXT et CTX (296)
Goransson et al., 2023 EA=958CA=97,6 -
MML 486 BGN VME = 2.4 ME = 0,9 - VME sur gentamicine (297)
Banchini et al., 2024 43 BGN EA =98 CA =96,1 . VME sur gentamicine et (298)
Microscan VME=383ME=25 ceftolozane-tazobactam

AMC : amoxicilline-acide clavulanique; CTX : céfotaxime; MIML : microdilution en milieu liquide; PTZ : pipéracilline-tazobactam; SXT : triméthoprime-
sulfaméthoxazole.

Les trois études disponibles a ce jour rapportent des performances de catégorisation satisfaisantes, avec
des CA globaux > 95 %. Des VME sont cependant mises en évidence, avec des taux supérieurs aux
critéres de la FDA?!. Toutefois, il est pour I’instant difficile d’identifier si certaines molécules sont plus
concernées par cette problématique que d’autres, mais la gentamicine est plus particulierement citée
dans deux des trois articles. Le gain de temps semble effectivement important, avec un rendu de résultat
raccourci de 16 heures par rapport a une méthode conventionnelle : I’antibiogramme VITEK réalisé a

partir de subcultures précoces (296).

8.3.3. Impact clinique

L’étude clinique RASTA, visant a évaluer I’impact de résultats précoces de sensibilité obtenus avec
I’automate ASTar dans une cohorte de patients présentant des bactériémies a BGN, est en cours
d’inclusion au Portugal. Cet essai vise notamment a évaluer les délais nécessaires pour obtenir une

antibiothérapie efficace et optimale®?.

2'FDA : VME<1,5%
22 ClinicalTrials.gov ID : NCT06218277, RASTA trials :
https://clinicaltrials.gov/study/NCT06218277?cond=Bacteremia&viewType=Table&page=3 &rank=29

94



Avantages :

L’automate ASTar™ est un systéme tout automatisé, dédié aux hémocultures. Facile d’utilisation, la
capacit¢ de l’automate est bonne, avec un chargement possible en continu. On dispose d’un
antibiogramme phénotypique (avec rendu de CMI) pour un large panel de molécules, adapté aux
bactériémies a BGN. De plus, les délais d’analyse sont courts, de 6 a 8 heures selon le remplissage du

systeme (6 heures pour le premier échantillon et jusqu’a 8 heures pour le dernier des 12 échantillons).

Limites :

On ne dispose que d’un nombre limité d’études ayant évalué 1’automate, limitant pour I’instant la
connaissance des performances de celui-ci. Ensuite, le colit de la méthode est ¢levé [plus de 300 000 $
pour I’acquisition de I’instrument et plus de 100 § par test (296)], pour un panel de molécules testées
non modulable. Le disque pour les CGP, en cours de développement, n’est pas validé pour I’instant.
Enfin, comme pour d’autres automates, l’interprétation et le rendu des résultats nécessitent que

I’identification soit obtenue en paralléle.
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8.4. QuickMIC®

Le systéme QuickMIC® (Société Gradientech®, Suéde) est une méthode automatisée, certifiée CE-IVD
depuis 2022, qui permet d’obtenir un antibiogramme phénotypique en environ 3 heures a partir de
flacons d’hémoculture positifs. Il utilise une puce microfluidique pour exposer les bactéries a un gradient
d’antibiotiques, la croissance bactérienne est ensuite analysée par vidéomicroscopie pour fournir une
CML. Pour I’instant, seule la cassette « QuickMIC GN » destinée aux BGN (entérobactéries et BGN-non

fermentaires®®) est validée, incluant 12 antibiotiques®*.

8.4.1. Préparation de I’inoculum, principe, incubation et lecture

La Figure 32 résume les étapes techniques de réalisation d’un antibiogramme QuickMIC® & partir d’un

flacon d’hémoculture positif.
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Figure 32 | Préparation d’une cassette quickMIC GN (Réalisée avec Biorender).

(D Une dilution de I’hémoculture au 1/200° est préparée en ajoutant 10 pL du bouillon de I’hémoculture
positive a ’aide d’une cese calibrée dans la fiole d’agarose prét-a-1’emploi du kit. La solution obtenue
est aspirée a travers une seringue filtrante séparant les bactéries des composés sanguins, puis la solution

filtrée est insérée dans la cassette. @ Un milieu de culture liquide « MH II » est ensuite inséré dans la

cassette. Dans la puce de microfluidique, la solution bactérienne et la molécule antibiotique diffusent

B E. coli, Klebsiella spp., P. aeruginosa, A. baumannii, E. cloacae, S. marcescens, K. pneumoniae, K. oxytoca, K. aerogenes, K. variicola,
P. mirabilis, P. vulgaris, C. koseri et C. freundii.

24 Amikacine, céfépime, ciprofloxacine, colistine, céfotaxime, ceftazidime-avibactam, ceftazidime, gentamicine, méropénéme,
pipéracilline-tazobactam, tigécycline, tobramycine.
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dans la zone de lecture, créant un gradient de concentration en antibiotique. (@ La cartouche est enfin

insérée dans I’instrument QuickMIC pour incubation et analyse (Figure 32).

Les cartouches sont incubées jusqu’a 4 heures, avec un suivi de la croissance bactérienne toutes les
10 minutes par vidéomicroscopie. L’interprétation repose sur une analyse algorithmique de I’évolution
des microcolonies sur un principe similaire a I’ AcceleratePheno™ : celles qui n’augmentent pas de taille
sont considérées inhibées par I’antibiotique, tandis que celles en expansion sont considérées résistantes.
Les CMI correspondent a la concentration de I’antibiotique au niveau de la jonction entre colonie en
expansion et colonie inhibée (Figure 33). Elles sont recalculées a chaque mesure et reportées lorsqu’il
n’y a pas eu de variation de plus de 5 % pendant 30 minutes. Les valeurs de CMI sont fournies de
manicre brute, sans interprétation spécifique (pas d’interprétation des résultats selon le référentiel

européen de ’EUCAST ou selon le référentiel francais CA-SFM).
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Figure 33 | Principe de la détermination d’une CMI par QuickMIC® (Réalisée avec Biorender). Exemple
d’une souche d’E. coli cultivée dans un gradient d’amikacine et de sa transposition en CMI.

