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Abreéviations

APS Accelerate Pheno System
ATB Antibiothérapie
BCID Blood culture identification
BLSE Bactéries productrices de béta-lactamases a spectre élargi
BMR Bactéries multirésistantes
CASEHP Céphalosporinase hyperproduite
CA-SFM Comité de 'antibiogramme de la société francaise de microbiologie
CNR Centre national de référence
FAST™ Field Activated Sample Treatment
HACCEK Haerpo_phi/us, Actinobacillus actinqmycetemcomitans, Ca_rdiobact«_e*rium
hominis, Capnocytophaga spp., Eikenella corrodens et Kingella kingae
ITU Infection du tractus urinaire
MALDI- Matrix Assisted Laser Desorption lonisation/Time OF Flight Mass
TOF-MS spectrometry
MEWS Modified Early Warning Score
NSB-2 Niveau de Sécurité Biologique type 2
NSB-3 Niveau de Sécurité Biologique type 3
OMS Organisation mondiale de la santé
PAC Pneumonie aigué communautaire
PAH Pneumonie acquise a I'hépital
PAS Pneumonie associée aux soins
PAV Pneumonie acquise sous ventilation
PBP2a Penicillin-Binding Protein 2a
PCR Polymerase chain reaction
PTZ Pipéracilline-tazobactam
qSOFA Quick Sequential Organ Failure Assessment




SARM

Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline

SASM Staphylococcus aureus sensible a la méthicilline
SCN Staphylocoque a coagulase négative
SFAR Société Francaise d’Anesthésie et de Réanimation
SIPO Soins intensifs post-opératoire

SIL Systeme informatisé du laboratoire

SNH Streptocoque non hémolytique
SOFA Sequential Organ Failure Assessment

SPS Polyéthanol sulfonate de sodium
SRLF Société de Réanimation de Langue Frangaise
T2MR Résonance magnétique T2

usc Unité de soins continus

usli Unité de soins intensifs
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Introduction

Le sepsis est défini comme une dysfonction d’'organe menacgant le pronostic vital et
causé par une réponse inappropriee de I'héte a linfection. Il est l'une des
manifestations les plus sévéres d’infection aigle, pouvant causer des dysfonctions
d’'organes (cardiaques, pulmonaires, viscérales, cérébrales...). Le taux de décés est
estimé entre 30 et 50 % des cas. La cause de cette réponse peut étre multiple, dont
les bactériémies.

Celles-ci sont des infections sévéres disséminées, associées a une augmentation de
la mortalité chez les patients en soins critiques. Les bactériémies en réanimation
peuvent étre associées a une augmentation de 40% du risque de déces.

Le diagnostic rapide joue un role majeur depuis que les bactériémies sont considérées
comme une cause importante de morbidité et de mortalité chez les patients
hospitalisés. En effet, les bactériémies en unité de soins critiques sont associées a
une mortalité accrue chez les patients dont le traitement initial était inadéquat dans les
24 premiéres heures.

Une administration inappropriée d’antibiotiques, en cas de choc septique, est associée
a un mauvais pronostic. Justement, chaque heure de retard pour le traitement
antibiotique est associée a une diminution de la survie chez les patients avec un
sepsis.

La communication rapide des résultats du laboratoire de microbiologie aurait
théoriguement un impact sur linstauration d’'une antibiothérapie adaptée le plus
rapidement possible.

Le rendu rapide des hémocultures positives présenterait un avantage pour I'état de
santé des personnes. Il permettrait l'instauration précoce d’antibiothérapie ciblée, et la

possibilité de réduire la morbidité et la mortalité. Il présenterait également 'avantage
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d'améliorer la gestion des antibiotiques et, par conséquence, de réduire la résistance
aux antibiotiques, qui est une préoccupation majeure de santé publique au niveau
mondial.

L’objectif de cette étude est de démontrer si I'établissement d’'un nouveau flux de travalil
au laboratoire de microbiologie du centre hospitalier de Valenciennes permet un rendu
plus rapide des hémocultures positives et un bénéfice concernant la prise en charge

des patients en réanimation et sur leur évolution en unité de soins critiques.
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Geénéralités

Sepsis

Définitions et généralités

Le sepsis est un dysfonctionnement d’organe potentiellement mortel causé par une
réponse immunitaire inappropriée de I'héte a une infection (1-5). Le sepsis est la
premiére cause de décés par infection, surtout s'il n'est pas reconnu et traité
rapidement. C’est un syndrome alimenté par des facteurs pathogénes et des facteurs
liées a I'hdéte (par exemple, le sexe, l'origine ethnique et d'autres déterminants
génétiques, I'age, les comorbidités, I'environnement) dont les caractéristiques évoluent
dans le temps. Ce qui différencie le sepsis d'une infection est une réponse dérégulée
de I'n6te et la présence d'une défaillance d'organe. La dysfonction d'organe induite par
le sepsis peut étre occulte, sa présence doit donc étre envisagée chez tout patient
présentant une infection. Toute défaillance d'organe inexpliquée doit donc faire
envisager la possibilité d'une infection sous-jacente (4). Une augmentation du score
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA ; Figure 1) de 2 points ou plus peut
représenter une dysfonction d’organe qui est associée a une mortalité hospitaliére
supérieure a 10 % (4,5).

Le choc septique est défini comme un sous-ensemble du sepsis dans lequel des
anomalies circulatoires, cellulaires et métaboliques sont associées a un risque de
mortalité plus élevé que celui du sepsis seul (4). Les patients en choc septique peuvent
étre identifiés cliniquement par un besoin de vasopresseurs pour maintenir une
pression artérielle moyenne de 65 mm Hg ou la présence d’un taux de lactate sérique

supérieur a 2 mmol/L en lI'absence d'hypovolémie (5).
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Sepsis et choc septique sont des problemes de santé publique majeurs, touchant des
millions de personnes dans le monde chaque année et qui tuent jusqu'a une personne
sur trois (6-8). Comme dans le cas du polytraumatisme, de linfarctus aigu du
myocarde ou de l'accident vasculaire cérébral, l'identification précoce et la prise en
charge appropriée dans les premieres heures suivant I'apparition du sepsis améliorent

le pronostic du patient (1,2).

Epidémiologie du sepsis

L'incidence standardisée sur I'age du sepsis a diminué de 37 % et la mortalité a
diminué de 52,8 % entre 1990 et 2017. L'incidence du sepsis et la mortalité varient
considérablement d'une région a l'autre. La charge la plus élevée est observée en
Afrique subsaharienne, en Océanie, en Asie du Sud, en Asie de I'Est et en Asie du
Sud-Est (Figure 2) (9). Chaque année, le sepsis concerne pres de 50 millions de
personnes dans le monde. Le sepsis cause plus de 11 millions de décés chaque
année. Pourtant, la majorité de ces décés sont évitables. En Europe, on estime que le
sepsis est responsable chaque année de pres de 700 000 déces, dont pres de 57 000
déces en France. Le sepsis présente également un fardeau économique important
puisque le séjour hospitalier moyen des patients ayant un sepsis a un colt moyen

d’environ 16 000 € par hospitalisation (10)

Figure 1 : Critéres cliniques du score Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) (4,5)

Table 1. Sequential [Sepsis-Related] Organ Failure Assessment Score?

Score

System

2]

1

2

3

4

Respiration

Pao,/Fio;, mm Hg
(kPa)

Coagulation
Platelets, «10%/pL
Liver

Bilirubin, mg/dL
(pmol/L)

Cardiovascular

Central nervous system

Glasgow Coma Scale
score®

Renal

Creatinine, mg/dL
(pmol/L)

Urine output, mL/d

=400 (53.3)

2150

<1.2 (20)

MAP 270 mm Hg

15

<1.2 (110)

<400 (53.3)

<150

1.2-1.9(20-32)

MAP <70 mm Hg

13-14

1.2-1.9 (110-170)

<300 (40)

<100

2.0-5.9 (33-101)

Dopamine <5 or
dobutamine (any dose)®

10-12

2.0-3.4 (171-299)

<200 (26.7) with
respiratory support

<50

6.0-11.9 (102-204)

Dopamine 5.1-15
or epinephrine =0.1
or norepinephrine <0.1"

6-9

3.5-4.9 (300-440)

<500

<100 (13.3) with
respiratory support

<20

>12.0 (204)

Dopamine >15 or
epinephrine >0.1
or norepinephrine >0.1°

<6

>5.0 (440)

<200
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Figure 2 : décés liés au sepsis et incidence du sepsis dans le monde (9)

T T . e

Sepsis incidence per 100000
O 120t0 <200 @ 540 to <640
O 200t0<270 W 640 to <1600
O 70to<=340 M 1600 to <2500
O 340to <440 W 2500 to <3400
B 440to<540 M 3400 to 4300

Deat;s related to sepsis (%)

O Ota<8 B 2510 <30
O Bto <10 B 30 to <35
O10to<12 W 35to<40
O 12to<l4 M 40to<45
0 14to=1b M 45ta=50
@ 16to<20 M 50to65
W 20t 25

Prise en charge clinique du sepsis

Des études observationnelles ont révélé qu'une antibiothérapie empirique
inappropriée et le retard dans la mise en place d'une antibiothérapie adaptée sont des
facteurs de risque de mortalité en cas de sepsis (11-13).

L'instauration d'un traitement ayant une activité contre le(s) agent(s) pathogene(s)
responsable(s) est un pilier de la prise en charge efficace du sepsis ou choc septique
(13-16). En effet, la survie peut étre diminuée jusqu’a cinq fois en cas de traitement
empirique ne couvrant pas I'agent pathogéne responsable lors d’'un choc septique
(13).

La rapidité de l'administration est essentielle dans un contexte de sepsis ou choc
16



septique, chaque heure de retard dans l'administration d'antibiotiques est associée a
une augmentation significative de la mortalité d’environ 8 % (13,17).

Pour les patients présentant un sepsis possible sans état de choc, une évaluation
rapide des causes est recommandée. La prise en charge réanimatoire du patient doit
débuter au plus vite. Si le risque d'infection persiste, I'administration d'antibiotiques
dans les 3 heures est recommandée. Pour les patients présentant une faible
probabilité d'infection et sans état de choc, I'administration d'antibiotiques peut étre
différée tout en continuant a surveiller étroitement le patient (1) (Figure 3).

Il est recommandé d’utiliser un traitement antibiotique empirique a large spectre pour
les patients présentant un sepsis ou un choc septique afin de couvrir tous les
pathogénes probables. De méme, le spectre d’activité du traitement empirique doit étre
réévalué et adapté une fois que l'identification des pathogenes et les sensibilités soient
établies ou qu’une amélioration clinique ait été constatée (18).

Une durée de traitement antimicrobien de 7 a 10 jours est proposée pour la plupart
des infections graves associées au sepsis et au choc septique. Des traitements plus
longs sont mis en place chez les patients ayant une réponse clinique lente, des foyers
d'infection profonds, une bactériémie a S. aureus, certaines infections fongiques et
virales, ou en cas de déficience immunologique (1,2).

Le développement de la résistance aux antibiotiques est lié a I'exposition importante
aux antibiotiques par pression de sélection. Les efforts visant a réduire a la fois le
nombre d'antibiotiques administrés et leur spectre thérapeutique sont donc des
stratégies importantes chez les patients atteints de sepsis et de choc septique (19).
Ceci est particulierement pertinent dans le cadre d'un traitement empirique ou un
traitement a large spectre est recommandé, car l'agent pathogéne responsable n'est
pas encore identifié. Lorsque le ou les agents pathogénes et les sensibilités sont

connus, la désescalade thérapeutique est recommandée en réduisant le spectre
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d’activité de I'antibiothérapie en cours par arrét d’'une ou de plusieurs molécules en
cas d’associations ou I'administration d’'une molécule a spectre réduit. Il est impératif
de ne pas poursuivre une antibiothérapie inadaptée compte tenu des risques collectifs
(transmission de souches résistantes aux antimicrobiens) et individuels (acquisition de
souches résistantes, effets indésirables médicamenteux). Une désescalade réfléchie
des antibiotiques basée sur une amélioration clinique adéquate est recommandée. |l
est conseillé d'interrompre rapidement tout traitement si [linfection est exclue.
Idéalement, la désescalade doit étre effectuée le plus précocement possible, et un

diagnostic microbiologique rapide permet de faciliter cette décision (20).

