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TRM : Absence de croissance (pas de résultat S, | ou R par 'automate)
UFC : Unité formant colonie

ZIT : Zone d’incertitude technique
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INTRODUCTION

Le sang est un milieu physiologiqguement stérile. La persistance de micro-organismes
dans celui-ci témoigne d’une infection systémique en cours, souvent associée a un
retentissement clinique.

Une bactériémie résulte de la diffusion hématogene de micro-organismes provenant
d'un foyer infectieux appelé aussi « porte d’entrée ». Les bactériémies sont
responsables de 40% des chocs septiques (1) et leur incidence est estimée a 166-
189 cas pour 100 000 habitants en Europe avec un taux de mortalité important (33-
35%)(2,3).

C’est pourquoi leur prise en charge rapide et sans délai est primordiale. Un retard
d’instauration d’'un traitement adapté met en jeu la survie du patient (4,5).
L’instauration d’un traitement probabiliste a large spectre est efficace dans la
majorité des cas (6) mais des échecs thérapeutiques surviennent dus aux
résistances des bactéries. Ces résistances demeurent imprévisibles en I'absence de
documentation. L’identification de I'agent pathogéne et la détermination de son profil
de résistance apparaissent donc comme des étapes cruciales (7).

Le prélévement d’échantillon sanguin mis en bouillon de culture appelé
« hémoculture » est 'examen clef permettant d’isoler le micro-organisme pathogéne.
L’hémoculture est la méthode de référence au diagnostic des bactériémies (8). Elle
permet l'identification et la détermination du profil de sensibilité aux anti-infectieux a
partir du bouillon d’hémoculture positif.

Au cours des années, de nombreuses innovations ont permis au laboratoire d’obtenir
un rendu de résultat pour les cliniciens de plus en plus rapide et performant en jouant
sur diverses étapes du processus microbiologique (1,5). Récemment le CA-SFM a
émis des recommandations concernant la réalisation de I'antibiogramme en milieu
solide a partir du bouillon d’hémoculture positif (9). Le but de ce travail est d’adapter
cette technique au milieu liquide automatisé Vitek® 2.
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GENERALITES

l. Bactériemies

1. Aspects cliniques
a. Définition

Une bactériémie ou fongémie se traduit par la présence d’un micro-organisme viable
dans le sang, milieu normalement stérile. Le terme « septicémie » ne doit plus étre
utilisé car il est trop imprécis : Il est remplacé par le terme "bactériémie associée a un
sepsis". On définit une bactériémie par la positivité d’au moins une hémoculture
positive (justifiée par des signes cliniques) pour les micro-organismes ayant un
pouvoir pathogéne incontestable, sauf pour les micro-organismes a potentiel
pathogene discutable, pour lesquels deux hémocultures positives au méme micro-
organisme, prélevées lors de ponctions difféerentes, a des moments différents, et
dans un intervalle rapproché (un délai maximal de 48h est habituellement utilisé)
sont exigées (10).

Tableau 1 : Classification de la pathogénicité des micro-organismes retrouvés
dans des flacons d'hémocultures positives

Type de micro- Nombre de flacon Exemples de micro-organismes
organisme d’hémoculture positif
Bactéries ayant un 1 seule Entérobactérales, Staphylococcus
pouvoir pathogéne aureus, Entérocoques,
incontestable Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pyogenes
Bactéries ayant un Au moins 2 Staphylocoques a coagulase
pouvoir pathogéene négative, Bacillus spp. (sauf B.
discutable : flore anthracis), Corynebacterium spp.,
commensale, micro- Cutibacterium spp., Micrococcus
organisme spp. (11)
environnemental

Habituellement, une bactériémie transitoire, en particulier si elle apparait au cours
d’activités ordinaires, ne provoque pas d’infection car les bactéries sont
généralement présentes uniqguement en faible quantité et sont rapidement
éliminées de la circulation sanguine par le systeme immunitaire. Cependant, si les
bactéries sont présentes assez longtemps et en assez grande quantité, en
particulier chez les patients ayant un systéeme immunitaire déficient, la bactériémie
peut provoquer des infections secondaires et parfois déclencher une réponse
genéralisée grave (3).
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Les bactériémies (et fongémies), au sens pathologique du terme, sont généralement
associées a un syndrome infectieux (fievre, frissons, sueurs, syndrome inflammatoire
biologique).

Il est nécessaire de déterminer la cause de la bactériémie chez un patient, aussi
appelée « porte d’entrée », afin de traiter le foyer de départ de l'infection.

Les bactériémies peuvent étre secondaires a un foyer infectieux focal urinaire
(pyelonéphrite, prostatite), pulmonaire (pneumopathie), digestif (Iésion de la paroi
colique), cutané (dermite, hypodermite, fasciite). Elles peuvent étre en rapport avec
un foyer lymphatique (typhoide, brucellose) ou endovasculaire (endocardite,
thrombophlébite infectée, infection de prothése vasculaire). Elles peuvent étre dues a
des foyers dits « secondaires » (ostéite, spondylodiscite) (12).

b. Physiopathologie

Une infection présente d’abord une phase d’implantation et de multiplication au
niveau de la porte d’entrée, éventuellement suivie d’une phase secondaire de
diffusion tissulaire pour les bactéries invasives.

Aprés implantation des bactéries au niveau du site primaire, marquant la porte
d’entrée dans I'organisme, la suite du processus infectieux est trés variable selon les
facteurs de virulence mis en ceuvre par différentes espéces pathogénes.

Certaines bactéries (toxinogénes) n’ont pas la capacité d’envahir les tissus en
dehors de la porte d’entrée et restent confinées au revétement cutanéo-muqueux.
Les signes cliniques de la maladie sont alors liés a la production de toxines qui
agissent localement sur I'épithélium (Vibrio cholerae, E.coli entéropathogénes...) ou
qui diffusent dans le sang et se fixent sur des tissus a distance du foyer infectieux
(Corynebacterium diphteriae, Clostridium tetani, Exfoliatine de Staphylococcus
aureus...). D’autres bactéries envahissent les tissus au niveau de la porte d’entrée
(bactéries invasives) en induisant leur propre phagocytose par les cellules
épithéliales apres interaction avec des récepteurs spécifiqgues localisés sur la
membrane de ces cellules. Certaines les traversent pour aller se multiplier dans la
sous muqueuse (Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica, Yersinia
pseudotuberculosis). D’autres se multiplient dans les cellules épithéliales, réalisant
une premiére phase d’amplification du nombre de particules infectieuses a I'abri des
défenses immunitaires de I'organisme (Shigella, Escherichia coli entéro-invasives).
Aprés franchissement de I'épithélium, les bactéries invasives qui se multiplient dans
les tissus peuvent soit rester confinées a la muqueuse (Shigella, souches d’'E.coli
entéro-invasives), soit disséminer dans [l'organisme par voie lymphatique ou
sanguine. Cette dissémination dépend de multiples facteurs de virulence agissant
dans le micro-environnement des bactéries, leur permettant de détruire les tissus
(enzymes, exotoxines cytolytiques, lipopolysaccharides) ou de résister au
complément et a la phagocytose (capsules, lipopolysaccharides, protéines
d’enveloppe, acides mycoliques, exotoxines...) Certaines bactéries invasives sont
capables de se multiplier a lintérieur méme des phagocytes ou de cellules
apparentées, échappant ainsi pour un temps au systéme immunitaire.(13)
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En infectiologie, on associe de maniere plus fréquente certains micro-organismes a
des portes d’entrée spécifiques, liés d’'une part a leur proximité en termes de
localisation, et d’autre part a leurs potentiels infectieux (Tableau 2).

Tableau 2 : Exemples de micro-organismes responsables d’infections en
fonction du site infectieux

Origine du foyer Exemples de micro-organismes en cause
infectieux
Urinaire Entérobactérales (E.coli, K.pneumoniae), Enterocoques,

Bacilles Gram négatif non fermentaires (Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii), Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus aureus, etc

Digestif Entérobactérales (E.coli, K.pneumoniae, etc), Enterocoques,
Bacilles Gram négatif non fermentaires (Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii), micro-organismes
anaérobies, etc

Pleuropulmonaire Streptococcus pneumoniae, S.aureus, Entérobactérales
(E.coli, K.pneumoniae, etc), Enterocoques, Bacilles Gram
négatif non fermentaires (Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii),

Cutanée Streptococcus pyogenes, S.aureus

Méningé Neisseria meningitidis, Listeria monocyfogenes

Caractéristiques des bactéries causant des bactériémies

Relativement peu d'agents pathogénes peuvent provoquer une bactériémie. Pour
provoquer une bactériémie, les bactéries doivent posséder certaines caractéristiques
qui assurent leur survie, leur prolifération et leur dissémination dans le corps humain.

Les bactéries Gram positif sont mieux adaptées pour envahir les tissus par rapport
aux bactéries Gram négatif. L'absence d'endotoxine dans la paroi cellulaire externe
est compensée par la présence de peptidoglycane exposé et d'une gamme
d’enzymes toxiques sécrétées.

La majorité des bactéries responsables de bactériémies sont des anaérobies
facultatifs. Ce type de respiration est le plus flexible et facilite la survie, la
prolifération et la dissémination des agents pathogénes dans diverses conditions
environnementales. Les agents pathogénes qui ne sont pas des anaérobies
facultatifs peuvent exprimer des mécanismes respiratoires supplémentaires qui
rendent leur respiration proche des anaérobies facultatifs.