8.4.2. Performances

Une seule étude a évalué cette méthode (299), testant 151 hémocultures inoculées par des souches de
BGN et 41 hémocultures issues de patients. Concernant les souches, les résultats globaux sont décevants
(EA = 83,4%, CA = 87,4%, VME = 3,4%), avec de multiples VME portant sur la tigécycline,
I’ampicilline, la ceftazidime-avibactam, la tobramycine, la gentamicine et le céfotaxime. Pour
I’application a partir d’hémoculture de patients, les résultats sont obtenus dans de trés courts délais, avec

un gain estimé a 22 heures par rapport a la méthode de référence en France (diffusion en milieu gélosé
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directe a partir d’hémoculture). Cependant, méme si les résultats obtenus semblent meilleurs pour les
isolats cliniques (EA = 91 %, CA = 96,7 %), les faibles effectifs et taux de résistances des souches

concernées doivent inciter a la prudence dans 1’interprétation de ces résultats de performance.

Avantages :

Le systéme QuickMIC® se distingue par sa rapidité : les CMI obtenues en environ 3 heures font
actuellement de ce systeme la méthode phénotypique rendant des CMI la plus rapide disponible sur le
marché (les autres systémes proposant des rendus de résultats en 4 heures minimum). L’automate offre
un résultat brut, indépendamment de la connaissance de I’identification. De plus, la miniaturisation et la
simplicité d’utilisation de 1’automate pourraient avoir un intérét pour des pays a revenu faible ou

intermédiaire ou comme automate de biologie délocalisée.

Limites :

Le systéme est encore en développement et il est actuellement difficile de déterminer précisément ses
performances. Toutefois, les quelques données disponibles pointent le risque de discordances par rapport
aux méthodes de références. De plus, I’étroitesse des plages de concentrations couvertes par 1’automate
peut conduire a des résultats « hors échelle » pour des souches trés sensibles ou tres résistantes, et la
cassette pour les CGP n’est pas disponible pour ’instant. Enfin, 1’automate produit des résultats sans
interprétation ni expertise, ¢’est donc au microbiologiste de mettre en rapport la CMI, I’identification et

la catégorisation clinique correspondante selon le CA-SFM.
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9. Méthode basée sur la volatolomique : REVEAL®

Le systtme VITEK® REVEAL™ (bioMérieux) est une technique automatisée innovante
d’antibiogramme phénotypique, dédiée a I’utilisation directe sur flacons d’hémoculture positifs, certifiée
CE-IVD en 2020. Cette méthode repose sur une approche appelée « volatolomique », basée sur la
détection des composés organiques volatils produits par les bactéries. Il n’existe pour 1’instant qu’un

unique panel destiné a I’analyse de BGN?’ pour un total de 23 molécules par test®°.

9.1. Préparation de I’inoculum, principe, incubation et lecture

L’automate REVEAL se compose d’un module scelleur de plaque, d’un module de lecture avec deux
emplacements et d’un écran tactile de contrdle. Le processus commence par la dilution au 1/1000¢ de
I’hémoculture, qui est ensuite distribuée dans une plaque de 96 puits contenant des dilutions
d’antibiotiques. La plaque est scellée par un couvercle composé d’un réseau hexagonal de biomarqueurs
colorimétriques situés au-dessus de chaque micropuits. Une fois scellée, la plaque est incubée sous

agitation et analysée toutes les 10 minutes (Figure 34).
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Figure 34 | Etapes de réalisation d’un antibiogramme sur I'automate REVEAL® (Réalisée avec Biorender).

Si une croissance bactérienne intervient dans un puits, des acides organiques volatiles sont alors libérés
par les bactéries, induisant un changement de couleur des biocapteurs. L’efficacité antimicrobienne est
¢valuée dans chaque puits et pour chaque dilution par un suivi cinétique des biocapteurs. Les CMI
correspondent a la premicére dilution de 1’antibiotique inhibant la croissance et donc sans activation du
capteur (Figure 35 et Figure 36). Ces derniéres sont ensuite interprétées selon le référentiel CA-
SFM/EUCAST, mais il est nécessaire pour cela de renseigner 1’identification de la bactérie testée (devant

étre obtenue parallélement par une autre technique).

5y baumannii, C. freundii, C. koseri, E. cloacae, E. coli, K. aerogenes, K. oxytoca, K. pneumoniae, P. mirabilis, et P. aeruginosa

26 Amikacine, amoxicilline-acide clavulanique, ampicilline, aztréonam, céfépime, céfotaxime, céfoxitine, ceftazidime, ceftazidime-avibactam, ceftazidime-
acide clavulanique, ceftolozane-tazobactam, ciprofloxacine, ertapénéme, gentamicine, imipenéme, lévofloxacine, méropénéme, méropénéme-vaborbactam,
pipéracilline, pipéracilline-tazobactam, tigécycline, tobramycine, triméthoprime-sulfaméthoxazole.
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Figure 35 | Principe de la volatolomique utilisée par 'automate REVEAL® (Réalisée avec Biorender).
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Figure 36 | Détermination d’une CMI par 'automate REVEAL® (Réalisée avec Biorender). AOV : acide

organique volatile.

100



9.2. Performances

La technique étant trés récente, il n’existe que quelques évaluations indépendantes de ses performances

(Tableau 15).

Tableau 15 | Résumé des études évaluant les performances de I'automate VITEK REVEAL®.

. Performances
Etude
Comparateur Germes saorisati Délai de ; Ref
P Performances de catégorisation (%) rendu Commentaire
Méropéneme : Souches avec
EA=953CA=909ME=68VME=15 carbapénémases génotypées
Rajeev et al., 2021 317 BGN Ertapénéme : ) DF
PCR Carbapénémase EA=954CA=945ME=0VME =1,6 Détection résistances :
Imipénéme : 98,4 % REVEAL
EA=93,7 CA=91,5ME =52 VME = 1,1 62,8 % PCR
(1) EA=97 CA=96,2
ME =0,3VME = 1,3
Tibbetts et al., 2022
(1) VITEK (2) EA=98 CA=96,3 _ 33 souches génotypées
(2) Sensititre 137 BGN ME = 0,3 VME = 1,3 ~46h Détection 100 % BLSE (33)
(8) souches
(8) EA=97,7 CA=95,3
ME = 0 VME = 1
Rottman et al. 2022 CA=96,7 _ CNR antibiorésistance (FR)
DMG ou Phoenix 692 BGN ME = 0,8 VME = 0,8 ~56h 200 souches de P. aeruginosa (300)
Girlich et al., 2024 CA =941 )
DMG 197 EB VME = 3.8 ME = 3,7 177 EPC de phénotype connu (801)

BGN : bacille a Gram négatif; DF : données fournisseur; DMG : diffusion en milieu gélosé, EB : entérobactéries.