Figure 3 : Recommandation sur le délai d'administration d'antibiotique selon Surviving Campaign 2021 (1)

Antibiotic Timing (&}

Shock is present Shock is absent
Sepsis is definite Administer antimicrobials immediately, ideally within 1 hour of
or probable recognition
Administer antimicrobials Rapid assessment* of
Sepsis is possible immediately, ideally within infectious vs noninfectious
1 hour of recognition causes of acute illness

Administer antimicrobials
within 3 hours if concern
for infection persists

"Rapid assessment includes history and clinical examination, tests for both infectious and non-infectious causes of acute illness
and immediate treatment for acute conditions that can mimic sepsis. Whenever possible this should be completed within 3 hours
of presentation so that a decision can be made as to the likelihood of an infectious cause of the patient’s presentation and timely
antimicrobial therapy provided if the likelihood is thought to be high

Séquelles post-sepsis

Parmi les patients en post-sepsis, il est noté une augmentation de plaintes
fonctionnelles (Figure 4), plus de comorbidités, une perte d’autonomie et une

augmentation du recours aux soins par rapport a la population générale (21).
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Selon une étude nord-américaine en 2014, 50% des patients ont une récupération
compléte de leur épisode de sepsis, 16 % ont une perte d’autonomie importante et un
tiers décedent dans I'année, lié a une récidive du sepsis ou lié aux comorbidités et/ou
alage (21).

Parmi les conséquences des séquelles post-sepsis, 35% des patients vont en maisons
meédicalisées, seulement 43 % d’entre eux reprennent une activité professionnelle
dans I'année, et 33% des patients de retour au domicile récupéerent une autonomie
compléte a 6 mois.

L’étude met en évidence 40% de réadmission dans les 90 jours et 9 fois plus de risque
de refaire un épisode de sepsis que dans une population similaire sans antécédent

(21).

Figure 4 : Exemples de symptémes du syndrome post-sepsis (21)

Common symptoms after sepsis
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La prise en charge du sepsis nécessite donc d’identifier la cause infectieuse suspectée
par une investigation clinique et microbiologique minutieuse. Les pathologies
infectieuses en cause sont variées. Cependant, I'étiologie bactérienne est la plus
fréquente. La pneumonie représentant environ la moitié des cas, suivie des infections

intra-abdominales et des infections des voies urinaires (22-24). Parmi les
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prélévements de microbiologie les plus fréquemment réalisés dans le cadre du sepsis,
les hémocultures sont positives dans un quart et jusqu’a un tiers des cas, témoin d’'une

bactériémie (7,22,25).

Bactériémie
Généralités
Le sang est normalement stérile. La présence de bactéries dans le sang définit une
bactériémie, et par extension, la présence de champignon dans le sang définit une
fongémie.
Elles peuvent induire un sepsis ou un choc septique. Ces infections séveres sont en
augmentation et la mortalité a 28 jours atteint 40 a 70% en cas de choc septique. Leur
gravité clinique impose une prise en charge urgente des hémocultures, quelle que soit
I'étape de I'examen (26).
Il existe trois types de bactériémie :

- Transitoire : décharge breve de bactéries dans le sang, sans manifestation cli-

nique et spontanément résolutive
- Continue : décharge continuelle par exemple lors d’'une endocardite

- Intermittente : décharge bactérienne répétée a la suite d’infections diverses

Une fois dans la circulation sanguine, la bactérie est susceptible de se propager et
d’infecter d’autres sites du corps humain.

En pratique, la bactériémie se diagnostique par la réalisation d’hémocultures détectant
la présence de bactéries dans le sang chez un patient présentant des signes
systémiques d’infection et peut étre secondaire a une source documentée ou primaire
(27). La bactériémie est une cause fréquente et importante de déces avec une
mortalité globale a 30 jours comprise entre 15 et 25 %, avec un pic jusqu'a 50 % entre

12 et 36 mois post-infection (28-31). L'obtention précoce de l'identification de I'agent
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pathogéne incriminé et sa sensibilité au traitement anti-infectieux pourraient permettre
aux cliniciens d'ajuster plus tét le traitement, ce qui conduirait a l'instauration plus
rapide d'un traitement approprié et optimal, ainsi qu'a une désescalade
médicamenteuse si nécessaire. Une antibiothérapie adaptée favorise la survie, et
l'utilisation d'une antibiothérapie a spectre étroit permet de réduire la pression de
sélection responsable de I'apparition de bactérie(s) résistante(s) aux antibiotiques
(16,32).

La bactériémie acquise en unité de soins intensifs est définie comme une infection
sanguine survenant chez les patients 72 heures apres leur admission en USI
(24,33,34).

Elles peuvent étre classées en deux catégories : les bactériéemies primaires, définies
comme non liées a une infection d'un autre organe, et les bactériémies secondaires,
ou les micro-organismes proviennent d'un foyer infectieux, par exemple une
pneumonie (Figure 5). En cas de bactériémie primaire, la porte d’entrée peut
correspondre a des Iésions cutanéomuqueuses, une translocation digestive depuis le
tractus gastro-intestinal ou a l'introduction directe de matériel contaminé dans la
circulation sanguine (35).

Les bactériémies d'origine communautaire chez les adultes immunocompétents
impliquent généralement des bactéries sensibles aux antibiotiques, tandis que les
bactériémies associées aux soins de santé sont plus souvent dues a des souches
multirésistantes (Figure 5) (36).

La présence de micro-organisme(s) dans le compartiment sanguin représente 40 %
des cas de sepsis ou de choc septique d'origine communautaire et nosocomiale et
environ 20 % des cas acquis en unité de soins intensifs. Elle est associée a un mauvais
pronostic, en particulier lorsque le traitement antibiotique adéquat et le contréle de la

source sont retardés (33,36-38).
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Les principaux facteurs de risque de bactériémies acquises en unité de soins intensifs
sont les scores de gravité (SOFA, gSOFA, MEWS etc) élevés a I'admission, un séjour
prolongé, une immunosuppression, les maladies hépatiques chroniques, I'admission

en chirurgie et la nécessité d'utiliser des dispositifs invasifs (34).

Le choix des antimicrobiens a utiliser pour traiter les infections sanguines chez les
patients en soins critiques dépend de plusieurs facteurs : la nature empirique ou ciblée
du traitement, le site d'origine présumé ou prouvé de l'infection, la présence suspectée
ou prouvée d'une résistance aux antimicrobiens, la présence suspectée ou prouvée

d'une fongémie (Figure 5) (39—42).

Une durée suffisante du traitement antimicrobien est nécessaire pour prévenir les
echecs cliniques et les rechutes. Elle ne doit cependant pas étre inutilement prolongée,
car des traitements plus longs peuvent entrainer des effets indésirables comme une
toxicitt médicamenteuse ou I'émergence de résistances responsables d’'une

augmentation des colts (36).

La durée du traitement doit étre définie comme débutant le premier jour aprés
I'administration d'un antibiotique approprié et la négativation des hémocultures. La
décision d'ajuster ou non [lantibiothérapie doit étre prise aprés 2-3 jours
d’administration. Ce délai correspond en partie a la disponibilité des résultats des
analyses microbiologiques. Pour définir I'éradication de la bactériémie, il faut au moins
une série d'hémocultures négatives obtenues 2 a 4 jours apres l'infection (43).

Le choix de l'antibiothérapie probabiliste initiale a large spectre dépend de plusieurs
facteurs : les symptémes et les antécédents médicaux du patient, I'utilisation récente
d'antibiotiques au cours des 3 ou 6 derniers mois, le portage connu ou la suspicion de
portage de bactéries multirésistantes, et la prévalence locale des niveaux de
résistance des bactéries (1,44,45). Elle reste inappropriée chez 20 a 40 % des patients

(46,47). De plus, I'utilisation excessive d'une antibiothérapie a large spectre et le
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traitement inutile des contaminants peuvent entrainer des effets indésirables liés au
traitement, une augmentation du taux d'épisodes de diarrhée nosocomiale a
Clostridioides difficile post-antibiotique ou des colts hospitaliers inutiles, et participent
a l'augmentation du niveau de résistance aux traitements (48,49).

La désescalade d’un large spectre vers un spectre étroit adapté permet de réduire la
pression de sélection des antibiotiques sans impact négatif sur la mortalité. La durée
du traitement est généralement de 5 a 8 jours, mais des durées plus longues peuvent
étre discutées en fonction de la maladie sous-jacente, de I'agent infectieux et du
contréle de la source de l'infection (36).

La désescalade thérapeutique est définie comme I'arrét d'un antimicrobien dans le cas
d’association empirique d’antibiotiques ou le remplacement d'un antimicrobien par un
autre dans le but de réduire le spectre antimicrobien en conservant [efficacité
thérapeutique, dans les trois premiers jours du traitement (50-52).

Cette stratégie a pour but de contenir I'émergence ultérieure de la multirésistance

(53,54)

Epidémiologie microbiologique des bactériémies

Les estimations de l'incidence des bactériémies varient de 166 a 204 épisodes pour
100 000 personnes-années en Amérique du Nord et en Europe (55). Les bactériémies
sont plus fréquentes en Afrique subsaharienne, avec une incidence signalée de 574
épisodes pour 100 000 personnes-années (56), le risque étant plus élevé chez les
personnes immunodéprimées (57).

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Streptococcus
pneumoniae représentent plus de 70 % des infections sanguines communautaires,
bien que la distribution des agents pathogénes varie considérablement en fonction des

foyers d'infection et des caractéristiques des patients (58,59).
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Pseudomonas aeruginosa provoque jusqu'a 5 % des infections sanguines d'origine
communautaire, essentiellement chez les patients immunodéprimés, avec une
exposition récente aux soins de santé ou souffrant d'infection des voies respiratoires.
Les souches causales restent généralement sensibles a la premiere ligne

d’antibiotique (60).

Aujourd'hui, la prévalence des entérobactéries productrices de BLSE dépasse
généralement 5 % dans les infections sanguines communautaires a E. coli et Klebsiella
pneumoniae. Elles sont majoritairement secondaires a une infection du tractus urinaire
ou intra-abdominale et peut atteindre 20 % dans certaines zones géographiques. Ce
chiffre équivaut a la proportion rapportée dans les infections sanguines acquises a
I'hopital (61,62).

Les infections nosocomiales chez les patients gravement malades sont importées et
acquises dans I'unité de soins intensifs dans respectivement environ 25 % et 75 % des
cas (37,59). Les bactériémies acquises en unité de soins intensifs surviennent dans 5
a 7 % des admissions, ce qui correspond a une moyenne de 6 a 10 épisodes pour

1000 patients-jours (33,34,38,63-65).
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Figure 5 : Bactériologie du sepsis selon les sites et I'origine du patient (36)
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Les méthodes diagnostiques basées sur la culture restent le gold standard pour

identifier les micro-organismes responsables du sepsis.

Figure 6 : Organisation du diagnostic microbiologique en cas de suspicion de sepsis (36)
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Hémocultures

Généralités

Toute fievre d’origine indéterminée doit faire pratiquer des hémocultures pour
rechercher une bactériémie sous-jacente. Elle permet d’affirmer la présence de
bactéries dans le sang, de préciser I'étiologie d’'une endocardite infectieuse, d’orienter
la recherche du foyer infectieux et donc d’apporter une aide a la prise en charge
thérapeutique du patient (26).

Le rythme imposé par les exigences de temps de croissance de ces dernieres est
difficilement compatible avec la " nécessité de rapidité " dans le contexte du sepsis
(36).

L'un des roles du laboratoire de microbiologie est la détection et la caractérisation des
bactéries responsables des infections sanguines. Les considérations pré-analytiques

ont un impact considérable sur les résultats des hémocultures. (66).