Toutes les bactéries responsables de bactériémies produisent une superoxyde
dismutase, une catalase et une glutathion peroxydase, qui les protégent contre le
stress oxydatif causé par les especes réactives de I'oxygéne. La principale source de
stress oxydatif pour les bactéries responsables de bactériémies est I'attaque par les
cellules phagocytaires de I'h6te. Les phagocytes utilisent les effets cytotoxiques des
especes réactives de l'oxygene, comme le superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne et
le radical hydroxyle hautement toxique. Les bactéries responsables de bactériémies
ont développé des systemes efficaces de défense contre le stress oxydatif : des
voies enzymatiques d'inactivation des oxydants, y compris celles catalysées par la
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superoxyde dismutase, la catalase / peroxydase, et le glutathion en combinaison
avec la glutathion peroxydase et la glutathion réductase. Les mémes voies
enzymatiques protégent les bactéries de l'oxydation et de leur destruction a la
surface des érythrocytes.

Certains caractéeres biochimiques sont indispensables a la bactérie pour provoquer
une bactériémie. Toutes les bactéries responsables de bactériéemies ont une couche
de surface cristalline, une couche visqueuse et produisent des capsules et un biofilm.
Ces structures protégent les bactéries dans les tissus contre la phagocytose, le
stress oxydatif, les enzymes lytiques, les complexes immuns, etc., tandis que la
production d’'une capsule et de substances polymeérisées extracellulaires protegent la
bactérie des fluctuations ioniques, de l'attraction et la fixation a la surface des
érythrocytes, de I'oxydation et leur destruction par I'oxygéne libéré des érythrocytes.
Les bactéries responsables de bactériémies produisent des hémolysines. Les
érythrocytes sont les principales cellules bactéricides de la circulation sanguine et les
hémolysines sont nécessaires a la survie bactérienne dans la circulation sanguine. Si
la vitesse de croissance bactérienne dans le tissu est limitée par les réactions
immunitaires de I'héte, les bactéries se protegent grace a leur capsule, leur couche
visqueuse et leur biofilm. La motilité n'est en revanche pas un facteur crucial pour
provoquer une bactériémie (3).

ii.  Origine Lymphatique

Les bactériemies d'origine lymphatique sont rares. La porte d'entrée est
souvent digestive. Les bactéries traversent la peau ou la muqueuse puis gagnent les
ganglions lymphatiques par les vaisseaux lymphatiques afférents. Certains micro-
organismes y résistent a la destruction par les macrophages et bien au contraire s’y
multiplient. lls quittent ensuite le ganglion par le vaisseau lymphatique efférent et
rejoignent la circulation générale par le canal thoracique. La décharge bactérienne
est continue, la fiévre plutét réguliere. Les bactéries restées au niveau des ganglions
mésentériques sont souvent lysées ce qui libére leur endotoxine dans le sang. Le
risque de choc endotoxinique est fréquent.

Nous pouvons donner plusieurs exemples de micro-organismes responsables de ce
schéma pathogénique: dune part dans la typhoide (Salmonella Typhi,
S.paratyphi A, B) et dans la brucellose (Brucella spp responsable de la fievre de
Malte) ; et d’autre part dans la Listériose ou Listeria monocytogenes traverse
l'intestin par les plaques de Peyer pour gagner les ganglions lymphatiques et la
circulation sanguine. L'organe-cible principal est le foie ou les bactéries se multiplient
a lintérieur des hépatocytes. La lyse des hépatocytes, induite par le recrutement
précoce des polynucléaires, entraine une libération des bactéries intracellulaires et
une bactériémie prolongée qui expose le placenta et le systeme nerveux central. Le
pronostic de la listériose est lié a la gravité des méningoencéphalites dues a ce
pathogéne, du fait en particulier de la localisation de l'infection au tronc cérébral
(rhombencéphalite) (14).
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La peste bubonique (Yersinia Pestis) est également une bactériémie d’origine
lymphatique. Les rongeurs constituent le réservoir de cette maladie. La maladie se
transmet a 'homme par la piqlre d’'une puce infectée.

ii.  Origine thromboembolique

Les bactériémies d’origine thromboembolique se développent a partir d’'un foyer
initial cutané ou muqueux ou se produit localement une réaction inflammatoire a
I'origine d’une thrombophlébite (inflammation d’'une veine accompagnée d’un caillot
sanguin au siége de l'inflammation). Les micro-organismes migrent a l'intérieur du
caillot et s’y multiplient a l'abri de la phagocytose. Sous [l'action d'enzymes
microbiennes protéolytiques comme les fibrinolysines, le caillot se dissocie en petit
fragments (embols septiques) qui suivent le courant sanguin. Ces embols sont
suffisamment petits pour étre rapidement phagocytés mais quelquefois certains y
échappent et développent des foyers infectieux secondaires (pulmonaires,
ostéoarticulaires, endocarditiques).

Figure 1 : Physiopathologie des bactériémies d'origine thromboembolique
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iv. Endocardite

La survenue d’'une endocardite sur une valve pathologique ou un matériel étranger
est a l'origine d’interactions complexes entre le micro-organisme, I'endothélium
valvulaire et les réactions immunitaires de I'héte. L’endothélium valvulaire normal est
résistant a I'infection, mais son altération en raison d’'une valvulopathie native expose
les composants thrombogenes de la matrice extracellulaire du sous-endothélium.
Cela déclenche une adhésion et une activation des plaquettes formant un dépét
fibrinoplaquettaire initialement stérile. 1l s’ensuit d’'une colonisation rapide par les
micro-organismes circulants qui adhérent a I'endocarde valvulaire ou mural 1ésé, ou
sur une prothese valvulaire. Les micro-organismes infectent ensuite les cellules
endothéliales et s’y multiplient.

Il existe des différences d’affinité des micro-organismes pour I'endothélium valvulaire
et le thrombus qui dépendent de molécules d’adhésion. Des protéines d’adhésion se
liant au fibrinogéne ou a la fibronectine sont présentes a la surface des micro-
organismes, en particulier des cocci Gram positif ce qui explique leur prédominance
en tant que micro-organismes responsables d’endocardites.
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Certains micro-organismes comme le staphylocoque doré peuvent également se lier
directement aux cellules endothéliales. Les capacités particuliéres d’adhésion du
staphylocoque doré peuvent étre rapportées a leur fréquence prédominante dans les
endocardites survenant en I'absence de valvulopathie préexistante. L’adhésion des
micro-organismes est également favorisée par I'expression des intégrines par les
cellules endothéliales en réponse a linflammation. Aprés la phase d’adhésion, les
micro-organismes peuvent étre internalisés par les cellules endothéliales ou ils
peuvent proliférer et diffuser ou persister en échappant aux antibiotiques et au
systéme immunitaire. Les mécanismes de colonisation de I'endothélium valvulaire
different et sont mal connus en ce qui concerne les micro-organismes a
développement intracellulaire exclusif, comme Coxiella burnetii et Bartonella.
Certains micro-organismes, en particulier le staphylocoque doré, accompagnent leur
prolifération de la formation d’'un biofilm conduisant a un agrégat plaquettaire
enchassé dans un réseau de polysaccharides et de protéines. La formation d’un
biofilm favorise la virulence de linfection, notamment en protégeant les micro-
organismes des défenses immunitaires et des traitements antimicrobiens. Le biofilm
semble jouer un réle particulierement important dans les endocardites sur prothése
et sur matériel de stimulation, alors que son réle n’est pas prouvé dans les
endocardites sur valves natives. Le staphylocoque est le micro-organisme désormais
le plus souvent a l'origine de I'endocardite infectieuse, suivi par les streptocoques
d’origine bucco-dentaire, puis les entérocoques.

La colonisation du thrombus fibrino-plaquettaire par les micro-organismes circulants
déclenche une réaction immunitaire activant les monocytes circulants qui sécréetent
du facteur tissulaire et des cytokines. L’invasion du tissu valvulaire par les micro-
organismes et les cellules inflammatoires est a l'origine des principales Iésions et
complications de I'endocardite infectieuse.

Les végétations correspondent au thrombus septique constitué d’amas de fibrine, de
plaquettes et de micro-organismes. Sa croissance est favorisée par I'activation de
I'hémostase par les cytokines. Les micro-organismes qui ont colonisé les végétations
sont d’acceés difficile aux antibiotiques et aux défenses immunitaires. Les végétations
sont susceptibles d’emboliser dans la circulation sanguine et d’entrainer des foyers
infectieux a distance ou des accidents ischémiques. Au niveau des artéres, les
végétations présentent un risque d’anévrysme « mycotique ». Les végétations de
volumes variables, s’effritent et liberent des bactéries. Ce phénoméne est
responsable de la dissémination secondaire du micro-organisme en cause.

Les Iésions prolifératives valvulaires (perforations ou déchirures) et péri-valvulaires
(abces) sont les conséquences de la destruction de la matrice extracellulaire par les
enzymes protéolytiques libérés par les micro-organismes et les cellules
inflammatoires. Ces infections ont pour conséquences I'apparition ou I'aggravation
d’'une insuffisance valvulaire, d’un souffle, avec risque de défaillance cardiaque.