Les résultats obtenus sont globalement homogeénes et conformes aux critéres de la FDA?7, bien que des
discordances aient €té observées avec les associations pipéracilline-tazobactam et ampicilline-sulbactam
(principalement mE, et quelques VME).

Le systéme permet une excellente détection des BLSE grace a la comparaison des puits de ceftazidime
et de I’association ceftazidime-acide clavulanique?®, comme recommandé par le CA-SFM (33). Pour la
résistance aux carbapénemes, les bons résultats observés dans une premiere étude avec un CA > 95 %
(Rajeev et al., 2021) n’ont pas été retrouvés dans une étude indépendante plus récente dans laquelle les
CA de ’imipéneme et du méropénéme étaient < 90 % (301). Toutefois, le peu d’études disponibles sur
le sujet limite pour I’instant la possibilité de conclure sur les performances de la méthode. Les résultats
pour P. aeruginosa et A. baumannii sont encourageants, mais trop peu de souches ont été étudiées pour
A. baumannii. De plus, la technique semble en difficulté avec la détection des entérobactéries

productrices de CHN.

27 Critéres FDA : EA et CA>90 % ; ME <3 % ; VME < 1,5% ; mE <10 % échec de pousse < 10 % par genre ou espéces
testées.

28 Identification d’une BLSE selon les critéres du CA-SFM : diminution d’au moins 3 dilutions d’antibiotique entre C3G et
C3G + acide clavulanique.
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9.3. Impact clinique

Une étude prospective actuellement en cours au CHU de Nimes, portant sur une cohorte de patients de
réanimation bactériémiques & BGN, vise a évaluer I’'impact clinique de D’association du panel
d’identification BCID2 BioFire® et d’un antibiogramme par REVEAL®. La capacité de ces deux
techniques combinées a optimiser le traitement antibiotique sera comparée a un standard reposant sur
I’identification par MALDI-TOF couplée a un antibiogramme par diffusion en milieu gélosé réalisé

directement sur flacon d’hémoculture®.

Avantages :

Approche innovante de détection de la croissance bactérienne par volatolomique, marquant une véritable
rupture méthodologique avec les autres techniques de réalisation d’antibiogrammes. Grace a la
modularité de 1’automate, cette méthode peut étre adaptée aux besoins et au volume de travail des
laboratoires. De plus, a I’instar de I’automate QMAC-dRAST™, les résultats obtenus semblent peu

sensibles aux variations d’inocula (33).

Limites :

Le test REVEAL doit tre couplé a une méthode d’identification directe et ne propose actuellement pas
de panel dédi¢ aux CGP. De plus, le panel actuel des BGN n’est pas validé pour certaines entérobactéries
(M. morganii, P. mirabilis, S. marcescens et H. alvei), alors que ces espéces peuvent représenter jusqu’a
10 % des bactériémies a entérobactéries, ce qui en fait un panel moyennement adapté (301). En outre,
I’absence de validation de la technique pour le couple céfépime — K. aerogenes pose €galement un
probléme. Enfin, les coflits de la technique sont assez élevés, de I’ordre de 60 000 € pour un module et

de 60 a 70 € par test, voire jusqu’a 150 € par test en cas de mise a disposition de I’automate.

2 ClinicalTrials.gov ID : NCT05741424
https://clinicaltrials.gov/study/NCT05741424?cond=Bacteremia&viewType=Table&page=2 &rank=12
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10. Méthode basée sur la cytométrie en flux : FASTinov®

La société FASTinov® (Porto, Portugal) a développé des kits d’antibiogrammes phénotypiques basés
sur la cytométrie en flux, disposant du marquage CE-IVD. Ils permettent d’obtenir un résultat en
2 heures a partir d’'une hémoculture positive. Actuellement, trois kits sont disponibles : un kit CGP
(staphylocoques et entérocoques) contenant sept molécules®®, un kit BGN (entérobactéries,

P. aeruginosa et A. baumannii) contenant 12 molécules®!, ainsi qu’un kit pour la résistance a la colistine.

10.1. Préparation de I’inoculum, principe, incubation et lecture

La préparation de I’inoculum n’est pas automatisée, elle implique 1’obtention d’un culot d’hémoculture
par un kit de type Sepsityper®, resuspendu et ajusté a 0,5 McF. Les panels FASTinov®, sous forme de
plaques 96 puits contenant des antibiotiques et une sonde fluorescente, sont ensuite inoculés avec cette
suspension et incubés pendant 1 heure a 37 °C sous agitation. En présence d’un antibiotique, les
bactéries sensibles subissent des dommages immédiats, ce qui active un fluorochrome se liant aux
bactéries lésées. Cette technique se distingue par son indépendance vis-a-vis de la croissance
bactérienne’?. Aprés incubation, la plaque peut étre lue sur un cytométre commercial préalablement réglé

(Figure 37).

i BSeiin & F1°T,

ki ot T

Figure 37 | Etapes de réalisation d’un antibiogramme avec un kit FASTInov® (Adapté de Marutescu,
2023 (303) avec Biorender). HC+ = Hémoculture positive.

30 Pénicilline, ampicilline, céfoxitine, oxacilline, vancomycine, linézolide, gentamicine.

31 Ampicilline, amoxicilline-acide clavulanique, céfotaxime, ceftazidime, céfépime, pipéracilline-tazobactam, ceftolozane-
tazobactam, ceftazidime-avibactam, méropénéme, ciprofloxacine, gentamicine, amikacine.