Mode de prélevement

Il est recommandé que les hémocultures soient obtenues avant d'initier les
antibiotiques (67,68).

Les hémocultures positives ne sont pas toujours synonymes de bactériémie
symptomatique et peuvent refléter une contamination lors du prélevement.

Pour cette raison, les conditions de préléevement des hémocultures font I'objet d’'une
procédure stricte. La ponction veineuse est la seule méthode retenue. Le prélevement
par le biais d’un dispositif intraveineux est déconseillé sauf s’il est suspecté comme
porte d’entrée de la bactériémie. (66,69-71) Les régles d’asepsie requiérent une
chambre fermée, une hygiéne des mains selon les recommandations de I'équipe
d’hygiéne hospitaliére, le port de gants stériles, une désinfection de I'opercule de tous

les flacons et du site de prélévement. La veine ne doit pas étre palpée a nouveau une
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fois la procédure de désinfection réalisée. Les antiseptiques a base d’alcool sont
préconisés en raison d’une efficacité supérieure aux autres types d’antiseptiques. Le
volume de chaque flacon doit étre contrélé pendant la procédure. Enfin chaque flacon

doit étre identifié correctement avant d’étre envoyé au laboratoire.

Quantité de prélevement

La quantité de sang prélevé est un parametre essentiel pour une bonne sensibilité de
'examen. Il existe une relation directe entre le volume total de sang cultivé et le
rendement de la technique. Notre étude concerne une population adulte, les données
de ce paragraphe ne concernent pas la population pédiatrique et ses spécificités.

Toutes les hémocultures nécessaires peuvent étre prélevées ensemble a la méme

occasion, c’est le prélevement unique.

Stratégie de prélévement

Un prélévement d'au moins deux séries d'hémocultures aérobies et anaérobies (8-10
ml par flacon) est recommandé apres une désinfection rigoureuse de la peau. (72) Il
est recommandé d'effectuer au moins une série d'hémocultures par ponction veineuse
et d'utiliser une seule aiguille pour la prise de sang et l'inoculation (1,2). Ce principe
optimise la spécificité de 'hémoculture en réduisant la probabilité de contaminer le
prélevement, et garantit une sensibilité maximale d’emblée (26). En effet, des études
contemporaines examinant plusieurs hémocultures de 10 ml prélevées sur une
période de 24 heures ont indiqué que parmi les patients atteints de bactériémie,
environ 70 % auront des cultures positives aprés le premier prélevement, 85 % apres
le deuxieme, 97 % apres le troisieme et >99 % aprés le quatrieme (73,74). D’autres
études ne démontrent pas d’amélioration du rendement des hémocultures par

préléevement séquentiel (75,76)
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Répétition du prélevement d’hémocultures

Il n’est pas justifié de prélever a nouveau un patient ayant bénéficié d’'une procédure
diagnostique optimale, suivant les préconisations ci-dessus tant que la culture des
hémocultures n'est pas terminée. De méme, si I'état du patient est stable voire
amélioré et que les hémocultures sont négatives, il n’est pas justifié de prélever de
nouvelles hémocultures en l'absence d’argument en faveur d’une infection non
contrélée.

En cas d’hémocultures positives, la répétition de prélevement d’hémocultures pour
s’assurer du contréle de linfection peut étre recommandé en cas de bactériémie a
Staphylococcus aureus ou de fongémie a Candida spp. ainsi qu’en cas d’endocardite
infectieuse, a 2 a 4 jours apres initiation du traitement. Si ces hémocultures restent

positives, 'examen est a répéter jusqu’a obtenir des hémocultures négatives.

Flacons d’hémocultures

La plupart des milieux sont similaires : un bouillon de trypticase de soja avec du
polyanethol sulfonate de sodium (SPS) comme anticoagulant. Cet anticoagulant
favoriserait la croissance de la plupart des bactéries par inhibition d’acteurs de la
bactéricidie présents dans le sang tels que le complément, les lysozymes, la
phagocytose mais aussi certains antibiotiques. Cependant le SPS pourrait avoir un
effet inhibiteur sur certaines souches bactériennes (26). L'espace supérieur desflacons
est constitué de CO2 et de Nz pour les flacons anaérobies et d'air ambiant complété
par du CO2 pour les flacons aérobies. Pour optimiser les atmosphéres de culture, le
flacon aérobie est prélevé avant le flacon anaérobie afin de purger le systéme de
ponction au préalable. Les flacons possedent des billes de résine pour neutraliser
certains antibiotiques utilisés de maniere empirique tels que la pipéracilline-tazobactam,

la vancomycine et certaines céphalosporines, mais leur capacité a
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neutraliser d'autres antibiotiques, par exemple les carbapénemes ou les
fluoroquinolones, est faible ou nulle. Elles améliorent donc le rendement des
hémocultures chez les patients initialement sous antibiothérapie avant le prélévement
(77-79). Le ratio entre le sang inoculé et le bouillon de culture est compris entre 1/5 et
1/10. Ce ratio permettrait de diluer les substances inhibitrices du sang. Un ratio plus
important n’est pas préjudiciable a la croissance des bactéries. Seule la quantité initiale
de bactéries inoculées est plus faible, allongeant le délai de détection de croissance
(courbe exponentielle) (26).

Il reste prudent de prélever le sang avant administration ou ré-administration
d’antibiotique (26).

Des flacons plus spécifiques ont été développés pour favoriser la croissance d’agents
infectieux tels que les champignons ou les mycobactéries. Ces flacons se distinguent
notamment par la présence d’antibiotiques permettant d’inhiber la croissance des

autres micro-organismes et favoriser leur croissance avec des milieux spécifiques (26).

Transport des flacons

Les flacons d’hémocultures doivent étre impérativement acheminés au laboratoire le
plus rapidement possible aprés le prélevement pour débuter I'incubation le plus tét
possible et ainsi obtenir un résultat aussi précoce que la croissance bactérienne le
permet. Une pré-incubation des flacons a 35°C avant introduction dans les automates
d’hémocultures est préjudiciable au résultat en raison d’un risque de faux négatif (16
a 26% des hémocultures positives si le délai est supérieur a 12h) par absence de

détection de croissance par 'automate (26).
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Phase analytique des hémocultures
Conditions de culture

Atmospheres

Les hémocultures sont classiquement prélevées par paire aérobie — anaérobie.
L’anaérobiose facilite la croissance de certaines bactéries anaérobies préférentielles
(comme les streptocoques) ce qui participe a l'optimisation de la sensibilité de
I’'hémoculture. En cas de décision d’abandon de I'emploi des flacons anaérobies, il est
recommandé d’ajouter un flacon aérobie pour que le volume de sang prélevé reste

optimal (26).

Tempeérature

L’incubation des flacons d’hémocultures se fait a 35°C quel que soit 'automate utilisé.
Une température plus élevée (37°C) augmente le risque de mortalité bactérienne

surtout en tenant compte de l'incertitude métrologique de I'automate (26).

Durée d’incubation

Les flacons sont incubés pendant 5 jours (120h) dans les automates, cette durée est
allongée a 7 jours en cas d’'incubation sans automate (les méthodes manuelles ne sont
plus recommandées). Cette durée est optimisée y compris pour les bactéries a
croissance lente (HACCEK, Brucella spp., etc.). Une incubation plus prolongée
favorise la détection de contaminants sans augmenter la sensibilité de détection des
pathogénes. En cas de suspicion de fongémie (Candida spp., Cryptococcus spp.),
I'incubation peut étre allongée a 14 jours. D’autres techniques diagnostiques peuvent

étre mises en place pour détecter ces pathogenes fastidieux (26).

Détection de la croissance bactérienne automatisée

Les systemes automatisés améliorent significativement la sensibilité et la rapidité de
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détection des micro-organismes grace a une agitation permanente des flacons, une
température d’'incubation stable et une détection en continu de la croissance. Cette
détection s’effectue soit par mesure indirecte du COz produit lors de la croissance
bactérienne grace a une lecture d’un indicateur coloré sensible aux variations de pH ;
soit par mesure directe de la variation de pression de I'atmosphére au sein des flacons

(Figure 6) (26).

Traitement des flacons positifs

Examen microscopique et subcultures

Tout flacon détecté positif par 'automate doit faire I'objet dés que possible d’'un examen
microscopique direct et d’'une subculture quel que soit le résultat de 'examen direct
(26).

Les subcultures sont réalisées sous un poste de sécurité microbiologique de type NSB-
2. Elles sont ensuite incubées a 35°C en atmosphere aérobie ou anaérobie, et CO2
avec des milieux supplémentés en sang et adaptés a la morphologie de la bactérie et
au contexte clinique. En cas d’examen direct en faveur d’'une levure, une gélose avec
milieu de Sabouraud chromogéne est ensemencée et incubée a 35°C pendant 72h si
besoin. Si 'examen direct est évocateur d’'une moisissure, on privilégiera l'incubation
d’'une gélose additionnée de sang a 25°C pendant au moins 5 jours. En cas de
suspicion d’histoplasmose, la manipulation s’effectuera en laboratoire de sécurité
microbiologique NSB-3 en ensemengant une gélose de milieu de Sabouraud en tube

pendant 3 semaines si nécessaire (26).

Identification et évaluation de la sensibilité

A partir des flacons positifs
Différentes méthodes rapides peuvent contribuer a réduire significativement les délais
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de production de résultats. L'impact sur la prise en charge des patients est encore peu
documenté a ce jour. L’intégration de ces méthodes en routine doit tenir compte des
besoins cliniques, de I'épidémiologie locale, des moyens humains, du temps de
manipulation, des co(ts et de I'organisation transversale des structures notamment de
la disponibilité des résultats aprés réalisation (Figure 6) (26).

L'identification rapide des bactéries est possible par plusieurs techniques directement
a partir d'hémocultures positives. Elle permettrait une premiére adaptation rapide du

traitement empirique si celui-ci est inapproprié (80-83).
PCR multiplexe d’identification bactérienne

Plusieurs tests moléculaires ont été développés pour détecter et identifier des agents
pathogénes ainsi que des genes de résistance aux antimicrobiens pour certaines
bactéries directement a partir des hémocultures positives. Des études ont documenté
l'utilisation des panels Blood Culture Identification (BCID) BioFire FilmArray
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, France), ainsi que les panels BCID ePlex® (Genmark Dx®,
Carlsbad, USA). Ces tests ont un temps de manipulation réduit (<10min) et un délai
d'exécution inférieur a 2h. Les différents panels ont été comparés a d’autres
techniques d’identifications telles que lidentification par MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption lonization — Time of Flight) directement sur culot et/ou subculture. La
concordance est trés souvent supérieure a 90%. Ces panels ont un avantage relaté
concernant les hémocultures polymicrobiennes par rapport aux autres techniques
d’identification rapide. Des cas de résultats faussement positifs sont rapportés. Les
inconveénients principaux sont le colt élevé par test ainsi que la limitation aux cibles
recherchées. Ces panels sont donc a associer obligatoirement a la culture et a la
réalisation d’antibiogrammes selon des algorithmes a définir selon les besoins(84—-92)

(Annexe 1).
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PCR ciblées sur flacon positif

Il est possible de détecter certaines cibles par des PCR plus spécifiques. L'exemple le
plus connu est le kit Xpress MRSA BC (Cepheid, Solna, Suede). Ce kit posséde une
sensibilité et une spécificité de détection de Staphylococcus aureus de 100% et 98.6%
respectivement. De méme, la détection de résistance a la méticilline de S. aureus est

performante avec une sensibilité de 98.3% et une spécificité de 99.4% (93).

Identification par MALDI-TOF directement sur flacon positif, exemple du MBT
Sepsityper®

Le kit Sepsityper® (Bruker Daltonics, Bremen, Allemagne) permet lidentification
directement a partir d’'un culot bactérien obtenu par une succession d’étapes de
centrifugation permettant la purification du culot. L'identification est réalisée par
spectrométrie de masse MALDI-TOF en utilisant le logiciel comportant un module
spécifique permettant le traitement spécifique des données en tenant compte des pics
parasites provenant des cellules sanguines (94).