L’activation du systéeme immunitaire entraine la formation de complexes immuns
circulants qui peuvent entrainer ensuite des lésions auto-immunes comme la
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glomérulonéphrite, les taches de Roth au fond d’ceil et les nodosités d’Osler. La
présence du facteur rhumatoide est un critere mineur de la classification de Duke.
Des anticorps dirigés contre le cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (ANCA)
sont détectés dans I'endocardite infectieuse chez prés d’un quart des patients (15).

c. Portes d’entrée

Une étude américaine sur 1225 cas présente des résultats sur l'origine des
bactériémies (Tableau 3). Les portes d’entrée de ces bactériémies ont pu étre
identifiées dans 71% des cas : les cathéters représentent la source principale des
bactériemies (16).

Tableau 3 : Sources des bactériémies et fongémies, The American journal of
medicine, 2010 (16)

Sources Nombres total d’épisodes %
Cathéters 282 23
Uro-génitale 143 12
Respiratoire 97 8
Ostéo-articulaire 51 4
Abces intra-abdominal 51 4
Peau 51 4
Intestins et péritoines 49 4
Biliaire 50 4
Plaie chirurgical 37 3
Autres 51 4
inconnus 358 29

Total 1225 100

Dans I'étude Francaise de Porcheret et al. les portes d’entrée étaient renseignées
pour 90 % des épisodes bactériémiques communautaires et nosocomiaux. Elles
étaient représentées essentiellement par les sites suivants : urinaire (28.3%), foyer
infectieux digestif (19.6%), pleuropulmonaire (13.1%), cutané (6,0%) et autres
(6.5%). Les foyers infectieux ORL, les endocardites, les méningites étaient classés
dans le site « autres » (17).

L’étude de Robineau et al. en 2018 sur 1952 bactériémies précise que la porte
d’entrée la plus fréquente des bactériémies communautaires est urinaire (27%) et
que la porte d’entrée la plus fréquente des bactériémies nosocomiales est liée a un
cathéter intraveineux (33%) (4).

Une étude Canadienne rapporte que la moitié des bactériémies sont
communautaires (50,5%), le reste a été contracté a I'hopital et le plus souvent en
soins intensifs. La pneumonie (38,1%), les voies urinaires (20,3%) et les infections
par cathéter vasculaire (19,8%) étaient les trois sources d'infection les plus courantes
; la source d'infection était inconnue chez 15,4% des patients (6).
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L’étude Francaise de Alfandari et al. sur 23 hopitaux du Nord de France montre que
les cas de bactériémies sont principalement d'origine communautaire avec 55,9%
des cas (n = 276). L'origine hospitaliére représentait 35,8% des cas (n= 177) et les
bactériémies associés aux soins de santé 8,3% des cas (n = 41)(18).

En France, selon I'enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales et
des traitements anti-infectieux en établissements de santé durant la période mai-juin
2017, les bactériémies ont pour origine les cathéters confirmées
microbiologiqguement dans 36,81 % (IC95% [32,28-41,59]) des cas et une origine
secondaire a une infection suspectée sur cathéter non confirmée
microbiologiqguement dans 15,97 % (IC95% [12,26-20,53]) des cas. Lorsque les
bactériémies ne sont pas liées a un cathéter (pour 31,94 % (IC95% [27,77-36,42])
des bactériémies), les portes d’entrée urinaires et digestives sont alors les plus
fréquentes. Enfin, l'origine de la bactériémie n’est pas documentée pour 15,28 %
(1C95% [12,29-18,84]) des bactériémies (Figure 2) (4,19).

A I'hépital, un patient sur trois est porteur d’au moins un dispositif invasif (cathéter,
assistance respiratoire ou sonde urinaire). Par type de dispositifs invasifs, les
cathéters sont majoritaires avec 29.67% (ICos5% [27,80-31,60]) des patients porteurs
d’au moins un cathéter (19).

Figure 2 : Origines des bactériémies. ENP, France, Juin 2017 (19)

Bactériémies

Origine
Part rel.

n % 1C95%
Bactériémies liées a un cathéter confirmées microbiologiquement 244 36,81 [32,28-41,59]
dont bactériemie liées @ KTVC 208 31,74 [27,54-36,26]
dont bactériémie liées a KTVP 36 5,07 [3,12-8,13]
Bactériémies secondaires a une infection suspectée sur KT sans confirmation microbiologique 90 15,97 [12,26-20,53]
dont bactériémie secondaire & une infection suspectée sur KTVC 69 12,56 [9,26-16,81]
dont bactériémie secondaire & une infection suspectée sur KTVP 21 3,41 [2,00-5,74]
Bactériémies non liées a un cathéter 204 31,94 [27,77-36,42)
dont secondaire a une inf. urinaire 74 11,48 [8,57-15,23]
dont secondaire a une inf. digestive 21 3,94 [2,38-6,46]
dont secondaire & une (SO 22 4,04 [2,39-6,75]
dont secondaire a une inf. pulmonaire 36 548 [3,76-7,92]
dont secondaire a une inf. PTM 15 1,63 [0,92-2,89]
dont secondaire a une autre infection 11 1,49 [0,78-2,83]
dont non 2aire a une inf. et non liée @ KT 25 388 [2,25-6,62]
Bactériémies d'origine inconnue 112 15,28 [12,29-18,84]
TOTAL 650 100 -

d. Définitions cliniques
Le Syndrome de réponse inflammatoire systémique, ou SRIS, est une réponse de
'organisme a certaines agressions cliniques graves comme un état infectieux, un

état de choc ou un traumatisme.
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Cette définition remonte a la classification des états septiques adoptée en 1992 et
basée sur l'intensité de la réponse de I'organisme a l'infection.
Cette classification est basée sur 4 éléements cliniques trés simples et caractérisant
le SRIS : fievre, tachycardie, tachypnée et hyperleucocytose. La simplicité de cette
classification ayant justement pour but de permettre la reconnaissance précoce des
états septiques, permettant de commencer rapidement une prise en charge
thérapeutique adaptée.
Ce syndrome est caractérisé par la présence d'au moins deux des signes suivants :
e Une température corporelle > 38,3 °C ou < 36 °C,
¢ Une fréquence cardiaque > 90 battements par minute,
e Une fréquence respiratoire > 20/min ou hyperventilation se traduisant par une
PaCO:2 < 32 mmHg (< 4,3 kPa) en air ambiant,
e Une leucocytose > 12.000/mm3 ou < 4.000/mm3 ou > 10 % de cellules
immatures. (20)

Cependant, la définition du SRIS s’avére ne pas étre assez spécifique pour le
dépistage initial des patients, dont environ 50% répondront a 2 des 4 critéres durant
leur séjour hospitalier et pour lequel le diagnostic est retardé du au délai d’obtention
des résultats, de plus perturbé par les fluctuations physiologiques au cours de
maladie aigué (21).

En 2016, de nouvelles définitions du sepsis sont issues d’un groupe de travail de la
« Society of Critical Care Medecine » et de la « European Society of Intensive Care
Medicine ». Elles sont dorénavant basées sur la dysfonction d’organe et le niveau de
mortalité observé.

Le sepsis est défini comme une dysfonction d’organe menacgant le pronostic vital et
causé par une réponse inappropriée de I'héte a une infection. Une dysfonction
d'organe peut étre identifiée par un score SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment) d’au moins 2 points et liée a une infection. La mortalité hospitaliere est
estimée autour de 10%, justifiant d’'une prise en charge adaptée rapide. Le SOFA
basal est supposé étre a zéro en l'absence de dysfonction d’organe, aigue ou
chronique, préexistante.
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Tableau 4 : Calcul du score de SOFA (22)
Calcul 0 point 1 point 2 points 3 points 4 points

PaO2/FiO; >400 301-400 201-300 101-200 et <100 et VA
| "
Plaquettes >150 101-150 51-100 21-50 <20

GGG <12 (<20) 12-19 (20- 20-59 60-119 >120 (>204)

(mmol/L) 32) (33-101) (102-204)
Hypotention PAM PAM Dopamine < Dopa >5 ou Dopamine
270mmHG <70mmHG 5ou adrénaline  >15 ou adré
dobutamine <0.1 ou >0.1 ou
(toute dose) noradré <0.1 noradré >0.1
Score de 15 13-14 10-12 6-9 <6
Glasgow
Créatinine, <12 12-19 20-34 35-49 >50
mg/L (umol/L) (<110) (110-170) (171-299)  (300-440) ou  (>440) ou
ou diurese <500mL/j <200mLJj

VA : ventilation assistée. PAM : pression artérielle moyenne [estimée par (PAS+2xPAD)/3]. Amines : dose en
y/kg/mn

Des criteres simplifiés, utilisables hors réanimation, sont proposés en dépistage de
patients pouvant avoir un sepsis :

e Pression artérielle systolique < 100 mm Hg

e Fréquence respiratoire = 22/mn

e Confusion
La présence de 2 criteres quick SOFA (gSOFA) identifie des patients risquant d’avoir
un mauvais pronostic et justifiant d’'un monitorage accru, et/ou d’un traitement
spécifique et/ou de prendre un avis en réanimation.