32 Une méthode similaire, décrite par Faria-Ramos et al. (302), utilise le fluorochrome DiBAC4(3), qui se lie aux membranes
endommagées lorsque leurs potentiels membranaires diminuent.
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Le cytométre permet de lire la fluorescence et de déterminer un certain nombre de parametres
morphologiques, puis les données sont analysées par le logiciel « bioFAST » dédi¢ (Figure 38). Le
logiciel «valide» la viabilité¢ bactérienne, la concentration de I’inoculum et le fonctionnement des
fluorophores. Si ces critéres ne sont pas remplis, le test est invalidé. Les résultats peuvent étre fournis
sans identification pour les souches trés sensibles ou résistantes, mais une identification est nécessaire
pour obtenir une catégorisation compléte et une interprétation des phénotypes®3. Selon le fabricant, le
logiciel permet également d’alerter sur la présence de BLSE, d’AmpC et de carbapénémases. Le temps
d’analyse total, incluant la préparation et 1’incubation, est de moins de deux heures, avec un temps de

lecture de 9 a 39 minutes selon le nombre de molécules du panel et donc de puits.

L Bacteria viability control 2. Collstin 1 mg/L 3. Collstin 2 mg/L 4. Colistin 32 mg/L
A :. 1 I k - iR = | s
: ' 1] ' 14 | ] I
| ¥ ¥ i
Profil d'une souche résistante d' £ colli
B. -

Profil d'une souche sensible d'E. coli

Figure 38 | Profils d’analyse cytométrique de souche sensible et résistante.

A. Souche résistante : pas de variation de I'intensité de fluorescence selon la concentration. B. Souche
sensible : une augmentation de I'intensité de la fluorescence (décalage de la population en bleu vers la
droite) témoigne d’une augmentation de la perméabilité membranaire et de la toxicité de I’antibiotique sur
la bactérie. D’apres Fonseca E Silva et al., 2019 (304).

33 Les kits FASTinov fournissent des CMI uniquement pour la vancomycine et la colistine.
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10.2. Performances

L’analyse des performances du kit FASTgramneg montre des résultats globalement excellents, avec des
CA supérieurs a 96 %, conformes aux normes de la FDA (CA > 90 %) (Tableau 16). Bien que peu
d’études aient évalué ce kit, les discordances semblent rares et réparties de manicre égale entre les
molécules du panel, avec quelques VME observées, mais en faible proportion. Une étude indique une
détection efficace des phénotypes de résistance (BLSE, CHN, carbapénémases), avec un CA supérieur
a 96 % (31). Concernant les BGN non-fermentaires, les études n’ont pas objectivé de VME
pour P. aeruginosa ni pour A. baumannii. Enfin, le kit de CMI pour la colistine semble disposer

d’excellentes performances (304,305), et pourrait constituer une réelle alternative rapide aux standards

actuels.
Tableau 16 | Résumé des études évaluant les performances des kits FASTinov®.
, Performances
Etude Germes Réf
Comparateur Performance de Délai de .
PO Commentaire
catégorisation % rendu
o Détection 100 % BLSE
Costa de Oliveira et al., 2017 CA =98 _
MML 102 BGN VME = 1,06 ME = 1,50 ~2h VME sur AMC, GN MEM (306)
faible taux de résistance
Souches résistantes
Siva-Dias et al., 2021 256 BGN CA=968 oy e 22:22222:§2 555, O -
MML 189 CGP VME=0,6 ME=1,3 VME sur AMC CAZ CTX GN

100 % concordance FOX (CGP)

. 253 EB _ VME pour C-T, PTZ, CAZ
P'”a,\'/l\,/vlaf :tt g'h'/'léoz“ 115 BGN-NF VME% ‘29N?'E9_ o8 <2h Détection 100 % BLSE et CHN  (307)
303 CGP - o 97 % carbapénémases
' 137 EB Colistine : )
Fonseca E ?/Illl\\//lal_ etal., 2019 35 P. aeruginosa CA =99 <oh Perfo;r;sgﬁzseog&rlnales (304)
32 A. baumannii VME=0ME=0
. 78 EB . .
Silva et al., 2020 28 P. aerugin Colistine : ~15h Performances optimales (305)
MML - aeruginosa CA =100 EA = 95,7 =0 Rendu de CMI

10 A. baumannii

AMC : amoxicilline-acide clavulanique; CAZ : ceftazidime; C-T : ceftolozane-tazobactam; DMG : diffusion en milieu gélosé; EB : entérobactéries; FOX :
céfoxitine; GN : gentamicine; MEM : méropéneme; MML : microdilution en milieu liquide; PTZ : pipéracilline-tazobactam.

Pour le kit FASTgrampos, les performances retrouvées sont également excellentes, avec des CA
supérieurs a 94 % pour toutes les molécules, sans VME décrite. Par ailleurs, ’EA pour la CMI de la
vancomycine atteint 100 % dans une étude, sur un ensemble de 303 souches de CGP (307). Enfin,
concernant le dépistage des SARM avec la céfoxitine, les CA sont de 96 % et 100 % dans les études de
Pina-Vaz (2024) et Silva-Dias (2021), respectivement (31,307).

Concernant I’impact potentiel de la technique, il n’existe a ce jour aucune étude I’ayant évalué dans un

contexte clinique prospectif en tant que méthode rapide d’antibiogramme.
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Avantages :

Le kit FASTinov® est une méthode phénotypique trés rapide, avec un délai de rendu inférieur a 2 heures
pour un panel de BGN et de CGP. Son panel est adapté aux bactériémies, avec de bonnes performances,
y compris pour les BGN non fermentaires. Le logiciel BioFAST lui permet de rendre des résultats bruts

et d’interpréter les phénotypes si I’identification est fournie pour un cotit qui semble modéré.

Limites :

La préparation des échantillons n'est pas automatisée, ce qui représente un défi en termes de gestion du
temps et des ressources. De plus, un cytometre en flux « ouvert » est requis, un équipement que tous les
laboratoires de microbiologie ne possédent pas nécessairement.