De maniere générale, le kit Sepsityper est plus performant sur les bactéries a Gram
négatif que sur les bactéries a Gram positif. Dans le cas des bactéries a Gram négatif,
les taux d'identification sont en général supérieurs a 90% et souvent supérieurs a 95%.
La méthode prend environ 30 minutes, en fonction du nombre d'échantillons a traiter.
L'avantage pour l'utilisateur est une identification plus rapide des micro-organismes
par rapport a l'identification sur subculture des hémocultures positives. L'utilisation du
kit permet de réduire le délai global d'obtention des résultats de 8 a plus de 48 heures
selon les études (95). Le délai d’obtention de I'identification directe en spectrométrie

de masse est similaire a celui des panels BCID (91).

Préparation automatisée de culot bactérien a partir du bouillon d’hémoculture positive

Le systeme FAST™ de Qvella™ qui concentre la masse bactérienne des flacons

33



d'hémocultures positives avec la cartouche FAST-PBC Prep™ produisant ainsi une
colonie liquide™, utilisable immédiatement (96). Le FAST-System™ peut accélérer
l'identification et l'antibiogramme de 24 a 48 heures, avec des impacts positifs
potentiels sur le délai de mise en place d'un traitement efficace contre la bactériémie
(97). Il s’agit d’une version automatisée de préparation de culot bactérien directement
a partir des flacons. La durée du programme de purification est de 30 min. L’automate
peut traiter deux échantillons a la fois. Il existe également la cartouche FAST-ID™ BSI
en cours de développement qui permettrait une identification bactérienne directement

a partir d’'un échantillon de sang sans étape d’incubation préalable (Annexe 2).

Accelerate Pheno®

Le systeme Accelerate Pheno® System (APS) est utilisé pour l'identification rapide des
agents pathogénes et l'antibiogramme des hémocultures positives en utilisant la
technologie d'hybridation in situ par fluorescence (FISH). Il identifie les agents
pathogénes des flacons d'hémocultures positives en moins de 2 h (98). Il permet
d'identifier 16 organismes : 6 bactéries a Gram positif, 8 bactéries a Gram négatif ainsi
que 2 especes de Candida directement a partir d'hémocultures positives (Annexe 3).
Cependant, dans un certain nombre de cas, le systéme Accelerate Pheno® doit
recourir a d'autres méthodes d'identification ou d'antibiogramme. (99).

Les résultats du phénotype de résistance sont disponibles apres 4 a 5 heures

supplémentaires (98).

Meéthode de détermination rapide de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques

directement a partir des flacons d’hémoculture positifs

Différentes méthodes ont été évaluées afin de déterminer la sensibilité aux

antibiotiques le plus rapidement possible et de facon protocolisée. Le CA-SFM
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notamment propose une procédure de rendu rapide d’antibiogramme en milieu gélosé
directement a partir du bouillon d’hémoculture avec des lectures a 4, 6 et 8h (CA-SFM
en cours). De nombreuses publications ont également évalué les performances de
multiples automates d’antibiogramme en milieu liquide directement a partir du bouillon
d’hémoculture positive avec des performances variables selon les bactéries et les

automates (100-103).

Apres subculture

L’identification du genre et de I'espéce sera réalisée sur tout isolat obtenu en
subculture. La technique la plus utilisée est I'identification par spectrométrie de masse
MALDI-TOF en raison de la rapidité d’obtention du résultat (quelques minutes) en
comparaison avec les méthodes d’identifications biochimiques historiques.
L’identification peut étre effectuée aprés une courte période d’incubation des

subcultures pour certains micro-organismes (environ 4-5h) (26) (Figure 6).

Tests de détection rapide de mécanismes de résistance sur subculture

Afin de détecter au plus vite des mécanismes de résistance impactant les
thérapeutiques probabilistes en limitant les colts surajoutés dans la prise en charge
des prélevements, des études se sont intéressées a I'emploi de tests chromogéniques
directement sur les cultures précoces. L’équipe du centre national de référence des
staphylocoques a évalué la détection de résistance a la méticilline de S. aureus par le
test Clearview™ PBP2a SA (Abbott Rapid Diagnostic, USA). Ce kit posséde une
sensibilité et une spécificité de 100% en culture conventionnelle, quel que soit le milieu
utilisé (104). Les performances semblent affectées en cas de subculture courte (3h)
avec une sensibilité de 85% mais une spécificité de 100% (105). L'’équipe du CNR a
également testé ce méme kit directement sur le bouillon d’hémoculture avec une
sensibilité et une spécificité de 100% pour des flacons d’hémoculture sans charbon.
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L’emploi de flacons d’hémocultures contenant du charbon pose cependant un
probleme d’aspect de faux positif (106).

Des kits chromogéniques permettant la détection rapide de résistance aux
céphalosporines de 3eme génération ont également été étudiés. L'équipe de Durand
et al. a comparé deux Kkits sur culture précoce (1 heure) présentant un défaut de
sensibilité globale (52.2% pour le kit BLacta™ test de Bio-Rad et 45.7% pour le kit BL
Red de Coris BioConcept, Belgique) mais avec une spécificité de 100% chacun. La
détection semble meilleure pour les bétalactamases de classe A dAmbler avec une
supériorité du kit BLacta™ test, et des échecs de détection de résistance pour les
céphalosporinases et les métallo-bétalactamases (107). L'équipe de Milliere et al. a
étudié les performances du kit BL Red directement sur bouillon d’hémoculture positive
a bacilles Gram négatif qui présente une sensibilité de 97.3% et une spécificité de
90.5% (108). Un récapitulatif des principaux avantages et inconvénients des

différentes méthodes est disponible en annexe 4.
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Rationnel de I’'étude

L'une des priorités du flux de travail des laboratoires de microbiologie est le diagnostic
rapide des bactériémies dans le cadre du sepsis.

En effet, la bactériémie est une maladie grave associée a une morbi-mortalité élevée.
Par conséquent, I'administration précoce d'une antibiothérapie efficace est importante
pour améliorer I'évolution clinique du patient (13). L'efficacité du traitement empirique
est considérablement réduite par l'augmentation mondiale du pourcentage de
bactéries multirésistantes responsables d’infection. Par conséquent, l'identification
rapide des bactéries responsables de I'infection et 'obtention d’'un antibiogramme dans
le délai le plus bref sont d'une importance majeure pour un traitement appropriéet une
gestion optimale des patients. Afin d'accélérer le traitement des hémocultures
positives, de nouvelles technologies et de nouveaux protocoles ont été introduits dans
les flux de travail des laboratoires de microbiologie. Actuellement, le développement
de techniques a la fois sensible et spécifique permet d'obtenir des résultats dans un
délai plus court.

Le diagnostic rapide des hémocultures peut fournir l'identification et I'antibiogramme
de la bactérie en quelques heures apres qu'une hémoculture se soit révélée positive,
contrairement aux 48 a 96 heures nécessaires pour une prise en charge
conventionnelle. Ces informations devraient permettre d'instaurer rapidement une
antibiothérapie optimale. Cependant, beaucoup de méthodes de test rapide sont
colteuses.

Les techniques moléculaires sont rapides et sensibles, mais elles coltent cher a mettre
en ceuvre. Le flux de travail des hémocultures positives au laboratoire de microbiologie
du centre hospitalier de Valenciennes est simple a mettre en ceuvre. Il est accessible
a de nombreux laboratoires de microbiologie s’ils disposent d'un spectrometre de
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masse MALDI-TOF pour identifier les bactéries.

L’objectif principal de cette étude vise a évaluer I'impact de la mise en place
systématique d’'un flux de travail, intégrant deux rendus d’identification et
d’antibiogramme par jour, sur les délais de rendu des résultats des hémocultures
positives chez les patients en soins critiques entre la période 2016-2018 et la période
2019-2021. Secondairement a I'’échelle de notre étude, nous étudions I'impact du
rendu biquotidien des résultats d’hémocultures positives sur la prise en charge
infectieuse des patients hospitalisés en soins critiques, en comparant notamment les
délais de modifications de I'antibiothérapie, la durée d’hospitalisation en soins critiques

et la durée de I'antibiothérapie a large spectre.
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Materiels et methodes

Définitions

Une hémoculture positive a été définie comme la détection d’'un agent pathogéne dans
les 5 jours suivant le début de I'incubation. Les staphylocoques a coagulase négative,
les corynébactéries et les streptocoques alpha-hémolytiques retrouvés dans un seul
des flacons prélevés ont été considérés comme une contamination. Les hémocultures
plurimicrobiennes ont été définies comme la présence d’au moins deux micro-
organismes, a 'examen direct ou en culture.

L’antibiothérapie a large spectre a été définie dans notre étude par 'administration d’'un
antibiotique de classe 3 ou une association d’antibiotiques comprenant une molécule
de classe 2 et/ou 3 selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS, Annexe 5).
L’escalade thérapeutique ou incrémentation a été définie comme le changement de
'administration d’un antibiotique de classe inférieure vers une classe supérieure selon
la catégorisation OMS ou I'adjonction d’une ou plusieurs molécules, quel que soit la
classe OMS. La désescalade thérapeutique ou décrémentation a été définie comme
le changement de I'administration d’un antibiotique de classe supérieure vers une
classe inférieure selon la catégorisation OMS ou larrét d’'une ou de plusieurs
molécules selon le nombre d’antibiotiques initialement administrés, quel que soit la

classe OMS (109,110).

Patients et gestion des données cliniques et biologiques

Tous les patients agés de plus de 18 ans hospitalisés dans les services de soins
critiques (soins intensifs post-opératoire (SIPO), unité de soins continus (USC),
réanimation neurochirurgicale et réanimation polyvalente) du centre hospitalier de

Valenciennes pour lesquels au moins une hémoculture a été détectée positive durant
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les mois d’octobre et de novembre des années 2016 a 2021 et présentant a I'examen
direct des bacilles Gram négatif, des cocci Gram positif en amas ou en chainette ont
été inclus.
Les criteres d’exclusion sont :

- Les patients ayant exclusivement des hémocultures stériles

- Les hémocultures positives a levures, bacilles Gram positif, bactéries anaéro-

bies ou aérobies fastidieuses.

En cas de positivité de plusieurs flacons pour un méme patient, les données du premier
flacon sorti ont été prises en compte. Par défaut, c’est le flacon pour lequel
'antibiogramme a été réalisé.

Les données microbiologiques des flacons d’hémocultures positives ont été recueillies
a partir du systeme informatisé du laboratoire (SIL).

La date et I'heure de positivité des flacons d’hémocultures ont été recueillies grace au
logiciel BD EpiCenter (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) pour les hémocultures
prélevées avant décembre 2019. La date et I'heure des différentes étapes de rendu
des examens des hémocultures ont été recueillies grace au le logiciel DxLab®
(Dedalus France, le Plessis-Robinson) jusque I'année 2019 et le logiciel GLIMS
(CliniSys MIPS, Vincennes, France) a partir de mars 2020. Nous avons retenu la date
et I'heure de 'appel de 'examen direct et la date et I'heure de validation biologique de
l'identification et de I'antibiogramme.

Les données cliniques relatives aux patients ont été recueillies aprés consultation des
dossiers médicaux informatisés sur le logiciel Millennium® (Cerner France, Puteaux)
grace aux observations médicales effectuées et aux lettres de sortie conformément a
la méthodologie de recherche MR004 (Loi Jardé). Une pseudonymisation des données
a été effectuée lors de la retranscription des données cliniques et biologiques pour
'analyse statistique qui a été sous-traitée.
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Les données relatives aux traitements antibiotiques et a leur durée ont été obtenues
apres consultation des dossiers médicaux des patients. La date et heure de
prescription informatique ont été prise en compte pour tous les patients.

Les données cliniques et démographiques des patients et les données des
hémocultures ont été comparées entre ces deux périodes pour évaluer la similarité

des deux populations étudiées.