Le choc septique est un sous-groupe de sepsis avec anomalies importantes
circulatoires et métaboliques et une mortalité d’environ 40%. Il est défini par
I'association de :

e Sepsis

e Besoin de drogues vasopressives pour maintenir une PAM = 65 mm Hg

e Lactates > 2 mmol/l (18mg/dl) malgré un remplissage adéquat (22)

Une hypoperfusion tissulaire induite par une bactériémie associée a un sepsis ou un
choc septique peut se manifester par un dysfonctionnement aigu des organes et/ ou
une diminution de la pression artérielle et une augmentation du lactate sérique. Une
stabilisation des constances hémodynamiques efficaces et précoces, est cruciale
pour la stabilisation de I'hypoperfusion tissulaire (23)

La prévalence des patients infectés augmente chez les patients présentant certains
facteurs de risques d’infection : le fait d’étre atteint d’'une affection maligne, d’étre
opéré depuis I'admission et d’avoir un dispositif invasif a demeure, en particulier un
cathéter (19).
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Certains facteurs de comorbidité sont des facteurs de risques associés a une
augmentation de la mortalité a 10 jours liée a une bactériémie tel que: une
bactériémie associée a un sepsis sévere, un choc septique, une allergie au béta-
lactamines, un age supérieur a 72 ans, une porte d’entrée autre que les voies
urinaires et linitiation d’un traitement efficace au-dela des 48 premieres heures.
D’autres facteurs sont associés a une diminution de la mortalité tel que : une
insuffisance rénale chronique (les auteurs suggérent que cela peut-étre en lien avec
une augmentation des concentrations sanguines d’antibiotiques dont la dose n’est
pas ajustée), une intervention de référents infectieux et une bactériémie due a E.
coli, un autre Enterobacteriaceae ou un cocci Gram positif autre que S. aureus.

Parmi le groupe des bactériémies liées a une infection nosocomiale, les facteurs de
risques associés a une augmentation de la mortalité sont : une bactériémie associée
a un sepsis sévere, un choc septique, une infection du tube digestif, une porte
d'entrée inconnue, une pneumonie, un age supérieur a 72 ans et le début du
traitement efficace apres 48 heures (4). Au niveau du micro-organisme en cause,
son caractere multi-résistant ajoute un risque supplémentaire d’échec thérapeutique

(7).

L’age moyen des patients pour lesquels une bactériémie a été diagnostiquée est de
65 ans. Les personnes aux ages extrémes de la vie, qu’il s’agisse de jeunes enfants
ou de personnes ageées, présentent un risque accru de développer cette infection
(24).

Au cours d’'une bactériémie, les bactéries qui ne sont pas éliminées par le systeme
immunitaire peuvent s’accumuler dans différents sites de I'organisme. Formant un
foyer infectieux dit « secondaire » provoquant des infections au niveau : des tissus
qui recouvrent le cerveau (meéningite), de I'enveloppe extérieure du coeur
(péricardite), des cellules tapissant les valves cardiaques et le cceur (endocardite),
des os (ostéomyélite), des articulations (arthrite infectieuse). Elles ont tendance a se
déposer et a s’accumuler contre certaines structures de I'organisme, comme les
valves cardiaques anormales et sont particulierement susceptibles de s’accumuler
sur tout matériel artificiel présent dans I'organisme, comme les cathéters intraveineux
ainsi que les articulations (prothéses) et valves cardiaques artificielles. Ces amas
(colonies) de bactéries peuvent rester attachés aux sites et libérer en continu ou de
facon périodique des bactéries dans la circulation sanguine.

La formation de thrombus intravasculaire, contenant des micro-organismes, risque
d’entrainer un embol septique : la fragmentation de ces thrombus par turbulences
sanguines entraine la migration dans les petites artéres provoquant une ischémie
locale, associé a la libération de toxines dans le parenchyme se manifestant par un
infarctus ou une hémorragie parenchymateuse par nécrose.

Les complications neurologiques des endocardites infectieuses sont fréquentes et
ont une importance particuliere car elles sont souvent inaugurales. Elles peuvent
mettre en jeu le pronostic vital et modifier sensiblement la prise en charge. Elles
doivent étre recherchées devant tout signe neurologique focal ou trouble de
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conscience inexpliqué. Les accidents vasculaires ischémiques par embolie d’une
végétation constituent la principale complication neurologique des endocardites. lls
sont plus fréquents en cas d’endocardite a Staphylococcus aureus et de grosses
végétations mobiles de taille supérieures a 10 mm (25).

La dysfonction d’'organe est associée a un risque plus élevé de décés. Le taux de
|étalité des sepsis augmente avec l'augmentation du score SOFA. Les taux de létalité
les plus élevés sont observés chez les patients présentant une dysfonction
cardiovasculaire, respiratoire et du systéme nerveux central (26).

e. Epidémiologie

i. Prévalence

Les sepsis et chocs septiques ont pour cause une bactériémie (d’origine
communautaire et nosocomiale) dans 40% des cas et environ 20% des cas sont
acquis en unité de soins intensifs (1). Les bactériémies sont associées a une
morbidité et une mortalité hospitaliere importantes dans le monde. L’'incidence de
cette infection est estimée a 174-204 cas pour 100 000 habitants aux Etats-Unis et
166-189 cas pour 100 000 habitants en Europe. Le taux de mortalité de cette
infection est estimé a 23.5-27.5% aux Etats-Unis et 21.6-37.8% en Europe (2).

En France, selon I'enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales et
des traitements anti-infectieux en établissements de santé durant la période mai-juin
2017, Les bactériémies représentent 11,43 % [10,01-13,03] des infections
nosocomiales. La prévalence des patients présentant une bactériémie est égale a
0,59 % (1C95% [0,49-0,71]) (19).

D’apres linstitut Pasteur, on dénombre annuellement dans les pays industrialisés 95
cas de sepsis pour 100 000 habitants pour les moins de 65 ans, et 1220 cas pour les
plus de 65 ans. Dans les pays en développement, le sepsis puerpéral demeure une
cause de mortalité importante des femmes apres leur accouchement (18 000 déces
par an). Quant au sepsis néonatal, on estime qu’il est a l'origine de plus de 350 000
décés parmi les nouveau-nés dans le monde. En France, la mortalité des patients
atteints d’un sepsis est de 27%, mais la mortalité liée au choc septique peut atteindre
50%. On estime a 30 000 le nombre de décés conseécutifs au sepsis par an en
France. Les projections dans I'avenir suggérent un doublement du nombre de cas
d’ici cinquante ans, s’expliquant notamment par le vieillissement de la population.

ii.  Micro-organismes en causes

Le programme de surveillance antimicrobienne SENTRY a publié en 2019 une étude
rétrospective sur les organismes isolés de bactériémies dans plus de 200 centres
médicaux dans 45 pays entre 1997 et 2016. Parmi les 264 901 isolats de
bactériémies étudiés, les micro-organismes les plus fréquemment retrouvés sont
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Staphylococcus aureus (20.7%), Escherichia coli (20.5%), Klebsiella pneumoniae
(7.7%), Pseudomonas aeruginosa (5.3%), Enterococcus faecalis (5.2%),
Staphyloccocus epidermidis (3.8%), Enterobacter cloacae (2.9%), Enterococcus
faecium (2.8%) et Acinetobacter baumannii (2.0%) (27).

L’observatoire des résistances du Collége de Bactériologie, de Virologie et d’Hygiéne
des hopitaux (COL-BVH), qui participe avec le réseau de 'TONERBA a la surveillance
nationale de I'évolution des résistances, apporte des données concernant les
principales espéces isolées d’hémocultures avec une répartition en pourcentage
sensiblement identique selon les espéces (28). D’autres études viennent appuyer
ces données (1,4,5,16-18,29).

L’étude Francaise de Porcheret et al. sur 2013 bactériémies met en évidence que les
micro-organismes les plus fréquemment isolés dans les bactériéemies d’origine
communautaires sont les entérobactérales, essentiellement E. coli (n = 477), puis S.
aureus (n = 132), S. pneumoniae (n = 137) et les autres Streptococcus spp (n = 145)
(17).