Bien que phénotypique, cette méthode repose sur le principe de « breakpoint », c'est-a-dire qu'elle
n'utilise qu'un nombre limit¢ de dilutions d'antibiotiques autour des valeurs critiques de CMI («
breakpoints »), ce qui permet uniquement de fournir une catégorisation clinique (S, SFP ou R). Seules
la vancomycine, pour le kit CGP, et la colistine, dans un kit distinct, bénéficient d'un nombre suffisant
de dilutions pour permettre la détermination précise d’une CMI. Enfin, la méthode étant assez récente,
on ne dispose que d’un nombre trés limité d’études sur ses performances, limitant pour le moment la

généralisation de celles-ci.
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II1. SYNTHESE DES ETUDES SUR L’ IMPACT CLINIQUE DES METHODES
RAPIDES CHEZ DES PATIENTS BACTERIEMIQUES

1. Revue des études cliniques randomisées

Pour la plupart des techniques/méthodes présentées dans ce manuscrit, on dispose d’études portant sur
I’impact clinique de leur implantation en routine. Bien que certaines montrent un potentiel impact sur la
mortalité, les durées d’hospitalisation, les délais pour obtenir une antibiothérapie optimale, voir sur les
colts, les résultats sont hétérogenes. On peut attribuer cette hétérogénéité a la qualité variable des études
considérées, a leur nature rétrospective et observationnelle, ainsi qu’a la petite taille des cohortes qui y
sont analysées. Seules de rares études cliniques randomisées (ECR), plus robustes, sont disponibles a ce
jour. Contrairement aux essais cliniques thérapeutiques/médicamenteux, ces derniéres restent rares dans
ce domaine et ne permettent pas toujours de tirer des conclusions fiables. Ces études sont résumées dans

le Tableau 17.

Les ECR (basées sur une diversité¢ de méthodes génotypiques et phénotypiques « rapides ») montrent
toutes une réduction significative du délai pour adapter et obtenir une antibiothérapie optimale.
Cependant, la quasi-totalit¢ de ces études ayant comme méthode contrdle/standard, une méthode
d’antibiogramme réalisé a partir d’une subculture, les résultats sont peu adaptés a une interprétation dans
le contexte actuel. En effet, on peut considérer que les antibiogrammes réalisés pour les hémocultures
(méme s’ils ne sont lus qu’aprés 16 a 24 h d’incubation) sont actuellement déja réalisés en routine
directement a partir des flacons positifs**. Pour pouvoir apprécier de maniére pertinente les gains de
temps apportés par les nouvelles méthodes, les études cliniques randomisées futures devraient effectuer
la comparaison avec des méthodes de routine aussi réalisées a partir de flacons d’hémoculture positifs.
Par ailleurs, les gains observés dans les délais d’adaptation ne sont significatifs dans les études déja

publiées sur le sujet que dans les établissements correspondants dotés d’une EMA.

Il faut noter qu’une seule étude a mis en évidence une diminution significative de la durée
d’hospitalisation, probablement attribuable au soin apporté dans celle-ci au relais des traitements

antibiotiques vers la voie orale (253).

Il est également intéressant d’observer dans plusieurs ECR que 1’adoption d’une méthode rapide permet
¢galement de diminuer les durées d’utilisation d’antibiotiques a large spectre. On peut espérer un

impact important avec une réduction de I’émergence des résistances — enjeu majeur de santé publique.

3% pour rappel, recommandation dans le CA-SFM depuis 1’édition 2018 (150)
107



Tableau 17 | Résumé des études cliniques randomisées ayant évalué I'impact clinique de I'utilisation d’une méthode rapide d’antibiogramme chez des
patients bactériémiques.

Etl‘!d,e Design de I’étude Méthode rapide Méthode Performance méthode rapide Resultats du’test rapide par rapport aux EMA Commentaires
Pays / référence standard méthodes standard
ECR mortalité, | examens complémentaires, | codts
Doern et al., 1994 monocentrique MicroScan MicroScan Reésultats obtenus 16 h plus ot ! délais adyal tation antibioth%ra ie (gain dé 15h) Non Randomisation basée sur la premiére
USA (14) 2 bras (N = 573) via culot HC+ sur colonie P l P — DH pie g lettre du nom du patient
BGN et CGP B
ECR BD
Beuving et al., 2015 monocentrique PCR ARNr 16S PHOENIX 94 % d’accord avec standard 1 TAO Non Resultats peu utilisés par cliniciens
Pays-Bas (225) 2 bras (N = 250) sur HC+ ! Résultats obtenus 15 h plus tot = mortalité et DH P P
sur colonie
BGN et CGP
ECR MALDI-TOF 97 % d’accord pour bactéries du | TAO, | délais d’escalade et désescalade oui Impact chez les infections a GP > GN.
Banerjee et al., 2015 monocentrique BioFire® BCID et DMG panel traitement des contaminants, | antibiotiques a 24 /24 6t Faibles taux de résistance
USA (308) 3 bras (N=617) avec EMA sur colonie 19 % de bactéries hors panel large spectre 77 e Biais : EMA que dans le groupe méthode
BGN et CGP sans EMA Résultats 49 h plus tot = mortalité, DH, événements indésirables, colits J rapide
Emonet et al., 2016 monoiirljtri ue PCR triplex maison (SA,  MALDI-TOF | TAO dans sous-groupe S. aureus
: e X SCN et mecA) et DMG 97 % d’accord avec standard ) groupe . aur Non Faible taux de résistance (13 % SARM)
Suisse (222) 2 bras (N = 100) . = mortalité, DH, TAO, complications
sur HC+ sur colonie
staphylocoques
ECR MicroScan | TAO |d'utilisation d’ATB large spectre
Kim et, al., 20.20 monocentrique QMAC-dRAST VITEK 2 Résultats obtenus 35 h plus t6t = mortalité, infections a C. difficile, infections Oui EMA pour les deux groupes
Corée (294) 2 bras (N=89) sur HC+ sur colonie multirésistantes
BGN et CGP
. ) Oui . -
Banerjee et al., 2021 ECR multicentrique Accelerate Pheno MALDI-TOF, , i | TAO undi au Impa;t > pour |solat,s lremstants
2 bras (N = 448) System MML, DMG Résultats obtenus 36 h plus tét » s o N . Faibles taux de résistance
USA (276) ) = mortalité, DH, événements indésirables, colits vendredi
BGN sur HC+ sur colonie ) . EMA pour les deux groupes
en journée
1 du TAO sur les horaires de travail de I'EMA, ) Exclusion bactériémie sans contrble
ECR DH, | délai pour voie orale oui source infection (30 patients)
Christensen etal., 2022 monocentrique VITEK 2 VITEK 2 , ) 3 Or, | delai pe ae lundi au , 0P
- . . Résultats obtenus 23 h plus tot = mortalité, récidive, séjour en réa a 30 jours ’ Faible taux de résistance
USA (253) 2 bras (N=274) via culot HC+ sur colonie i BN . L . vendredi . o
réadmission a 30 jours, antibiotique et durée ) ) | DH a permis | 1,2 million de dollars
BGN ) en journée
traitement EMA pour les deux groupes
ECR o L Faible taux de résistance
Caspar et al., 2024 monocentrique ePlex en plus MALDI-TOF, 98 % d'accord pour bactéries du o N ! TAQ. . . 100 % détection prélévements
DMG panel = mortalité, DH, co(ts, antibiotiques large spectre Oui ) )
France (309) 2 bras (N=309) sur HC+ o » polymicrobiens
BGN et CGP sur HC+ 6 % de bactéries hors panel (tendances cependant)