Gestion des hémocultures au laboratoire

Les hémocultures prélevées ont été incubées dans I'automate BD BACTEC™ FX200
(Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) de 2016 a décembre 2019 avec des flacons BD
BACTEC™ Plus Aerobic/F et BACTEC™ Plus Lytic/10 Anaerobic/F (Becton Dickinson,
Sparks, MD, USA) et le BACT/ALERT® VIRTUO™ (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France)
avec des flacons BACT/ALERT® FA plus et BACT/ALERT® FN plus (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, France) & partir de décembre 2019 pour une durée standardisée de 5
jours a 35°C +/- 1°C.

Durant la période de 2016 a 2018, la gestion des hémocultures (Figure 7) commencait
par un examen direct du bouillon par coloration de Gram entre 7h et 19h par le
technicien au poste. Le résultat du Gram était communiqué par téléphone au service
hébergeant le patient dés que possible entre 8h30 et 18h30 par le biologiste. En
parallele, le bouillon était ensemencé sur gélose au sang et sur gélose bromocrésol
pourpre (BCP ; Thermo Fisher Scientific Oxoid, Besingstoke, Royaume-Uni) ainsi que
milieu de Kligler-Hajna (Thermo Fisher Scientific Oxoid, Besingstoke, Royaume-Uni)
pour les bacilles Gram négatif. L’antibiogramme en diffusion sur gélose Mueller-Hinton
(MH ; Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) plus ou moins additionné de sang de
cheval (MH-F ; Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) était réalisé directement a partir
du bouillon d’hémocultures suivant les recommandations du comité de
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I'antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM) en vigueur.
L’identification bactérienne a été réalisée par MALDI-TOF (microflex®, Bruker
Daltonics Inc., Bréme, Allemagne) aux alentours de 10h chaque jour. En cas
d’'inadéquation entre l'identification et I'antibiothérapie, le résultat était transmis par
téléphone avec prestation de conseil. Sinon, le résultat d’identification était transmis
informatiguement dans le dossier médical du patient apres validation biologique dans
le SIL.

Les antibiogrammes étaient lus, interprétés et validés par le biologiste chaque matin,
avec un temps d’incubation des antibiogrammes d’au moins 12h sauf en cas de
préconisation autre du CA-SFM. Les résultats de l'identification et de I'antibiogramme
étaient également transmis par téléphone en cas d’inadéquation thérapeutique et par
voie informatisée aprés validation biologique.

Durant la période de 2019 a 2021, la gestion des hémocultures (Figure 7) différait en
quatre points.

D’abord, I'ensemencement du bouillon s’effectuait sur une gélose chromogéne
CHROMID® CPS® Elite (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) et une gélose au sang
quel que soit le résultat du Gram.

Ensuite, I'identification bactérienne par MALDI-TOF (microflex®, Bruker Daltonics Inc.,
Bréme, Allemagne ainsi que MALDI Biotyper®, sirius en 2021) était réalisée par le
technicien deux fois par jour, aux alentours de 10h et 15h.

Les antibiogrammes étaient lus, interprétés et validés par le biologiste également deux
fois par jour aux mémes horaires.

Enfin, en 2021 un changement de systeme informatisé de laboratoire a permis de
simplifier le rendu des résultats par saisie informatique directe de chaque dossier.
Quelle que soit la période, en cas d’identification de Staphylococcus aureus, une

recherche de résistance a la méticilline par le kit Clearview™ PBP2a SA (Abbott Rapid
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Diagnostic, USA) sur culture précoce est réalisée (Annexe 6). En cas de coloration de
Gram en faveur d’'un staphylocoque, a la demande du service ou du biologiste, une
identification moléculaire de S. aureus et la recherche de résistance a la méticilline

peut étre effectuée avec le kit Xpert® MRSA/SA BC (Cepheid®, Solna, Suede).

Figure 7 : Flux de travail du groupe 1 et du groupe 2 au laboratoire du Centre hospitalier de
Valenciennes

Groupe 2

Interprétation et
Identification des validation des
bactéries antibiogrammes et
des identifications

Lecture et appel du Gram

Interprétation et Interprétation et
Identification des validation des Identification des validation des
bactéries antibiogrammes et des bactéries antibiogrammes et des
identifications identifications

v
r
A

Analyse statistique

Le nombre de sujets nécessaires permettant une comparaison valide de la population
étudiée est de 62 sujets (flacons) dans chaque groupe.

Les variables qualitatives ont été exprimées en termes de fréquence et de
pourcentage. Les variables quantitatives ont été exprimées en termes de moyenne et
de déviation standard ou de médiane et d’intervalle interquatrtile.

La comparaison des délais de rendu du Gram, de I'identification et de I'antibiogramme

entre les 2 périodes a été réalisée a I'aide d’'un modéle linéaire mixte afin de tenir
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compte de la corrélation entre les hémocultures d’'un méme patient. Le délai de rendu
du Gram a été analysé apres une transformation en log. La distribution des résidus du
modele a été vérifiée pour chacun des modeles. Les analyses ont été ajustées sur la
variable « type de bactérie ». Celle-ci correspond aux bactéries qui poussent moins
rapidement que d’autres types de bactéries notamment certains staphylocoques a
coagulase négative (Annexe 7).

La technique d’ensemencement en 2021 pouvait étre automatique ou manuelle, cette
variable n’a pas pu étre prise en compte comme facteur d’ajustement dans I'analyse
principale. Cependant, les 3 délais ont été comparés entre la technique manuelle et
automatique au sein de cette période par un modele linéaire mixte.

Secondairement, les délais de modification par la réanimation a partir de I'incubation,
puis a partir du rendu du laboratoire, ont été comparés entre les 2 périodes chez les
patients ayant subi une modification d’antibiothérapie, par la méme méthode que celle
décrite pour I'analyse principale. Le taux de modification lié au Gram, a I'identification
et a 'antibiogramme a été comparé entre les 2 périodes par un test du Chi-2. La durée
d’antibiothérapie a large spectre depuis la premiére hémoculture positive, la durée
d’hospitalisation en soins critiques totale et depuis la premiére hémoculture positive,
ont été comparées entre les 2 périodes par le test du Log-Rank. Le taux de patients
encore sous antibiothérapie a large spectre a 15 jours et le taux de patients encore en
soins critiques a 30 jours ont été estimés par la méthode de Kaplan Meier. L’événement
était défini par I'arrét de I'antibiothérapie pour la premiére durée, et par la « sortie vivant
de soins critiques » pour les deux suivantes. Pour chacune des trois durées, les décés
ont été considérés comme censurés.

Les tests statistiques ont été calculés avec un risque a bilatéral de 5%. Les analyses

statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel SAS (SAS Institute, Cary, NC, version
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9.4) par I'équipe de I'Unité Statistique, Evaluation Economique, Data-management
(SEED) de la Maison Régionale de la Recherche Clinique du CHU de Lille.

Le critére de jugement principal de I'étude est la réduction du délai de rendu de
I'antibiogramme entre les deux périodes en lien avec une réorganisation de la gestion
des hémocultures au laboratoire du CH de Valenciennes. Toutes les mesures de délai
ont été réalisées a partir de la détection d’un flacon positif par I'incubateur.

Les critéres de jugements secondaires sont la réduction du délai de rendu du Gram,
la réduction du délai de rendu de I'identification, le nombre de modification effectuée
par le service suite au rendu des résultats par le laboratoire, le nombre de désescalade
thérapeutique effectuée, la durée de I'antibiothérapie large spectre a partir de la
positivité du flacon d’hémoculture, le délai de modification de I'antibiothérapie par le
service a partir de la positivité du flacon et a partir de la fin du rendu du résultat par le
biologiste, la durée générale d’hospitalisation en soins critiques et la durée

d’hospitalisation en soins critiques a partir de la positivité du flacon d’hémocultures.
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Résultats

Epidémiologie descriptive de I’étude

Caractéristique des populations

Nous avons étudié 91 patients pour les mois d’octobre et de novembre de 2019 a 2021
(Groupe 1) et 73 patients pour les mois d’octobre et de novembre 2016 a 2018 (Groupe
2), soit respectivement 105 et 79 flacons d’hémocultures aprés exclusions selon les
criteres précédemment décrits.

Des données manquantes sont présentes au sein des caractéristiques des patients.
Cela concerne 4 patients dans le groupe 1 et un patient dans le groupe 2 a I'exclusion
de I'dge et du sexe.

L’age médian (écart interquartile) est de 65 ans (58 — 72) dans le premier groupe et de
63 ans (55 — 72) dans le deuxiéme groupe. Il n'y avait pas de différence significative
de la répartition homme et femme entre les deux périodes, avec une prédominance
masculine. On releve cependant des différences significatives entre les deux groupes.
D’abord, la prévalence du diabéte est plus fréquente en 2019-2021 qu’en 2016-2018,
respectivement 46% contre 19.4% (p < 0.001). Ensuite, les comorbidités respiratoires
et 'exogénose chronique sont moins fréquentes en 2019-2021 qu’en 2016-2018 avec
respectivement 6.9% contre 20.8% (p = 0.01) et 12.6% contre 25% (p = 0.045).
L’admission pour défaillance respiratoire semblait plus importante dans le groupe
2019-2021 avec 41.7% des patients contre 27.8% des patients en 216-2018. Ce
résultat est a la limite de la significativité (p = 0.055).

Le taux de décés a J7 et a J30 et la colonisation des patients par des bactéries
multirésistantes n’étaient pas significativement différents entre les deux groupes (p-

values respectives de 0.33, 0.65, 0.15). Le taux de bactéries de culture plus lente est
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supérieur a 50% dans les deux groupes sans différence significative (p=0.79).

Il n’y avait pas de différence significative concernant les portes d’entrée infectieuses
suspectées entre les deux périodes. La porte d’entrée infectieuse suspectée la plus
représentée dans le groupe 2016-2018 était digestive alors que dans le groupe 2019-
2021, la porte d’entrée respiratoire est la plus fréquente. Dans plus de 35% des cas
dans les deux groupes, aucune porte d’entrée infectieuse n’était précisément établie

au diagnostic. (Tableau 1)

Tableau 1 : Description des caractéristiques de la population

Caracteéristiques de la

Groupe 2019-2021 Groupe 2016-2018 P-value
population
Sexe
Homme (%) 52 (57.1) 50 (68.5)
p=0.14
Femme (%) 39 (42.9) 23 (31.5)
Age (années), médiane (IQR) 65 (58-72) 63 (55-72)
Comorbidités
Diabéte (%) 40 (46) 14 (19.4) p < 0.001
Hypertension artérielle (%) 48 (55.2) 35 (48.6) p=0.41
Cardiaque (%) 33 (37.9) 27 (37.5) p=0.96
Respiratoire (%) 6 (6.9) 15 (20.8) p = 0.01
Reénale (%) 12 (13.8) 10 (13.9) p=0.99
Hépatique (%) 7 (8) 5(6.9) p=0.79
Exogénose chronique (%) 11 (12.6) 18 (25) p = 0.045
Immunodépression (%) 2(2.3) 5(6.9) P=0.25
Cancer (%) 18 (20.7) 12 (16.7) p =0.52
Motif d’admission initial
Respiratoire (%) 38 (41.7) 20 (27.8) p = 0.055
Rénal (%) 10 (11.5) 12 (16.7) p=0.35
Circulatoire (%) 19 (21.8) 15 (20.8) p=0.88
Neurologique (%) 13 (14.9) 14 (19.4) p=0.45
Hépatique (%) 0 1(1.4) P=0.45
Post-opératoire (%) 6 (6.9) 8(11.1) p=0.35
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Polytraumatisé (%) 1(1.9) 2 (2.8) P =0.59

Porte d’entrée infectieuse

Non connue (%) 42 (48.3) 27 (37.5) p=0.17

Génito-urinaire (%) 11 (12.6) 6 (8.3) p=0.38

Digestive (%) 16 (18.4) 11 (15.3) p=06

Respiratoire (%) 8 (9.3) 14 (19.4) p =0.06

Voie veineuse centrale (%) 4 (4.6) 5(6.9) p =0.52

Cutanéo-muqueuse (%) 5(5.7) 8(11.1) p=0.22
Os (%) 1(1.1) 1(1.4)