Une large enquéte francaise de prévalence des infections nosocomiales en
établissement de santé suit également cette tendance avec : Staphylococcus aureus
(15.94%), Escherichia coli (14.49%), Enterococcus spp. (7.65%), Klebsiella
pneumoniae (4.87%), Staphylocoques coagulase-negative (21.61%)
indépendamment du caractére vrai ou non de la bactériémie, Pseudomonas
aeruginosa (4.78%), Candida albicans (2.90%), Enterobacter cloacae (4.24%),
Serratia marcescens (1.38%), et Bacteroides fragilis. (1.29%) (19) (Figure 3).
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Figure 3 : Distribution des 20 principaux micro-organismes isolés des
bactériémies. ENP, France, Juin 2017 (n=745) (19)

Micro-organisme ENP 2017
n Partrel. (%) 1C95%

Staphylococcus aureus 131 1594 [13,04-19,34]
Escherichia coli 94 14,49 [11,70-17,81]
Staphylococcus epidermidis 101 13,90 [10.40-18,34]
Klebsiella pneumoniae 55 487 [3,59-6,59]
Pseudomonas aeruginosa 39 478 [3,13-7,21]
Enterococcus faecalis 39 463 [3,24-6,56]
Enterobacter cloacae 38 424 [276-6,46]
Staphylocoque coagulase negative, autre 31 3,86 [2,24-6,57]
Staphylococcus haesmolyticus 29 3,24 [1,85-5,62]
Candida albicans 22 290 [1,67-5,01]
Enterococcus faecium 18 2,61 [1,58-4,29]
Kiebsiella oxytoca 10 2,33 [0,76-6,96]
Streptocoques, autre espece 12 224 [1,11-4,45]
Serratia marcescens 10 1,38 [0,53-3,54]
Autre Pseudomonas spp. et apparentes 6 1,31 [0,50-3,37]
Stenotrophomonas maltophilia 8 1,30 [0,46-3,59]
Bacteroides fragilis 5 1,29 [0,43-3,84]
Enterobacter aerogenes 7 1,19 [0,47-2,94]
Citrobacter koseri (ex. diversus) 7 1,19 [0,52-2,71]
Candida parapsilosis 7 1,06 [048-231]

Parmi les 131 souches de S. aureus isolées de bactériémies et testées, 18,74 %
(1C95% [12,75- 26,68]) sont des SARM. La prévalence des patients avec bactériémie
a SARM, liée a un dispositif intra vasculaire, confirmée microbiologiquement est
égale a 0,0054 % (IC95% [0,0019-0,0155]) et représente 6 souches de SARM
isolées dans I'échantillon.

Les 94 souches d’E.coli isolées de bactériémies et testées et les 55 souches de
K. pneumoniae, sont plus fréquemment productrices de BLSE (20,91 % [15,48-
27,63] d’E. coli et 39,59 % [23,71-58,02] de K. pneumoniae) que I'ensemble des
souches isolées d’infections nosocomiales autres (14,87 % [12,26-17,94] d’E. coli et
31,59% [23,94-40,38] de K. pneumoniae).
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Figure 4 : Résistance de certains micro-organismes isolés des bactériémies
nosocomiales. ENP, France, Juin 2017 (19)

MO Isolés MO Testés

Micro-organisme et résistance
n n Part rel. (%) 1C95%

Staphylococcus aureus 131 127
Meéticilline-R et Vancomycine-S 17 18,74 [12,75-26,68]
Meéticilline-R et Vancomycine-R 0 0 -
Pseudomonas aeruginosa 39 39
Ceftazidim e-R 8 20,89 [12,63-32,55]
Carbapénemes-R 5 10,72 [4,20-24,75]
Escherichia coli 94 g2
C3G-R 21 22,10 [16,48-28,99]
C3G-R et BLSE 19 20,91 [1548-27 63
Carbapénémes-R 0 0 -
Klebsiella pneumoniae 55 55
C3G-R 21 39,59 [23,71-58,02]
C3G-R et BLSE 21 39,59 [23,71-58,02]
Carbapénémes-R 2 2,18 [0,51-8,84]

Concernant les enquétes épidémiologiques des résistances en lien avec les
bactériémies, I'observatoire national de [I'épidémiologie de la résistance aux
antibiotigues (ONERBA), fondé en 1997, rassemble les informations disponibles
concernant I'évolution des résistances bactériennes aux antibiotiques en France
chez 'Homme et l'animal. L’évolution de la sensibilité au cefotaxime et a la
ciprofloxacine d’entérobactérales responsables de bactériéemies de 2000 a 2016 est
présentée respectivement dans les Figure 5 et Figure 6.

Figure 5 : Evolution de la sensibilité (%) au céfotaxime de 4 espéces
d’entérobactérales responsables de bactériémies. ONERBA, Novembre 2018
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Figure 6 : Evolution de la sensibilité (%) a la ciprofloxacine de 4 espéces
d’entérobactérales responsables de bactériémies. ONERBA, Novembre 2018
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L’étude de I'évolution des résistances des micro-organismes principalement en
cause dans les bactériemies permet d'observer une diminution du pourcentage de
SARM, toute origine confondue (Figure 7), une augmentation de lincidence de
bactériémies a entérobactérales productrices de BLSE (Figure 8) et une évolution
dans la répartition des espéces d’entérobactérales productrices de BLSE (Figure 9).

Figure 7 : Evolution du pourcentage de Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline (SARM). ONERBA, Novembre 2018 (30)
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Figure 8 : Incidence des bactériémies a entérobactérales productrices de BLSE
diagnostiquées a I’hépital par lieu d’acquisition. ONERBA, Novembre 2018 (30)
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Figure 9 : Evolution de la répartition (%) des espéces d’entérobactérales
productrices de BLSE. ONERBA, Novembre 2018 (30)
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La diffusion mondiale des bactéries multirésistantes (BMR) a réduit le nombre de
médicaments efficaces, augmenté la mortalité attribuable aux infections, augmente la
durée du séjour et les frais d'hospitalisation (7).

Les bactériémies d’origine communautaire chez les adultes immunocompétents
impliquent généralement des bactéries sensibles aux médicaments, tandis que les
bactériémies associées aux soins de santé sont souvent dues a des souches
multirésistantes (BMR) (1), comme le démontre I'étude Francaise de 2007 en ile de
France (17), illustré dans les Figure 10 et Figure 11, qui compare les résistances aux
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antibiotiques des bactériémies d’origine communautaire et nosocomiale a E.coli et
S.aureus.

Figure 10 : Résistance aux antibiotiques de E. coli dans les bactériémies
communautaires et non communautaires, ile de France, 2007 (17)
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Figure 11 : Résistance aux antibiotiques de S. aureus dans les bactériémies
communautaires et non communautaires ile de France, 2007 (17)
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f. Traitements

Lors d’un sepsis ou choc septique, la prise en charge du patient doit étre la plus
précoce possible, de par le risque d’évolution du sepsis en choc septique, d’évolution
en syndrome de défaillance multiviscérale et en déces. Elle passe par la surveillance
de parametres physiologiques tels que, la saturation du sang en oxygene (Sa02), la
pression artérielle, la diurése, la lactatémie (signe d’hypoperfusion) ou tout signe de
dysfonction d’organes. Une prise en charge hémodynamique est réalisée par
administration d’'une expansion volémique d’au moins 30 mL/kg de cristalloides dans
les 3 premieres heures, a renouveler ; par 'administration de vasopresseurs, tels que
la noradrénaline (effet a1 vasoconstricteur), en cas d’hypotension persistante malgré
I'expansion volémique initiale ; et enfin par 'administration de ionotropes, tels que la
Dobutamine (effet 1 cardiaque), en cas de défaillance myocardique.

Des thérapeutiques adjuvantes telles que l'assistance respiratoire, la corticothérapie
substitutive pour pallier I'insuffisance surrénalienne relative liée au choc, le maintien
de la glycémie ou I'hémcdfiltration en cas de défaillance rénale font également partie
de la prise en charge (23).

Une antibiothérapie empirique a large spectre avec une ou plusieurs molécules doit
couvrir tous les agents pathogenes probables (couverture bactérienne et
potentiellement fongique ou virale). Le traitement antibiotigue est bactéricide et
intraveineux. L'antibiothérapie est débutée si possible aprés les prélevements
microbiologiques. Le choix de l'antibiothérapie dépend de la porte d’entrée, du
terrain, du caractére communautaire ou associé aux soins (risque de BMR) de la
bactériéemie. Chaque retard d'une heure dans I'administration d'antibiotiques
appropriés est associé a une augmentation mesurable de la mortalité et du risque
d’atteinte secondaire d’'organes (23,31-33).

Le choix du traitement antibiotique est le plus souvent probabiliste et repose sur
l'identification d’un foyer infectieux, I'évocation d’'un agent pathogene et la
connaissance des données épidémiologiques de la résistance. Le traitement
antibiotique empirique est défini comme une antibiothérapie a large spectre initiée
avant la disponibilit¢ de I'examen direct de I'hémoculture positive (observation
microscopique apres coloration au Gram). L’antibiothérapie
ciblée/efficace/appropriée se définit comme le traitement instauré secondairement,
adapté aux résultats microbiologiqgues. Une désescalade thérapeutique utilisant un
antibiotigue a spectre plus étroit (adapté a l'antibiogramme) est possible et
recommandée en cas de stabilisation clinique du patient et aprés identification du
pathogéne et de sa sensibilité. (23,32)

L’étude de Savage et al. (6) incluant 1190 patients, met en évidence que parmi les
bactériémies, 22.4% des patients ont regu un traitement initial inapproprié. Parmi
eux, un tiers (37.1%) sont admis en réanimation en choc septique. Les patients ayant
recu un traitement empirique inadéquat étaient également plus susceptibles d'avoir
contracté leur infection aux soins intensifs et d'avoir été infectés par Enterococcus
spp ou Candida spp., par rapport a ceux bénéficiant d'un traitement adéquat.

Une autre étude réalisée dans les hoépitaux d’ile de France, concernant 2013
épisodes bactériéemiques, met en évidence que le traitement anti-infectieux,
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administré avant la transmission au clinicien du premier résultat positif de
'hnémoculture, était adapté pour 1286 épisodes (63,9 %) et inadapté pour
266 épisodes (13,2 %). Aucun anti-infectieux n’avait été administré pour
461 épisodes (22,9 %). Le taux d’adaptation était supérieur lorsque la bactériémie
eétait d’'origine communautaire (71,7 % versus 52,9 %) (p < 0,01) (17).