EMA pour les deux groupes

ATB : antibiothérapie; | : diminution; = : différence; DMG : diffusion milieu gélosé; DH : durée d’hospitalisation; ECR : étude clinique randomisée; HC+ : hémoculture positive; 1 : augmentation; MML : microdilution en milieu liquide; = : pas de
différence significative; SA : S. aureus; SCN : staphylocoque a coagulase négative; TAO : temps pour obtenir une antibiothérapie optimale.
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A I’exception d’une seule étude (14), aucune des ECR analysées, y compris les ECR les plus récents
(253,309) n’a pu mettre en évidence une diminution significative de la mortalité en utilisant une
méthode rapide d’antibiogramme. Un biais de randomisation nécessite cependant de s’interroger sur
I’étude qui se distingue des autres (Tableau 17) : 1’étude a d’ailleurs été exclue pour cette raison de la
méta-analyse de Anton-Vazquez et al. publiée en 2021 (310). Cette derniére reprend les ECR disponibles
avant 2021 et conclut a la non-supériorité des méthodes rapides en termes de mortalité, durée de séjour,
complications et rechute. Il semble cependant 1égitime de penser que les techniques d’antibiogramme
rapide pourraient avoir malgré tout un réel impact bénéfique sur la mortalité des patients : des effectifs
plus larges, mais aussi et surtout 1’application de ces méthodes a des contextes cliniques avec des taux
de résistance aux antibiotiques plus ¢€levés permettrait peut-étre de démontrer cette hypothése. Par
ailleurs, la méta-analyse publiée par Timbooks et al. en 2017 (basée sur 29 études), concernant
exclusivement les méthodes génotypiques rapides, indique de maniere encourageante un impact
significatif sur la mortalité (15).

Enfin, plusieurs études soulignent I’importance de disposer d’'une EMA au sein de 1’établissement, afin

de maximiser les bénéfices des techniques d’antibiogrammes rapides (15,253,311,312).
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2. Etudes futures

D’autres études cliniques randomisées sont en cours ou en attente de publication des résultats et pourront

venir compléter les connaissances disponibles sur le sujet (clinicaltrials.gov) :

NCT03744728 : Etats-Unis (statut : inclusion de 2019-2023, statut actuel inconnu) : ECR évaluant
I’impact clinique de I’identification et de 1’antibiogramme phénotypique rapide avec 1’automate
AcceleratePheno™, comparativement a une identification et un antibiogramme « standard » (sans

précision sur le principe de I’inoculum) associé au panel multiplexe de Verigene®.

NCT03147807 : AP-HP, Paris (statut : fini) : ECR de non-infériorité¢ d’une désescalade basée sur le
test betaLACTA® comparé a une désescalade selon la méthode d’antibiogramme standard a partir

d’une subculture.

NCT06425367 Hopital St-Joseph, Paris (statut: en inclusion) : ECR multicentrique évaluant
I’impact clinique d’un antibiogramme réalisé sur gé¢lose MH-SIR directement sur hémoculture
positive, comparé a la méthode « standard » réalisée elle aussi sur hémoculture positive, mais avec
des géloses MH «classiques» lues aprées 16 a 24 h d’incubation. L’effectif prévu est de
960 inclusions dans 20 centres répartis en France, ce qui en ferait la plus grande ECR évaluant
I’impact d’une méthode rapide d’antibiogramme a ce jour. Le CHU de Strasbourg est 1’un des centres

de cette étude, sa participation ayant motivé ce travail de revue.
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IV. EVALUATION DE LA GELOSE MH-SIR AU CHU DE STRASBOURG

La participation du CHU de Strasbourg a 1’étude MHR-Blood a été 1'un des moteurs de cette revue de la

littérature, ainsi que de 1’évaluation indépendante des performances de la gélose MH-SIR au laboratoire.

Les objectifs de I’évaluation sont les suivants :

1. Prise en main et organisation préalable : Avant de débuter les inclusions dans I’étude MHR-
Blood, nous avons paramétré 1’automate SIRscan® pour la lecture des géloses MH-SIR et pris le
temps de tester I’organisation spécifique que nécessite la lecture des géloses en fin de journée.

2. Evaluation de la performance de la gélose MH-SIR sur flacon d’hémoculture positif: le but
principal sera de comparer cette nouvelle méthode avec notre technique de routine. Cette évaluation
comporte ainsi deux volets :

o Comparaison des résultats apres 6 a 8 heures d’incubation de la gélose MH-SIR par rapport
a la gélose MH, afin de valider la lecture précoce.

o Comparaison aprés 16 a 24 heures d’incubation de la gélose MH-SIR avec la gélose MH,
pour valider son utilisation en cas de prolongation d’incubation (notamment pour les
molécules qui pourraient étre « laissées en cours » en cas de résultat initialement douteux).

3. Réception clinique des résultats rapides : la prise en compte des résultats « rapides » par les
services cliniques sera également évaluée.

4. Intégration potentielle dans la routine du laboratoire : en fonction des résultats obtenus, il
pourrait étre envisagé d’intégrer cette méthode en routine pour les hémocultures du laboratoire

positives a BGN.