Déces J7 (%) 4 (4.6) 6 (8.3) P=0.33

Déces J30 (%) 18 (20.7) 17 (23.6) P=0.65

Colonisation BMR (%) 35 (40.2) 37 (51.4) P=0.15

Bactéries de culture plus
49 (56.3) 39 (54.2) P=0.79
lente (%)

D’un point de vue thérapeutique, le traitement initial était inapproprié dans 17.4% des
cas en 2019-2021 et 20.8% des cas en 2016-2018 (p=0.59). Il n’y avait
significativement pas plus de modification de I'antibiothérapie aprés rendu des
résultats par le laboratoire quel que soit I'étape, entre 2019-2021 et 2016-2018,
respectivement 39.1% et 34.7% (p=0.57). Le rendu du Gram entrainait 13.8 % de
changement en 2019-2021 et 11.1% en 2016-2018 (p=0.61). Le rendu de
l'identification induisait une modification thérapeutique de 13.8 % en 2019-2021 et 11.1
% en 2016-2018 (p=0.61). Enfin, le rendu de I'antibiogramme amenait un changement
thérapeutique dans 16.1% des cas en 2019-2021 et 15.3% en 2016-2018 (p=0.88).
Une désescalade thérapeutique aprés rendu des résultats d’antibiogramme a eu lieu
dans 18.4% et 13.9% des cas en 2019-2021 et 2016-2018 respectivement (p=0.44)

(Tableau 2).
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Tableau 2 : Description des caractéristiques liées au traitement

Groupe Groupe

Caractéristiques liées au traitement

2019-2021 2016-2018

Traitement initial inapproprié (%) 15 (17.4) 15 (20.8) P=0.59
Désescalade thérapeutique (%) 16 (18.4) 10 (13.9) P=0.44
Modification de I'antibiothérapie (%) 34 (39.1) 25 (34.7) P =0.57
Modification liée au Gram (%) 12 (13.8) 8(11.1) P =0.61
Modification liée a I’'identification (%) 12 (13.8) 8(11.1) P=0.61
Modification liée a I’antibiogramme (%) 14 (16.1) 11 (15.3) P=0.88

Epidémiologie microbiologique de I'étude

Concernant la prévalence globale des bactéries retrouvées dans cette étude (Tableau
3), 23.1 % étaient des entérobactéries, 6% des bacilles Gram négatifs non
fermentants, 20.3 % des staphylocoques, 7.7% de cocci Gram positifs en chainettes
et 6% de bacilles Gram positif, 30.2 % de flacons considérés comme contaminés et
7.7% flacons plurimicrobiens. En raison de I'exclusion des flacons considérés comme
contaminés (absence d’antibiogramme) et de la gestion différente des hémocultures
plurimicrobiennes, le détail des identifications n’est pas inclus dans les autres sous-
groupes (staphylocoques, entérobactéries etc.)

Parmi les entérobactéries, nous retrouvons 50 % d’Escherichia coli, 26.2% de
Klesbiella spp. et 11.9% d’Enterobacter spp. Au total, 21.4 % des entérobactéries
produisait une bétalactamase a spectre élargi. Parmi ces 9 entérobactéries
multirésistantes, 8 étaient des Klebsiella pneumoniae et 1 était un Escherichia coli.
Parmi les staphylocoques, 62.2 % sont des Staphylococcus aureus, les 37.8% restant
sont des staphylocoques a coagulase négative. Parmi les S. aureus, 30.4 %

présentaient une résistance a la méticilline.
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Parmi les cocci Gram positif en chainettes, nous avons identifié 71.4% d’entérocoques

et 28.6% de streptocoques.

Tableau 3 : Récapitulatif de I'épidémiologie bactériologique de cette étude

Entérobactéries (%)

E. coli (%)
Klebsiella (%)
Enterobacter (%)
Coccis gram + en amas (%)
SCN (%)

S. aureus (%)

Coccis gram + en chainettes (%)
Enterocoque (%)
Streptocoque (%)

Bactéries non fermentantes (%)
Contaminants (%)

Plurimicrobiens (%)
Bacille gram positif (%)
Levures (%)

BMR parmi les enterobacteries

SARM parmi les S. aureus

42/182 (23.1)

21/42 (50)
11/42 (26.2)
5/42 (11.9)
37/182 (20.3)
14/37 (37.8)
23/37 (62.2)
14/182 (7.7)
10/14 (71.4)
4/14 (28.6)
11/182 (6)
55/182 (30.2)
14/182 (7.7)
3/182 (1.7)
6/182 (3.3)
9/42 (21.4)

7/23 (30.4)

Enterocoque, P. aeruginosa et les bactéries porteuses de résistance acquises (S.

aureus résistant a la méthicilline, entérobactéries avec une céphalosporinase

hyperproduite et les Enterobacteries BLSE) représentaient plus de 75 % des situations

ou le traitement initial était inapproprié (Tableau 4).
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Tableau 4 : Principaux germes associés a un traitement initial inapproprié

Enterocoque

S. aureus
SARM
SASM

SCN méti-R

P. aeruginosa

Enterobacterales
CASEHP
BLSE

SNH

Levure

Concernant les

7 (23.3)
6 (20)

6 (20)

5 (16.7)

4 (13.3)

antibiotiques probabilistes utilisés, I'association pipéracilline-

tazobactam et le céfépime étaient utilisés dans 41.8 % des épisodes et les autres

bétalactamines a spectre plus étroit dans plus de 50 % des épisodes. Les

carbapénémes étaient utilisés dans 24.2 % des cas. Les imidazolés étaient utilisés

dans 29.1% des épisodes, en association avec le céfépime ou des bétalactamines

sans activité anti-anaérobie. Les anti-cocci Gram positifs principalement utilisés sont

les glycopeptides ou la daptomycine (24.7% ensemble) puis le linézolide (9.3%).

(Tableau 5, Annexe 8)
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Tableau 5 : Récapitulatif des antibiotiques les plus frequemment utilisés chez les deux groupes

Antibiotiques Fréquence utilisation

Céfépime/Tazocilline (%) 76 (41.8)
Autres bétalactamines (%) 93 (51.1)
Carbapénéemes (%) 44 (24.2)
Glycopeptides/Daptomycine (%) 45 (24.7)
Linézolide (%) 17 (9.3)
Quinolones (%) 13 (7.1)
Imidazolés (%) 53 (29.1)

Amélioration des délais de rendu des étapes de prise en charge des
hémocultures

Les délais de rendu de l'identification et de I'antibiogramme des hémocultures
positives (n = 184) entre les deux groupes (Tableau 6) ont été comparés et ajustés
selon les types de bactéries, en distinguant les staphylocoques a coagulase négative
des autres en raison des potentiels retards liés aux difficultés d’interprétation entre
infection et contamination pour ce groupe de bactéries.

Concernant le critere de jugement principal, le délai moyen de rendu de
I'antibiogramme dans le groupe 1 est de 28.56h (1.19j) et dans le groupe 2 de 32.29h
(1.35j) (p = 0.038) soit un gain estimé significatif de 3h43 (3.72h) (Figure 8).

Le délai moyen de rendu du Gram dans le groupe 1 est de 5.54h (0.2307j) et dans le
groupe 2 de 7.2h (0.3 j) (p = 0.078) (Tableau 6, Figure 9). Le délai moyen de rendu de
l'identification dans le groupe 1 est de 17.2h (0.72)) et dans le groupe 2 de 30h
(1.2504)) (p < 0.001) ce qui correspond a un gain de 12h36 (12.6h) (Tableau 6, Figure

10).
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Tableau 6 : Comparaison des délais de rendu des analyses entre les deux groupes

Gain estimeé
Délai de rendu P-value

(heures)

Moyenne rendu du

5.54 7.2 1.67 0.078
Gram (heures)
Moyenne rendu de
I'identification 17.2 30 12.6 < 0.001
(heures)
Moyenne rendu de
28.56 32.29 3.72 0.038

'antibiogramme

(heures)

Figure 8 : Description du délai de rendu de I'antibiogramme (en jours) en fonction des deux groupes
(groupe 1 et groupe 2)
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Figure 9 : Description du délai de rendu du Gram (en jours) en fonction des deux groupes (groupe 1 et

groupe 2)
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Figure 10 : Description du délai de rendu de l'identification (en jours) en fonction des deux groupes
(groupe 1 et groupe 2)
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Dans le groupe 1, 16 flacons d’hémocultures positifs ont eu recours a un
ensemencement automatisé par WASPLab™ (Copan, Brescia, Italie) et 89 flacons
d’hémocultures ont été ensemencés manuellement. Nous n’observons pas de
différence significative pour le délai de rendu de I'identification et de I'antibiogramme
entre 'ensemencement automatisé et manuel, respectivement 17.04h et 18.96h

(p=0.346) et 28.56h et 28.08h (p=0.86). (Figures 11 et 12).

Figure 11 : Comparaison des délais de rendu de Il'identification (en jours) en fonction de la technique
d’ensemencement dans le groupe 1 : 0 = technique manuelle et 1 = technique automatisée
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Figure 12 : Comparaison des délais de rendu de I'antibiogramme (en jours) en fonction de la technique
d'ensemencement dans le groupe 1 : 0 = technique manuelle et 1 = technique automatisée
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Description de I'impact sur la prise en charge thérapeutique des
patients en soins critiques au CH de Valenciennes

La durée d’hospitalisation moyenne a partir de la premiere hémoculture positive était
de 15.24 jours en 2019-2021 et de 13.19 jours en 2016-2018 (p = 0.45).

La durée moyenne dantibiothérapie a large spectre a partir de la premiére
hémoculture positive était de 10.6 jours en 2019-2021 et de 8.4 jours en 2016-2018
(p= 0.09).

Nous avons comparé le taux de modification de I'utilisation d’antibiothérapie a large
spectre a partir de la premiére hémoculture positive par la méthode de Kaplan-Meier.
En 2019-2021, 29.7 % des patients étaient encore sous antibiothérapie a large spectre
a 15 jours contre 27 % en 2016-2018 (p = 0.17) (Figure 13).

Nous avons évalué les délais de modification de I'antibiothérapie par les services de

soins critiques a partir de I'incubation positive de 'hémocultures.
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Le délai moyen en 2019-2021 et en 2016-2018 est respectivement de 26.8h (1.12)) et
de 33.3h (1.39j) (Tableau 7). Le gain estimé est de 6.54h (0.27j), cependant la

différence observée n’est pas significative (p = 0.285).

Tableau 7 : Comparaison du délai de modification de I'antibiothérapie par le service entre les deux
groupes

Gain estimé

Groupe 1 (h = 32) Groupe 2 (n = 25)

(heures)

Délai moyen de modification de

I'antibiothérapie a partir de
26.8 333 6.54 0.285
'incubation

positive (heures)

Nous avons également comparé la durée d’hospitalisation en soins critiques depuis la
premiére hémoculture positive a I'aide de la méthode de Kaplan-Meier.
Aprés modification de la gestion des hémocultures, 21.3 % des patients étaient encore

hospitalisés a 30 jours et 21.1 % en 2016-2018 (p = 0.6) (Figure 14).
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Figure 13 : Comparaison de la durée d’'ATB large spectre (en jours) depuis la premiére hémoculture

positive entre les 2 périodes
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Figure 14 : Comparaison de la durée d'hospitalisation en soins critiques (en jours) depuis la premiere
heémoculture positive entre les 2 périodes
10 +Censored
08
1
=
5 06 1M
= HL
s L
& +-1
g 04 _
3 b=
02 o
[
[ -
b ]__—_\'—\_—
e 1
00 -
T T I L T
0 20 40 60 80

58

Duree_hospit SC lere hemoc pos

|Gr0upe 1 ———=2z




Discussion

Principaux résultats

L'objectif de cette étude était de montrer une réduction du délai d'obtention des
résultats des hémocultures en modifiant le flux de travail au laboratoire de
microbiologie du Centre hospitalier de Valenciennes par ajout d'une étape
d’identification et de rendu d’antibiogramme supplémentaire en début d’aprés-midi.
Cette modification a permis de réduire de maniére significative le délai de rendu de
'antibiogramme de 3 heures et 43 minutes pour les patients hospitalisés dans les
services de soins critiques. Cette modification du flux est également marquée par un
raccourcissement du délai d'identification significatif de 12 heures et 36 minutes.