L'étude de Kumar et al. (31) en 2006 met en évidence l'existence de retards
importants dans I'administration d'antibiotiques efficaces chez les patients en choc
septique. Parmi les patients qui n'étaient pas déja sous traitement efficace, le délai
médian avant I'administration d'un traitement antimicrobien efficace aprés le début
initial d'une hypotension récurrente ou persistante était de 6 heures. Seuls 14,5% de
tous les patients qui n'avaient pas recu d'antibiothérapie efficace avant le choc les
ont regus dans la premiere heure suivant la documentation de I'apparition d'une
hypotension récurrente ou persistante. Seuls 32,5% les avaient recus 3 heures aprés
le début de I'nypotension et 51,4% a 6 heures. Méme 12 heures aprés la premiére
occurrence d'hypotension récurrente ou prolongée, 29,8% des patients n'avaient pas
recu de traitement antimicrobien efficace.

Une étude rétrospective de 2154 cas menée sur 14 unités de soins intensifs aux
Etats-Unis et au Canada mettait en évidence que la durée de I'hypotension avant la
mise en place d’'une antibiothérapie efficace est corrélée a la mortalité (RR a 1.12
par heure de délai; p<0.001). Dans les 6 heures suivant la survenue de
I'hypotension, chaque heure est associée a une diminution de la survie de 7.6% (32).
Dans I'étude de Robineau et al. (4) en 2018 portant sur 121 hépitaux francais,
I'antibiothérapie empirique est appropriée pour 61% des individus présentant une
bactériémie. L’antibiothérapie ciblée est démarrée dans les 24 heures pour 45% des
individus et dans les 48 heures pour 82% des individus. Une antibiothérapie initiale
inappropriée lors de chocs septiques représente 20% des patients et est associée a
une diminution de la survie d’un facteur 5 (32,34).

Dans I'étude de Alfandari et al. sur 493 patients présentant une bactériémie dans les
hépitaux du nord de la France, Une antibiothérapie efficace a été observée dans
74 % des cas en probabiliste et 96 % en documenté. Le délai médian entre la
positivité de 'hnémoculture et I'instauration d’'un antibiotique actif était de 14 heures et
38 minutes. L’antibiothérapie probabiliste était conforme au référentiel local dans
77 % des cas. Seules 4 % des contaminations ont été traitées. La mortalité a j10
était de 12,1 %, plus élevée en cas de sepsis grave ou de choc septique (22,5 %)
que pour les bactériémies simples (7,1 % ; p < 0,0001) (18).

L'identification rapide des agents pathogénes et sa communication permet de passer
rapidement d’une antibiothérapie a large spectre a une thérapie ciblée (35), réduisant
potentiellement la toxicité des médicaments, la résistance aux antimicrobiens et les
colts des soins de santé. La communication du résultat de I'examen direct ou
« Gram » permet de réduire significativement la mortalité (36,37).

L’implication d’'une équipe référente infectieuse est associée a une diminution de la
mortalité. Cela s’explique par une gestion spécialisée : du choix de l'anti-infectieux
(diminution des larges spectres et du colt des traitements), de son dosage, des
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effets indésirables, des interactions médicamenteuses et d’un suivi personnalisé du
patient. L’association d’'une identification rapide par méthode moléculaire associée a
limplication d’une équipe référente infectieuse réduit le temps nécessaire a
I'adaptation thérapeutique vers une thérapie ciblée, améliore la survie des patients et
diminue I'émergence de la résistance aux antimicrobiens (1,4,33,37,38).

L’étude de Pliakos et al. en 2018 compare les difféerentes approches stratégiques, en
fonction de leurs colts et leur efficacité, associées ou non a l'implication d’'une
équipe référente infectieuse dans la prise en charge thérapeutique. Dans la Figure
12 issue de cette étude I'axe des y représente le colt moyen d'une stratégie, tandis
que l'axe des x représente l'efficacité moyenne d'une stratégie. Les stratégies
rentables sont représentées avec des marqueurs rouges, la stratégie de base est
représentée avec un marqueur noir et les stratégies restantes qui ne sont pas
optimales ou non rentables sont indiquées avec des marqueurs bleus (33).

Figure 12 : Plan de rentabilité pour selon les stratégies, étude Américaine,
Pliakos et al., 2018 (33)
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ASP : implication d’une équipe de referent infectieux, mRDT : test moléculaire rapide, PNA-
FISH : hybridation in situ en fluorescence d’acide nucléique peptidique, BC-GP : Puce a ADN
détectant les bactéries Gram positifs des hémocultures, BC-GN : Puce a ADN détectant les
bactéries Gram négatifs des hémocultures, Conventional laboratory méthodes : Méthode
conventionnelle de laboratoire.

Chez les patients atteints de bactériémie associée a un sepsis sévére ou de choc
septique, l'augmentation du volume de distribution conduit de nombreuses équipes
de soins intensifs a utiliser des doses élevées d’antibiotique. Cela pourrait également
étre utile pour les patients présentant un tableau clinigue moins sévére mais
possédant des facteurs de risques associés a une mortalité plus élevée (4).
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2. Aspects diagnostiques — hémocultures

a. Prélevement

L’examen « hémoculture » est défini par la culture bactériologique et/ou mycologique
de sang. En cas de suspicion de bactériémie associée a un sepsis ou d’endocardite,
il consiste a prélever, de préférence avant l'initiation d’un traitement antibiotique pour
ne pas fausser le résultat microbiologique, aseptiquement 40 a 60 mL de sang dans
4 a 6 flacons d’hémocultures pour un adulte. Ces flacons contiennent des milieux
riches pour la culture des micro-organismes aérobies et anaérobies. Chez I'enfant, la
concentration bactérienne dans le sang est plus élevée que chez l'adulte ce qui
permet chez le nouveau-né de limiter la quantité de sang a quelques millilitres. Le
volume de sang a mettre en culture est fonction du poids de I'enfant (de 0 a 40Kg).
Le prélevement est réalisé par ponction d'une veine superficielle, habituellement au
pli du coude, appelé « prélevement périphérique » ou a partir de dispositif
implantable type cathéter veineux ou central (artériel).

L’antisepsie de la peau doit étre rigoureuse afin d'éviter une positivité de 'examen
faussée par une contamination de I'échantillon avec des bactéries de la flore cutanée
telles que les staphylocoques a coagulase neégative, Corynebacterium spp., ou
encore Cutibacterium acnes. Le préléevement sur cathéter augmente le risque de
contamination et doit donc étre réservé a des indications particuliéres.

Aprés un lavage antiseptique des mains de I'opérateur, la détersion de la peau est
réalisée avec de l'alcool a 70 ° et sa désinfection par un produit iodé (habituellement
la polyvidone iodée) par une application soigneuse, large et prolongée (au moins une
minute). La désinfection du capuchon du flacon d'hémoculture doit étre réalisée avec
de l'alcool a 70 ° car liode peut détériorer les matériaux. La détersion et la
désinfection peuvent se faire avec de la polyvidone iodée alcoolique. L’opérateur doit
également respecter l'ordre de prélévement des flacons c’est-a-dire de toujours
commencer par un flacon aérobie afin de ne pas amener d’air dans les flacons
anaérobie et veiller a ce que les flacons soit correctement remplis. Il est
recommandé de prélever 10mL de sang par flacon et de répéter le nombre de
flacons afin de garder une bonne sensibilité au test pour détecter une bactériémie en
cours.

Pour une bactériémie, la qualité du diagnostic est équivalente quel que soit
l'intervalle entre deux prélévements: le prélévement « unique » optimise la
spécificite de I'hnémoculture en réduisant le risque de contamination. Pour une
suspicion d’endocardite, il est recommandé de pratiquer des prélévements multiples
du fait du caractére transitoire de la bactériémie dans ce contexte (5,39—41).

Les bouillons d’hémoculture peuvent également servir de milieu d’enrichissement
pour d’autres liquides corporels habituellement stériles tels que les liquides de
dialyse péritonéale, d’ascites, péricardique, synovial, pleuraux ainsi que les
prothéses articulaires pour détecter plus efficacement et plus rapidement des
potentiels pathogenes (42,43).
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Les modalités de prélevement des hémocultures influencant les performances de
'analyse (volume de remplissage des flacons et nombre de paires) peuvent étre
améliorées dans les services de soins par une intervention de formation des
médecins prescripteurs et des infirmiers/éres des services (44). Une prise en charge
immédiate des hémocultures permet de réduire en moyenne de 20 heures
'adaptation des antibiotiques (45).

b. Milieu de culture

Quel que soit le flacon, le milieu de culture est un milieu supplémenté en facteurs de
croissance, anticoagulants et parfois d’inhibiteurs d’antibiotiques.

Le sang des patients contient de nombreuses substances antibactériennes. La
dilution du sang dans le milieu de culture permettrait de diminuer I'effet de ces
substances inhibitrices présentes dans le sang (complément, lysosyme, cellules
phagocytaires, antibiotiques) de fagon satisfaisante. Le ratio sang-bouillon de culture
est habituellement compris entre 1/5 et 1/10 (vol/vol) mais peut atteindre des ratios
plus faibles (1/2.5 a 1/5) pour certains flacons de systemes automatisés.