A ce jour, 106 hémocultures ont été incluses, principalement des souches d’entérobactéries et
quelques souches de P. aeruginosa. Une premicre analyse des résultats met en évidence des
discordances possibles entre les résultats obtenus avec la méthode de routine et la méthode « MH-SIR »,
notamment avec les fluoroquinolones (les quelques données disponibles dans la littérature allant
¢galement dans ce sens). La lecture des diametres sur gélose MH-SIR peut également poser quelques
problémes. En effet, les diamétres obtenus semblent souvent un peu plus « resserrés » que sur gélose
MH, avec en conséquence un plus grand nombre de souches « sensibles » pour lesquelles les diametres
se rapprochent des diamétres critiques. Enfin, les quelques souches de P. aeruginosa testées présentaient
une croissance insuffisante pour les lectures effectuées a 8 heures d’incubation, nécessitant de prolonger
I’incubation pour une lecture « standard » a 16 a 24 heures. Leur adaptation a la gélose MH-SIR ne serait

donc pas envisageable en routine.
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CONCLUSION

Avec pour objectif majeur la réduction des délais de rendu des résultats de sensibilité/résistance aux
antibiotiques pour la prise en charge des bactériémies, la place et I'intérét des nouvelles techniques
innovantes restent a définir avec précision. Ces méthodes semblent prometteuses, mais leur efficacité

réelle et leur impact clinique doivent encore étre pleinement établis.

Avant d’intégrer ces nouvelles technologies, il est trés important de revoir et de consolider I’ensemble
du processus de diagnostic. Un prélévement de mauvaise qualité compromet 1’efficacité de tout test,
rendant ainsi les innovations inutiles si elles ne sont pas accompagnées de bonnes pratiques. La qualité
des résultats ne doit pas patir des efforts consacrés a en rendre leur libération plus rapide. En ce sens,
plusieurs actions sont primordiales pour optimiser le diagnostic des hémocultures : garantir des pratiques
de prélévement rigoureuses (désinfection adéquate, volume suffisant, prélévement unique), assurer un
acheminement rapide des échantillons, mise en incubation continue 24 h/24 et 7j/7 des flacons, procéder

a une identification rapide des bactéries, et établir une communication efficace des résultats.

L’antibiogramme reste toutefois un élément central du diagnostic microbiologique, et la rapidité avec
laquelle les résultats sont mis a disposition peut avoir un impact sur la prise en charge des patients
bactériémiques. Le choix de la technique a adopter dans un laboratoire dépend de plusieurs facteurs, tels
que les performances intrinséques des automates, 1’écologie microbienne locale, 1’organisation du
laboratoire (horaires de travail + permanence des soins (24 h/24), présence d’un microbiologiste pour
valider les résultats, etc.), et I’adaptabilité au flux de travail de la « filiere » des hémocultures (voir
tableau résumé des techniques annexes 2 et 3). Il est ¢également important d’évaluer I’intérét et la
faisabilit¢é médico-économique de I’acquisition de nouvelles méthodes, ainsi que de considérer les
besoins spécifiques des services cliniques. Certaines techniques rapides (ICT, PCR syndromiques) sont
d’ailleurs déja devenues quasiment indispensables et font désormais partie de la «routine» des

laboratoires de microbiologie (annexe 1).

Pour établir un nouveau standard, il est impératif de démontrer I’impact clinique réel des nouvelles
approches. Cependant, les résultats des études actuelles restent souvent ambigus. On peut toutefois
insister sur la valeur ajoutée pour un établissement de pouvoir disposer d’'une EMA ou d’une
organisation ¢équivalente, permettant d’optimiser au maximum [’utilisation et [I’interprétation
appropriées des résultats (qu’ils soient obtenus de maniere « rapides » ou non), accompagnées de
recommandations thérapeutiques adaptées (15,253,311,312). Cependant, que 1’établissement dispose ou
non de telles équipes, la mise en place de nouvelles techniques d’antibiogramme rapide pour les

hémocultures devrait préalablement faire 1’objet de discussions avancées avec les cliniciens en charge
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des traitements anti-infectieux afin de définir avec eux le circuit optimal permettant d’exploiter au mieux
les résultats fournis. Des études supplémentaires de grande envergure sont nécessaires pour mieux
comprendre I’impact des nouvelles méthodes (phénotypiques ou génotypiques) et en définir le

positionnement.

Ainsi, bien que les méthodes rapides d’antibiogramme soient prometteuses, leur succes repose sur une
mise en ceuvre réfléchie et une coordination efficace clinico-biologique. Il est essentiel que les gains en
rapidité se traduisent in fine par une amélioration tangible de la prise en charge des patients, sans

compromettre la qualité des résultats.
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ANNEXES

Annexe 1 | Résumé des différentes stratégies d’identification et d’antibiogramme en fonction de la période.
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Annexe 2 | Résumé général des méthodes présentées dans cette revue.

Méthode

Temps de

Performance de catégorisation

Avantages (+)