Le délai de rendu du Gram n’était pas significativement différent entre les deux
groupes malgré des changements internes qui auraient pu étre impactants. Le SIL a
été modifié en mars 2021 et s’accompagne d’un arrét de I'utilisation de documents en
papier qui ajoutait une étape dans le traitement du rendu des résultats (Scan’Bac, 3
Sl, France). En effet, la saisie du résultat du Gram s’effectue, des lors, directement sur
le dossier informatique aprés lecture au microscope. Le double rendu des
identifications et des antibiogrammes est aussi un point pouvant impacter la fluidité du
traitement des Gram d’hémoculture. Avant modification du flux, 'accumulation des
dossiers a traiter le matin entrainait de facto une surcharge de travail pour le technicien
au poste influencant négativement les différentes étapes a réaliser individuellement
par dossier.

Il a été déja montré que les résultats de la coloration de Gram ont moins d'impact sur
la modification de I'antibiothérapie, par rapport aux résultats de l'identification et de
'antibiogramme (111). Cela peut s’expliquer par 'emploi d’antibiothérapies a large

spectre couvrant statistiquement beaucoup de genres bactériens. Cependant dans
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notre étude, nous remarquons que la coloration de Gram et le rendu de
'antibiogramme entrainent un pourcentage proche de modification de I'antibiothérapie
initiale. La couverture la plus souvent inappropriée concerne les entérocoques avec
une résistance naturelle aux céphalosporines, fréquemment employées en traitement
probabiliste (Annexe 8).

L’emploi de l'identification directe sur culot bactérien d’hémocultures positives selon
un algorithme précis permet d’obtenir un délai moyen d’identification de 10.5 heures
et un délai moyen de 32.5 heures pour I'antibiogramme (112). Une autre étude a
montré également une amélioration significative du délai de rendu des résultats des
hémocultures positives en ajoutant une étape de lecture et de validation I'aprés-midi
(113). Ces études corroborent les résultats obtenus dans notre étude tout en utilisant
un processus technique simple (en excluant I'automate WASPLab™ qui n'a pas
engendré de biais notable dans notre étude). Le délai médian de rendu de
l'identification était de 20.2 heures et 39 % des antibiogrammes étaient rendu dans les
36 heures dans une étude basée sur un flux s’apparentant a notre gestion avant
modification (114).

Dans cette étude, la technique d’ensemencement automatisé par la WASPLab™ n'a
pas permis de réduire les délais de rendu des analyses a la suite d'un manque
important d’effectif pour les comparer. Des études a plus grande échelle pourraient
étre effectuées afin d’évaluer son intérét dans la réduction des délais de rendu des
hémocultures.

La prévalence de diabétiques dans le groupe 1 significativement plus importante par
rapport au groupe 2 pourrait étre expliquée par le fait que ces sujets sont plus
susceptibles de faire une forme sévere de la maladie de la Covid-19 et d’étre
hospitalisés en soins critiques (115).

La répartition des bactéries retrouvées dans cette étude pourrait étre comparable aux
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données de la littérature (34,37,59,64,65), francaise (33) et européenne (63) et a
I'épidémiologie des services de soins critiques du Centre Hospitalier de Valenciennes
pour la période étudiée (données non publiées).

Un traitement initial inapproprié est associé a un risque accru de déces (16,47).

Dans cette étude, 17.4 % des patients dans le groupe 1 et 20.8 % dans le groupe 2
recevaient un traitement initial inapproprié avant le retour des résultats des
hémocultures positives. Ces données sont comparables aux données de la littérature
ou un taux entre 20 a 40 % de traitement initial inapproprié est décrit (46,47).

Le motif d’'admission pour défaillance respiratoire était significativement plus important
pendant la période de 2019 — 2021 ainsi que le pourcentage de patients diabétiques
alors que les patients atteints de pathologies respiratoires chroniques étaient moins
représentés, reflet de la pandémie de la Covid-19 sur I'épidémiologie des soins
critiques au CH de Valenciennes. En effet, le diabéete est un des facteurs de risque
d’admission en soins critiques en cas de Covid-19 (116,117), alors que les pathologies
respiratoires chroniques sont un des facteurs de risque de mortalité décrits dans la
littérature (117). La diminution du nombre de patients atteints de maladies respiratoires
chroniques et éthyliques chroniques aux soins critiques du CH de Valenciennes
s’explique par une gravité plus importante et une limitation thérapeutique des soins
invasifs en lien avec des recommandations de la SFAR et de la SRLF en raison de la
gravité de ces patients avant admission (118,119).

Nous avons également voulu évaluer I'impact clinique de ces délais de rendu,
notamment sur le délai d’adaptation du traitement malgré le caractére rétrospectif de
I'étude. Nous n’observons pas de différence significative pour la durée d’hospitalisation
des patients en soins critiques ni pour la durée d’antibiothérapie a large spectre.

Une étude a travaillé sur 'impact d’un flux rapide de rendu des hémocultures positives

a bacille Gram négatif, par rapport a la prise en charge conventionnelle de 48 — 72
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heures, sur les délais d’adaptation de I'antibiothérapie. Une diminution significative a
été observée pour les patients hospitalisés dans les services de chirurgie et de
médecine conventionnelle. Cependant, cette diminution n’était pas significative dans
les services de soins critiques. La durée d’hospitalisation n’était €également pas
significativement différente entre les deux groupes. La durée de I'antibiothérapie a
large spectre n’a pas été étudiée dans cette étude (114). Nos observations sont
cohérentes avec les leurs.

Nous relevons une diminution du délai de 6.54h entre lincubation positive de
I’'hémoculture et 'adaptation thérapeutique par les services de soins critiques, liée au
rendu des résultats par le laboratoire de microbiologie. Cette diminution n’est
statistiguement pas significative. Ceci est probablement du a un manque d’effectif chez
les patients ayant recu une modification de I'antibiothérapie dans le groupe 1 (n = 32)
et le groupe 2 (n = 25). Ce manque d’effectif pourrait étre expliqué par le fait que
certains patients nécessitaient le maintien de I'antibiothérapie initiale pour une autre
cause infectieuse concomitante non liée aux résultats de 'hémoculture. Dans certains
cas, I'hypothése d’une infection décapitée par une antibiothérapie préalable était
évoquée par le service. Dans ce cas, l'antibiothérapie était maintenue malgré la
possibilité théorique de désescalade pour ne pas traiter un autre pathogene couvert
pas le(s) antibiotique(s) mais non retrouvé par les hémocultures.

Il reste donc possible que I'impact de la modification du flux de travail sur le bon usage
des antibiotiques pourrait étre plus important mais biaisé par la complexité des patients

hospitalisés en soins critiques.

Perspectives

Certaines études ont évalué I'implémentation de I’Accelerate Pheno System dans leur

flux de travail. Dare et al. ont évalué cette technique et ont montré une réduction de la

62



durée d’hospitalisation hors réanimation et du délai d’instauration d’'une antibiothérapie
appropriée pour les patients avec des hémocultures positives a bactéries Gram négatif
(120). Banerjee et al. ont récemment montré une réduction des délais vers une
antibiothérapie adaptée comparée a [lutilisation du MALDI-TOF-MS pour les
hémocultures positives a bactéries Gram négatif sans différence significative pour la
durée d’hospitalisation (121). Babowicz et al. ont montré également une diminution du
délai d’instauration d’une antibiothérapie adaptée ainsi qu’une diminution de la
mortalité a 30 jours chez les patients en sepsis avec des hémocultures positives a
bactéries Gram négatif (122).

D'autres études ont évalué I'implémentation de PCR multiplexes dans leur flux de
travail. Il est observé une désescalade thérapeutique plus rapide et une instauration
plus rapide d’'une antibiothérapie adaptée (123,124). Une autre étude a retrouvé des
résultats similaires chez les patients hospitalisés en unité de soins critiques, cependant
aucun bénéfice sur la durée d’hospitalisation et la mortalité a pu étre établi (125).

Une technologie récente peut-étre pratiquée sans réalisation de culture, directement
sur prélevement de sang total : la résonance magnétique en phase T2 (T2 Magnetic
Resonance, T2MR). Une méta-analyse a décrit que les patients recevaient une
antibiothérapie adaptée plus rapidement que dans la prise en charge conventionnelle
des hémocultures, ainsi qu’une durée d’hospitalisation plus courte en unité de soins
critiques. Cependant la mortalité n’était pas significativement différente en utilisant le
T2MR pour le diagnostic des hémocultures positives. Le T2Bacteria Panel aurait une
sensibilité et une spécificite d’environ 90%. Les hémocultures sont toujours
nécessaires pour tester la résistance/susceptibilité aux antibiotiques malgré I'utilisation
de cette technique, entérinant I'utilisation des hémocultures comme pilier du diagnostic
de la bactériémie (126) (127).

Les laboratoires de microbiologie peuvent améliorer leur flux de travail pour réduire les
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délais de rendu des résultats des hémocultures positives et ainsi, de contribuer a
réduire la durée d’initiation d’'une antibiothérapie appropriée, la durée d'administration
des antibiotiques a large spectre et la durée d’hospitalisation en soins critiques. Les
techniques de biologie moléculaire sont des moyens intéressants pour accélérer de
maniere plus importante le rendu des résultats des hémocultures. Cependant, ces
techniques sont colteuses et ne peuvent remplacer complétement la prise en charge
actuelle des hémocultures. Néanmoins, 'instauration de tests diagnostics rapides pour
l'identification bactérienne directement dans les flacons d’hémocultures ne peut
s’affranchir d’'une bonne intégration transversale au sein de linstitution, notamment

une bonne entente clinico-biologique (26,128).
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Conclusion

A notre connaissance, le flux de travail évalué dans cette étude n’a pas encore été
étudié dans la littérature. Ce flux de travail permet un rendu encore plus rapide des
hémocultures positives, ce qui n’est pas négligeable notamment pour les patients en
sepsis nécessitant un traitement antibiotique adapté au plus vite et pour lesquels la
porte d’entrée suspectée n’est pas toujours identifiée cliniquement. La réduction du
délai de rendu de l'identification de 12 heures et 36 minutes et la réduction du délai de
rendu de I'antibiogramme de 3 heures et 43 minutes semblent réduire le délai
d’adaptation thérapeutique de 6 heures et 32 minutes. L'impact clinique réel de ce flux
de travail pourrait étre démontré avec un effectif de patients plus important notamment
pour les délais de modification de I'antibiothérapie. Une étude peut également
s’intéresser aux patients en dehors des soins intensifs qui présentent moins de
facteurs confondants microbiologiques. Enfin, d’autres axes d’amélioration simples
peuvent étre évalués comme la réduction du délai d’'incubation pour obtenir une
identification correcte précoce et plus fréquemment en heure ouvrée (par exemple trois
temps d’identification par jour). Le développement de I'automatisation, au laboratoire
de microbiologie, permettrait également d’étudier [l'utilisation des étuves dites
intelligentes pour un rendu standardisé d’un antibiogramme rapide ciblé selon le Gram
directement sur bouillon d’hémoculture par I'utilisation du systeme de caméra avec un

protocole dédié.
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Annexes

Annexe 1 : Panel de détection du BioFire FilmArray BCID, du Biofire FilmArray BCID2 et de I'ePlex BCID

Klebsiella pneumoniae
Neisseria meningitidis
Proteus spp.
Pseudomonas aerugi-
nosa

Serratia marcescens

Klebsiella aerogenes
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
groupe

Proteus

Salmonella

Serratia marcescens
Haemophilus influenzae
Neisseria meningitidis
Pseudomonas aeruginosa
Stenotrophomonas malto-
philia