Le flacon aérobie contient un bouillon type Trypticase soja. Le flacon anaérobie
contient un bouillon Wilkins Chalgren. Le chlorhydrate de cystéine présent dans ce
bouillon permet de réduire 'oxygene selon la réaction suivante :

2X-SH + 1202 —— X-&-5-X + H0 (46)

Le flacon aérobie présente une atmosphére aérobie enrichie en CO2 pour favoriser
la croissance de nombreux micro-organismes tels que les bactéries appartenant au
genre Haemophilus, Streptococcus, Neisseria, Campylobacter et Brucella. Le flacon
anaérobie contient une atmosphére anaérobie composée de CO:2 et de N2. Dans le
flacon anaérobie, le milieu doit étre suffisamment réducteur pour « piéger
'oxygene ».

Ces milieux sont enrichis en facteurs de croissance pour permettre la culture de
presque tous les micro-organismes. lls contiennentdes facteurs X et V
indispensables aux Haemophilus influenzae et favorisant également la culture de
bactéries plus rares comme Cardiobacterium et Actinobacilllus. lls contiennent de la
vitamine B6 (Pyridoxal) ou de la L-cystéine afin de faciliter la détection des bactéries
de culture lente ou difficile, comme certaines espéces de streptocoques
(Streptococcus adjacens, S. defectivus), les bactéries du groupe HACEK
(Haemophilus  spp., Actinobacillus actinomycetemcomitans, Cardiobacterium
hominis, Eikenella corrodens, Kingella kingae) ou encore Brucella spp.

Un anticoagulant est ajouté au milieu de base pour éviter la formation d’amas de
fibrine qui géneraient le traitement des bouillons mais surtout qui, en emprisonnant
les bactéries dans leur réseau, constitueraient une entrave a leur isolement. En regle
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générale, I'anticoagulant utilisé est le SPS (polyanéthol sulfonate de sodium), de
concentration comprise entre 0.0125% et 0.05% selon les fabricants, qui a aussi de
nombreuses activités inhibitrices vis-a-vis de la phagocytose cellulaire, du systéme
du complément, du lysosyme et méme de certains antibiotiques comme les
aminosides. Mais le SPS pourrait avoir un effet inhibiteur sur la croissance de
certaines especes de Neisseria spp, Peptostreptococcus anaerobius, Streptobacillus
moniliformis, Capnocytophaga spp., ou Gardnarella vaginalis.

Certains flacons contiennent des additifs : des résines ou du charbon actif capables
d’aprés les fabricants de neutraliser I'action des antibiotiques. Les résines a échange
de cations établissent des liaisons ioniques avec les antibiotiques chargés
positivement, tels que les aminosides. Les résines polymériques absorbantes se lient
aux régions hydrophobes de la quasi-totalité des antibiotiques.

Cependant leurs mécanismes restent insuffisamment documentés tant pour en
affirmer la nature que pour en préciser l'incidence. Il est surtout conseillé de pratiquer
le prélévement a distance de I'administration d’antibiotiques. (40,47,48)

c. Automate - Incubateur

La détection de croissance automatique en incubateur a permis d’améliorer les
performances de I'hémoculture en diminuant les délais de réponse grace a une
surveillance automatique et continue de la croissance microbienne : chaque flacon
dans l'incubateur dispose de sa propre cellule de lecture, chaque position de flacon
assure ainsi une double fonction d’incubation et de mesure. L’incubateur augmente
la vitesse de croissance des micro-organismes grace a I'agitation automatique des
flacons : l'agitation renouvelle les éléments nutritifs dans I'environnement des
bactéries et augmente la concentration d’oxygéne dissout dans le flacon aérobie.

L’offre en France est principalement constituée de trois appareils aux performances
proches : BacT/ALERT®3D (BTA3D) ou Bact/ALERT® VIRTUO™ chez bioMerieux®
et BACTEC™ FX chez Becton-Dickinson® (41,49).

Le principe général de détection de la croissance microbienne repose en une mesure
indirecte du dioxyde de carbone (CO2) dégagé par les bactéries soit par colorimétrie
(BacT/ALERT®) soit par fluorimétrie (BACTEC®) (5,50). Une alarme visuelle et/ou
sonore avertit de tout résultat positif.
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Tableau 5 : Comparaison des incubateurs

Principe
de
détection

Fréquence de
Type de
flacons

BACT/ALERT® ou VIRTUO®
(BioMerieux®)
Mesure du CO2 par colorimétrie

BACTEC™ (Becton-Dickinson®)

Mesure du CO2 par fluorimétrie

Si des micro-organismes sont présents dans I'échantillon testé, ils se
multiplient en métabolisant les substrats du bouillon de culture et

produisent du CO>

Le CO: entraine une diminution de
pH détectée par un « sensor » fixé
au fond de chaque flacon. Ce
« sensor » qui contient un indicateur
de pH change alors de couleur : il
passe du bleu-vert au jaune.

Le sensor est séparé du bouillon par
une membrane semi-perméable qui
ne laisse passer que le CO..
Toutes les 10 minutes une diode
électroluminescente (LED) projette
de la lumiére sur le détecteur. La
lumiére réfléchie est mesurée par un
photodétecteur.

La quantité de lumiére réfléchie est
proportionnelle a la quantité de CO:
produite. Cette mesure est ensuite
comparée a la mesure au moment
du dép6bt du flacon.

Un flacon sera détecté positif si la
production de CO. augmente de
fagon exponentielle. (40,50,51)
Toutes les 10 minutes

Le systeme FX utilise aussi un
sensor couplé a une membrane
semi-perméable.

Le CO2 généré par la croissance
microbienne entraine I'émission de
fluorescence mesurée par une
photodiode toutes les 10 minutes.

Toutes les 10 minutes

Plusieurs flacons sont disponibles : flacons aérobie, anaérobie, pour les
levures et champignons, et flacons pédiatriques (nécessitant un faible

volume de sang).
Flacons avec charbon pouvant
géner la lecture des examens
microscopiques

Flacons avec résine qui ne géne
pas pour la lecture des examens
microscopiques

L’incubation des flacons a 35°C qui était classiquement de 7 jours sans automate
peut étre réduite a 120h (5 jours) avec les automates, y compris pour les bactéries
historiquement a croissance lente (groupe HACCEK, Brucella spp. par exemple). Au-

dela de ce délai,

les micro-organismes détectés sont généralement des

contaminants. En cas de suspicion de candidémie, il est recommandé de prolonger
l'incubation jusqu’a idéalement 14 jours. En cas de suspicion d’endocardite, une
durée d’incubation de 10 a 15 jours est conseillée. (5,40)
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d. Prise en charge des flacons d’hémocultures positifs

Tous les flacons détectés positifs par l'automate doivent faire I'objet, le plus
rapidement possible, d’'un examen microscopique direct et d’'une subculture sur
gélose quel que soit le résultat de cet examen.

Les lames pour examens microscopiques et les subcultures sont réalisées a partir du
bouillon d’hémoculture sous un poste de sécurité microbiologique de type NSB-2.
Les lames pour examens microscopiques se font par coloration de Gram. Les
subcultures sont incubées a 35°C en atmosphéres aérobie, anaérobie, et CO2, sur,
au minimum des milieux supplémentés en sang et des milieux adaptés a la
morphologie de la bactérie et au contexte clinique, en prenant soin d’identifier les
géloses.

En fonction du micro-organisme observé a la coloration de Gram, il est possible
d’ensemencer des milieux plus appropriés si nécessaire. En cas de suspicion de
bactérie anaérobie (aspect au Gram, flacon anaérobie exclusivement positif), des
milieux spécifigues anaérobie sont ensemencés (un rosenow anaérobie est
ensemenceé et une gélose sang Schaedler incubée en anaérobiose).

Dans certaines situations lorsqu’un Bacille Gram négatif est observeé, un état frais
permet de voir la mobilité de certaines bactéries comme Pseudomonas spp.,
Campylobacter spp. notamment.

En I'absence de micro-organisme au Gram : un état frais peut étre réalisé afin
d’augmenter la sensibilité de lecture et ne pas « manquer » la présence de levures.
En plus des milieux habituels, des milieux spécifigues sont ensemencés afin
d’augmenter la sensibilité de détection des micro-organismes exigeants (par
exemple, un bouillon cceur-cervelle incubé 5j). Le bouillon d’hémoculture est ré-
incubé dans I'automate conformément aux recommandations du fournisseur.

Les résultats de I'examen direct sont communiqués aux services, ce qui permet un
échange clinico-biologique permettant au biologiste d’obtenir des informations
cliniques sur l'état du patient et son évolution depuis le prélevement des
hémocultures, de corréler la positivité des flacons avec d’éventuels autres résultats
biologiques et microbiologiques et d’apporter une aide a I'adaptation thérapeutique
ciblée.