Systeme Détection rendu Germes (CA) Limites (-)
Vitek 2 Microdilution 8-10h
Biomérieux Néphélémétrie
3 ) Plusieurs 92 299 % (CGP) + : Bonnes performances générales sur culot d’HC+, implantation large de
3  MicroScan WalkAway 10-15 h BGN CGN 934100 % (EB) ces automates en routine dans les laboratoires de microbiologie clinique
2 Beckman-Coulter e 92 497 % (BGN-NF) - : Temps de rendu moyennement adaptée a un rendu rapide dans la plupart
3] Microdilution CGP et BGP
< Turbidimétrie ME et VME ok FDA des cas
Phoenix 10-12 h
Becton-Dickinson
e T s
Accelerate Diagnostic Vidéomicroscopie accélérée Plusieurs CGP ME et VME ok FDA ’ e pour certa
et pour P. aerguinosa, manque de fiabilité
Alfred 60/AST Diftusion de la lumibre oh Plusicurs BGN 88 493 % (CGP) + : panel de molécule adap;aul::gerh;]:rgoelnzz?;nctont|nu, méthode innovante,
AlIFAX Plusieurs CGP 90 a 95 % (BGN) . polyva o
- : Trop de discordances, réactif instable et co(t élevé
ASTar Microdilution BGN Enteropactera/es 88 493 % (CGP) . R chargement continu, rendu de CMI 5 R
. T ) - 6h P. aeruginosa N o - : pas de disque pour CGP, encore peu de données publiées, colt
Q-linea vidéomicrscopie accelérée - 90 &4 95 % (BGN) .
A. baumannii important
> 96 + : AB phénotypique le plus rapide, regles d’expertise (logiciel BioFast)
FAST inov Cytomeétrie en flux 2h BGN et CGP - : Peu de données, temps technique (culot, extraction), manipulation ++,
3 VME et ME ok FDA L K
] pas de CMI (hors colistine et vancomycine)
T
E QMAC-dRAST Vidéomicrosconie accélérée 4-6h Plusieurs BGN 912495 % + : Tout automatisée, « random-access », grande capacité
:&’3 Quantamatrix P Plusieurs CGP VME et ME non ok FDA - : Taux de ME et VME souvent non conformes
(%]
o
E QuickMIC Microdilution BON Enteropactera/es . + : CMI la plus rapide, miniaturisation
3 Gradi h Vidéomi ) loré 2-4 h P. aeruginosa 1 étude, performances moyennes . de d . q rte CGP actuell t de loaiciel t
3 radientec idéomicroscopie accelerée Ab N : peu de données, pas de carte actuellement, pas de logiciel expert.
2 . baumannii
REVEAL Microdilution BGN Enterobacterales + : technique innovante, capacité modulable
o Volatolomique 55h P. aeruginosa >94 % - : peu de données sur les BGN-NF, panel non adaptable, colt important,
Biomérieux s -
Colorimétrique A. baumannii pas de panel de CGP
+ : économique, lecture automatisée (SIRscan®), valeurs critiques standard
MH-SIR Composé contrastant la 6-8 h Enterobacterales CA> 97 % du CASFM
12a pousse bactérienne S. aureus ° - 1 uniquement pour EB et S. aureus, nécessite de disposer d’un automate
SIRscan®
E.coli, K. pneumoniae,
RAST Inoculum plus élevé 4-8h aul’/;'l\: eéuglggji%fr;/‘ae CA=97 % - temps d(: Iécii?g?:rgg:a? :Z:;?: ?;C?S:’/: ltcj)iE:‘)fiF():?lepara|1ri15elIJI(i:rﬁi‘[séT en bactéries
EUCAST lecture & 4, 6 ou 8 heures Ay ’ VME et ME ok FDA - temp gnants, P

E. faecalis/faecium et
A. baumannii

et molécules, nécessité de confirmer résultat, valeurs critiques dédiées
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Annexe 3 | Résumé des caractéristiques techniques des différentes méthodes présentées dans cette revue.

Caractéristiques

Délai de rendu

Systeme Analyse Prepara?lo’n Rendu de PEC du - Logiciel Pan?I de Chargement Capacité de 4- 6- >
s automatisée . . panel bactéries molécule 3 ID <4h
Automatisée ) CMI polymicrobien expert continu chargement 6h 8h 8h
de Pinoculum adaptable
lV|te'k'2 oui manuel (culot) oui - oui - oui 15 et plus - X X
Biomérieux
3 .
? MicroScan WalkAway oui manuel (culot) oui - Plusieurs oui - oui 12 et plus - X
2 Beckman-Coulter BGN CGN P
o CGP et BGP
<
Phoenix . . . .
Becton-Dickinson oui manuel (culot) oui - oui - oui 20 et plus - X X
Accelerate Pheno ou oui oui oui (en partie) Plusieurs BGN oul ) } 1 échantillon a la oul «
Accelerate Diagnostic P Plusieurs CGP fois
Alfred BO/AST i i ] ) Plusieurs BGN ) i i varaoie selonle ) y
AlIFAX Plusieurs CGP .
molécules du panel
BGN
ASTar . ) . Enterobacterales . . N
) oui oui oui - . oui - oui 5a12 - X
Q-linea P. aeruginosa
A. baumannii
uniquement
3 FAST inov - manuel (culot) colistine et - BGN et CGP oui - NA 1 - X
3 vancomycine
]
g QMAGC-dRAST oul oul oul ) Plusieurs BGN oul ) oul 19 ) .
8 Quantamatrix Plusieurs CGP
% BGN
(=} QuickMIC . ) Enterobacterales 1 échantillon par
4 ; oui manuel oui - ) - - - - X
Gradientech P. aeruginosa module
A. baumannii
BGN oui si plusieurs
REVEAL . . Enterobacterales . modules, Modules de
L oui manuel oui - ) Ooui . ) 2 emplacements, - X
Biomérieux P. aeruginosa 2 échantillons par
M cumulables
A. baumannii module
Incubation et
M';gaSIR lecture manuel (dilution) - - NA oui oui (SIRscan) NA - X
diametre
RAST manuel (direct )
EUCAST : depuis HC+) : NA ou NA NA ; x| X
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RESUME

Cette thése synthétise les connaissances actuelles sur les bactériémies, qui constituent une
urgence diagnostique et thérapeutique en raison de leur gravité et de leurs répercussions en
termes de morbi-mortalité. Leur détection repose principalement sur les hémocultures.
L’administration rapide d'une antibiothérapie efficace, ajustée selon les résultats de
I'antibiogramme, est cruciale. Actuellement, I'antibiogramme est réalisé par ensemencement
direct sur gélose Mueller-Hinton, nécessitant 16 a 24 heures d’incubation. Ce travail explore
les avancées récentes dans les techniques d’antibiogrammes «rapides », permettant de
réduire ces délais diagnostiques. Appliquées directement aux flacons d’hémocultures positifs,
ces méthodes pourraient améliorer le pronostic des patients en accélérant I'adaptation de

I'antibiothérapie, tout en freinant 'émergence des résistances.

This thesis synthesizes current knowledge on bacteremia, which represents a diagnostic and
therapeutic emergency due to its severity and its impact on morbi-mortality. Detection primarily
relies on blood cultures. The rapid administration of an effective antibiotic therapy, adjusted
based on antibiotic susceptibility results, is crucial. Currently, susceptibility testing is performed
through direct inoculation on Mueller-Hinton agar, requiring 16-24 hours of incubation. This
work explores recent advances in "rapid" antibiotic susceptibility testing techniques aimed at
reducing diagnostic delays. Applied directly to positive blood culture bottles, these methods
could improve patient outcomes by accelerating antibiotic adaptation while helping to limit the
emergence of resistance.
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