BCID 1 Panel BCID 2 Panel ePlex Panel

Gramn égatif Acinetobacter baumannii Acinetobacter _palcoaceti— Acinetobacter baumannii

Enterobacter cloacae cus-baumannii complexe Bacteroides fragilis

complex Bacteroides fragilis Citrobacter

Enterobacteriaceae Enterobacterales Cronobacter sakazakii

Escherichia Coli Enterobacter cloacae com- Enterobacter

Haemophilus influenzae plexe Enterobacter cloacae com-

Klebsiella oxytoca Escherichia coli plex

Escherichia coli
Fusobacterium nucleatum
Fusobacterium necrophorum
Haemophilus influenzae
Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae
Morganella morganii
Neisseria meningitidis
Proteus

Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella

Serratia

Serratia marcescens
Stenotrophomonas maltophi-
lia

Gram positif

Enterococcus spp.
Listeria monocytogenes
Staphylococcus spp.
Staphylococcus aureus
Streptococcus spp.
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumo-
niae

Streptococcus pyogenes

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Listeria monocytogenes
Staphylococcus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermi-
dis

Staphylococcus lugdunen-
sis

Streptococcus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus pneumoniae

Bacillus cereus groupe
Bacillus subtilis groupe
Corynebacterium
Cutibacterium acnes
Enterococcus
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Lactobacillus

Listeria

Listeria monocytogenes
Micrococcus
Staphylococcus
Staphylcoccus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus lugdunensis
Streptococcus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus anginosus
groupe

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes

Levures Candida albicans Candida albicans Candida albicans
Candida glabrata Candida auris Candida auris
Candida krusei Candida glabrata Candida dubliniensis
Candida parapsilosis Candida krusei Candida famata
Candida tropicalis Candida parapsilosis Candida glabrata
Candida tropicalis Candida guillermondii
Cryptococcus neofor- Candida kefyr
mans/gattii Candida krusei
Candida lusitaniae
Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Cryptococcus gattii
Cryptococcus neoformans
Fusarium
Rhodotorula
Mécanismes mecA mecA mecA
L. vanA mecC mecC
derésistance vanB vanA vanA
KPC vanB vanB
CTX-M CTX-M
IMP IMP
KPC KPC
NDM NDM
OXA OXA
VIM VIM
Mcr-1
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Annexe 2 : Panel de détection du Qvella Fast-ID™ BSI en cours de développement

Bactéries Gram négatif

Bactéries Gram Positif

Levures

Enterobacterales Staphylococcus spp. Candida albicans
Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida dubliniensis
Klebsiella pneumoniae Streptococcus spp. Candida tropicalis

Enterobacter spp.

Streptococcus pneumoniae

Candida krusei

Proteus spp.

Enterococcus spp.

Candida glabrata

Acinetobacter baumannii

Enterococcus faecium

Candida parapsilosis

Pseudomonas aeruginosa

Annexe 3 : Panel d'identification et d'antibiotiques testés de I'Accelerate Pheno System (issu du modéle

de Cenci et al. 2020)
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.. + +
mannii
Levures

Candida albicans

Candida glabrata
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Annexe 4 : Récapitulatif des techniques d'identification et phénotypes de résistances rapides

Avantages

Inconvénients

MALDI-TOF

Prix par test
Spectre large

Base de données des
spectres

Prix du spectrometre
Etapes de préparation

Panel FilmArray BCID BioFire

Mécanismes de résistance
Avantage dans la détection
d’hémoculture plurimicro-
bienne

Temps de manipulation court

Prix par test élevé
Limitation aux panels dis-
ponibles

Cadence limitée

Accelerate Pheno® system

Identification < 90 min
Antibiogramme < 7 h
Identification et antibio-
gramme simultané

Acquisition d’automate
Cadence limitée
Prix par test

T2Bacteria® Panel

Pas d’étape d’'incubation
Identification en 3.5 h

Prix par test
Acquisition d’automate

Délai standardisé

Panel limité
RAST Méthode validée EU- Lecture et interprétation
CAST/CASFM Gestion des ClQ
Disponibilité du matériel
AST liquide Automatisation Sensible a la contamina-

tion
Technique a valider en in-
terne

FAST-Prep™ Qvella

Simplification de I'obtention
des culots

Prise en main facile, courte
manipulation

Acquisition d’automate
Prix par test élevé
Cadence limitée (2 hémo-
cultures/30 min)

FAST-ID™ BSI Qvella

En cours de développe-
ment

PCR ciblée (Cepheid” Xpert®)

Rapidité
Prise en main facile

Spectre restreint

Tests rapides (PLP2a, Blacta
Test)

Peu colteux
Rapide

Limite de sensibilité
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Annexe 5 : Groupes d'antibiotiques selon I'OMS (catégorisation AWaRe de I'OMS)

Groupe 1 : Molécules a usage courant et
a utilisation préférentielle

Groupe 2 : Molécules a usage restreint
avec impact plus important sur la résis-
tance bactérienne

Groupe 3 : Molécules a usage réservé pour
préserver leur efficacité

Pénicillines

- Benzathine-benzylpénicil-
line, Benzylpénicilline, Phé-
noxymethylpenicilline, Pro-
caine-benzylpénicilline

- Amoxicilline

- Amoxicilline/Ac. Clavula-
nique

- Pivmecillinam

- Temocilline

- Piperacilline

- Cloxacilline

- Oxacilline

Pénicillines
- Ticarcilline/Ac. Clavula-
nique
- Pipéracilline/Tazobactam

Cephalosporines
- Ceftazidime/avibactam
- Ceftolozane/tazobactam
- Céfidérocol

Céphalosporines

Céphalosporines

Carbapénémes

floxacine, Loméfloxacine,
Moxifloxacine, Nor-
floxacine, Ofloxacine

- Céfadroxil, céfalexine - Céfoxitine - Ertapénéme, Imipénéme/cilas-
- Céfaclor, céfuroxime-axétil - Cefixime, cefpodoxime- tatine, Méropénéme
- Céfixime, cefpodoxime- proxétil - Imipénéme/cilastatine/rélébac-
proxétil - Céfotaxime, Ceftriaxone, tam
Ceftazidime - Méropéneme/vaborbactam
- Céfépime
- Ceftaroline-fosamil, Cef-
podoxime-médocaril
Monobactam Fluroroquinolones Fluoroquinolones
- Aztréonam - Ciprofloxacine, Lévo- - Delafloxacine

Macrolides et apparentés

- Clarithromycine, Erythromy-
cine, Josamycine, Roxithro-
mycine, Spiramycine

- Spiramycine/metronidazole

- Azirhtromycine

- Clindamycine

- Pristinamycine

Glycopeptides et dérivés
- Daptomycine

Glycopeptides et dérivés
- Dalbavancine

Tobramycine

- Thiamphenicol
- Rifabutine, Rifampicine

Cyclines Oxazolidinones Cyclines
- Doxycycline, Tétracycline, - Linézolide, Tedieolide - Tigécycline
Minocycline
Aminoglycosides Divers Divers
- Amikacine, Gentamicine, - Acide fusidique - Colistine

- Fosfomycine
- Streptomycine

Glycopeptides et dérivés
- Teicoplanine, vancomycine

Anti-anaérobies
- Métronidazole, Ornidazole,
Tinidazole

Divers
- Fosfomycine-trométamol
- Nitrofurantoine
- Sulfadiazine
- Cotrimoxazole, Trimétho-
prime
- Fidaxomicine
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Annexe 6 : Flux de travail actuel du laboratoire de microbiologie au Centre Hospitalier de Valenciennes

Incubation positive des hémocultures détectée par le BACT/ALERT® VIRTUO®, biolMérieux

Réalisation PBP2A si S. aureus & l'identification et antibiogramme indisponible

30 min

30 min

==

4-5h d’incubation
Realisation identification par MALDI-TOF-MS a environ 9h et 15h tous les jours
a partir des colonies obtenues sur milieu gélosé

12 h ou + d’incubation

Lecture et interprétation des antibiogrammes aprés quelques heures
d'incubation deux fois par jour

Annexe 7 : Récapitulatif des délais de rendu avant et aprés ajustement sur la variable "type de bactérie"
de l'analyse statistique

Analyse con- Bactéries de pousse plus lente
cernant les hé- Groupe 1 Groupe 2 p-value
mocultures po- | Délai avant | Délaiaprés | Délai avant | Délaiaprés | Avant ajus- | Aprés ajus-
sitives ajustement | ajustement | ajustement | ajustement tement tement
Identification 17.2h 17.4h 30h 30.03h <0.001 <0.001
Antibiogramme 28.36h 28.56h 32.19h 32.29h 0.0344 0.0376
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Annexe 8 : Récapitulatif des modifications de I'antibiothérapie apres réception des résultats par le service

Traitement probabiliste Traitement modifié

Klebsiella pneumoniae
E. Coli
Contamination
P. aeruginosa
SASM

SASM

SASM

SCN méti-R

E. Coli

SCN méti-R

E. Coli
Corynebacterie
P. aeruginosa
E. Coli

Serratia
Enterocoque
SCN méti-R + P. aeruginosa
Enterocoque
P. aeruginosa
SASM

SCN méti-R
SNH

E. Coli

SASM

SARM

SCN méti-R
SASM
Enterocoque
SARM

Levure
Enterobacter
P. aeruginosa + Enterocoque
Enterobacter

E. Coli

E. Coli

SCN méti-R
Anaerobie

SCN méti-R
Klebsiella pneumoniae
SCN méti-R

SARM

SARM

SASM + Enterocoque
SARM

Levure

Enterocoque

Klebsielle pneumoniae
Contamination
Enterocoque

SARM

Klebsielle pneumoniae
Contamination

SARM

Contamination
Klebsielle pneumoniae
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Carbapéneme Céfotaxime
Cefotaxime + Tiberal Ceftriaxone
Linézolide Arrét Linézolide
Cefotaxime PTZ
Cefotaxime + Vancomycine Cefazoline

/ Orbenine
Cefepime Orbenine

PTZ + Tiberal Ciprofloxacine
Imipeneme Ceftriaxone
Meropenem + Linézolide Ceftobiprol

/ Ceftriaxone + Tibéral
PTZ Teicoplanine
Ceftazidime Cefepime
Cefotaxime + Tiberal Arrét Tiberal
PTZ Cefepime

Cefotaxime + Rovamycine
PTZ

/

Ceftriaxone + Tiberal
/

Ceftriaxone + Tiberal
Augmentin
Ceftriaxone

/

/

/

Cefotaxime + Vancomycine
PTZ

Ceftriaxone + Tiberal
/

Augmentin
Ceftriaxone + Tiberal
Ceftriaxone + Tlberal
PTZ + Linézolide
Meropenem
Céfotaxime + Tiberal
Meropenem

PTZ + Tiberal

PTZ

Ceftriaxone + Tiberal
Cefepime + Linézolide
Cefotaxime + Tiberal
Cefotaxime + Tiberal
Ceftriaxone
Caspofungine
Meropenem
Cefotaxime + Tiberal
Linezolide
Ceftriaxone + Tiberal
PTZ

Cefotaxime + Tiberal
Imipenem
Cefotaxime
Ceftriaxone
Cefotaxime

Vancomycine
Daptomycine + Cefepime
PTZ + Vancomycine
PTZ

Cefazoline
Daptomycine
Cefotaxime
Cefotaxime

Cefazoline
Vancomycine
Daptomycine
Cefazoline
Vancomycine
Vancomycine
Caspofungine

PTZ

PTZ

Cefepime

Céfotaxime

PTZ

Vancomycine
Vancomycine + Tiberal
Ceftobiprol puis Linézolide
Meropenem
Vancomycine
Vancomycine
Vancomycine
Vancomycine
Vancomycine
Fluconazole
Vancomycine
Imipenem puis Temocilline
Arrét Linezolide
Teicoplanine
Vancomycine
Imipenem

Arrét Imipenem
Vancomycine

Arrét Ceftriaxone
Imipenem
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