L’identification du micro-organisme isolé dans le bouillon peut se faire par diverses
méthodes tels que I'étude de ses caracteres biochimiques (identification
Vitek®/Galerie Api®), par spectrométrie de masse (MALDI-TOF), par agglutination
(principalement pour les staphylocoques et streptocoques) ou encore par biologie
moléculaire (PCR)(5,41).
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e. Interprétation des hémocultures positives

Des exemples d’interprétations des résultats d’hémocultures avec préléevement
multiple sont apportés par le REMIC, référentiel en microbiologie médicale, rédigé
par la Société Francaise de Microbiologie.

La contamination de ces prélévements représente jusqu’a un tiers des flacons
d’hémocultures positifs. Cette contamination s’effectue au moment de I'effraction
cutanée nécessaire au prelevement. Elle comprend des micro-organismes dont la
pathogeénicité est discutable. Les micro-organismes principalement retrouvés parmi
ces contaminations font partie de I'environnement ou de la flore cutanée tel que les
staphylocoques a coagulase négative et d’autres micro-organismes possédant une
faible ou absence de virulence tel que Micrococcus spp., Cutibacterium acnes,
Bacillus spp. et Corynebacterium spp. (5,11). Parmi les staphylocoques a coagulase
négative isolés depuis les hémocultures, 77% d’entre eux sont des contaminants
avérés (52). La multiplication des prélévements est une aide a la détermination des
contaminants. Son interprétation se fait d’aprés I'espéce isolée et le nombre de
prélevements positifs.

Malgré ces régles d’interprétation, les conclusions sont délicates en cas de
bactériémies liées a un dispositif intra-vasculaire. Des investigations peuvent étre
réalisées sur les hémocultures prélevées sur le dispositif et en périphérie
(hémocultures différentielles) afin d’'incriminer ou non un dispositif intra-vasculaire
comme porte d’entrée.

Une évaluation de la sensibilité aux agents antimicrobiens doit étre réalisée pour tout
micro-organisme isolé potentiellement pathogéne. En cas de prélevements positifs
multiples montrant des isolats de la méme espece, I'étude de la sensibilité aux anti-
infectieux pourra ne pas étre répétée sur chaque isolat tout en tenant compte de
I'évolution de la sensibilité sous pression thérapeutique. L'évaluation de la sensibilité
aux anti-infectieux peut étre renouvelée en cas de suspicion d’échec thérapeutique.
Les staphylocoques a coagulase négative constituent un cas particulier, notamment
en raison de la difficulté a établir le caractere monomicrobien des subcultures. En
'absence de recommandation et d’étude sur le sujet, il est prudent de réaliser une
identification et un antibiogramme sur au moins deux flacons provenant de la méme
série ou de deux paires différentes afin d’affirmer le caractéere monomicrobien des
isolats (40).

Aux suites de lidentification et en connaissance de données cliniques, le biologiste
peut dans certaines situations pertinentes approfondir I'investigation en recherchant
des mécanismes de résistances précis par des tests rapides supplémentaires (par
méthode phénotypique ou génotypique).
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f. Stratégies permettant d’augmenter la rapidité de la
documentation

Les méthodes basées sur la culture restent la méthode de référence pour identifier le
micro-organisme responsable de bactériémie associée a un sepsis. Pourtant, le
rythme imposé par les exigences de temps de croissance de ce dernier est peu
compatible avec le « besoin de vitesse » dans un contexte de bactériémie associée a
un sepsis. Des méthodes rapides d’identification et de mise en évidence de
résistances aux antibiotiques contribuent a réduire les délais de production de
résultats et apportent une réelle plus-value dans la prise en charge thérapeutique,
améliorant la survie des patients et diminuant la durée d’hospitalisation (4,37,53).
Leur intégration dans la routine des laboratoires résulte de choix propres a chaque
site. Elles peuvent étre effectuées directement a partir du bouillon d’hémoculture
positif ou aprés une courte période d’incubation sur gélose (5h, par exemple). Cela
permet de réduire pour certains micro-organismes le délai d’identification et
d’antibiogramme d’environ 20h, avec une surcharge de travail technique trés faible et
dans le respect des bonnes pratiques (40).

i.  Meéthode phénotypique par spectrométrie de masse

L'identification par MALDI-TOF MS est basée sur la comparaison des profils
protéiques obtenus par spectrométrie de masse a partir d’'un échantillon bactérien ou
fongique, avec une base de données de profils obtenus a partir de micro-organismes
caractérisés (Figure 13). MALDI-TOF MS est un outil précis et rapide dont les
performances dépendent largement de la pureté et de la quantité du micro-
organisme étudié (5,54). C’est une technique classique et accessible pour
I'identification bactérienne en laboratoire.
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Figure 13 : Principe de l'identification bactérienne par spectrométrie de masse
d’aprés Croxatto et al. (55)
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L’applicabilité générale de cette technique pour lidentification bactérienne est
réalisable a partir de colonies bactériennes obtenues aprés 20+4h de culture sur
gélose, mais également sur culture dites « précoces » sur gélose, et directement a
partir du bouillon d’hémoculture positif avec 95% de concordance avec la méthode
de référence (54).

e Identification sur cultures « précoces »
La performance de MALDITOF-MS pour l'identification directe de micro-organismes
issus d'hémocultures positives aprés 5h d’incubation sur gélose obtient de bons
résultats avec une concordance avec les méthodes conventionnelles proche de 90%
au genre et >85% au niveau de l'espéce (56).

¢ Identification a partir du bouillon positif
Les spectres de masse générés a partir d'échantillons d'hémocultures avec une
charge bactérienne élevée (> 108 UFC/ml) ressemblent étroitement a ceux obtenus a
partir de colonies prélevées sur gélose. A des inoculums inférieurs, les pics de fond
non bactériens deviennent plus importants et influencent I'adéquation du spectre. Les
scores d'identification des échantillons enrichis de 107 UFC/ml sont significativement
inférieurs a ceux des subcultures, mais la meilleure correspondance dans la base de
données représente de maniére cohérente l'identification d’espéce correcte. A 108
UFC / ml, les spectres deviennent indiscernables de ceux des hémocultures stériles
et donnent des identifications incorrectes a faible score en raison de I'appariement
arbitraire des pics non bactériens (54). Par conséquent, I'enrichissement bactérien et
les procédures de purification sont nécessaires pour les hémocultures positives, qui
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contiennent des concentrations élevées de matériel non-microbien pouvant interférer
avec l'identification.

Plusieurs méthodes internes et commerciales ont été développées pour isoler et
concentrer les micro-organismes des hémocultures positives. Elles comprennent des
méthodes de centrifugation par lyse, utilisant la saponine ou autres méthodes
équivalentes de détergent doux, la méthode du séparateur de sérum ou encore le kit
commercial MALDI Sepsityper® (Bruker Daltonics®). Ces protocoles de préparation
de culots peuvent non seulement étre utilisés pour l'identification de MALDI-TOF MS
mais fournissent également suffisamment de matériel de départ pour d'autres
applications en aval, y compris la coloration de Gram, la réalisation d'un
antibiogramme et des tests rapides basés sur la PCR. L’identification par
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF réalisée directement a partir de flacons
signalés positifs par 'automate a été validée avec des performances satisfaisantes,
bien qu’opérateur dépendant, pour de nombreux protocoles. Les performances de
I'identification varient en fonction de la méthode d’enrichissement et de purification.
De mauvaises identifications de MALDI-TOF MS a partir de préparations
d'hémoculture sont principalement observées avec des bactéries difficiles a lyser
(par exemple Klebsiella pneumoniae), des especes bactériennes étroitement liees
(Streptococcus du groupe mitis) et des bacilles tels que les anaérobies qui sont mal
représentés dans la base de données du MALDI TOF MS (5). La mise en ceuvre de
ces méthodes commerciales ou non nécessite un temps technique variant de 15
minutes a 2 heures selon le protocole et permet de gagner 24 heures dans le délai
de rendu de l'identification, mais doit tenir compte des contraintes d’intégration dans
le flux du travail de routine (40).

Le kit commercial MBT STAR®-Carba IVD assay (Bruker Daltonics®) en association
avec le MALDI TOF MS permet [lidentification rapide des micro-organismes
(obtenues par culture ou a partir du bouillon positif) et simultanément la détection de
l'activité carbapénémase de la souche. Ce kit est performant pour la détection des
entérobactérales et Pseudomonas spp. productrices de carbapéneémases mais
manque de sensibilité pour les souches de Acinetobacter spp.. C’est une méthode
fiable mais les étapes fastidieuses de préparation des échantillons (incubation en
solution pendant 30 a 60min) et les colts des réactifs doivent étre pris en compte
avant leur mise en ceuvre (5,57).

ii. Méthode génotypique par PCR

Les méthodes moléculaires sont généralement plus rapides que les approches
phénotypiques car elles sont indépendantes de la culture. Cependant, I'utilisation de
méthodes basées sur I'amplification d’acides nucléiques telles que la PCR doit faire
face a plusieurs limites associées a un échantillon de sang : la présence d'inhibiteurs
de PCR, la présence d'une grande quantité d’acides nucléiques non microbiens, la
présence d'ADN contaminant, et la persistance de I'ADN des micro-organismes
morts.
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Des tests rapides basés sur la PCR qui permettent la détection et l'identification de
S. aureus sensible a la méticilline (SASM) et de S. aureus résistant a la méticilline
(SARM) ont été développés pour les hémocultures en raison de l'impact clinique et
épidémiologique préoccupant de ce pathogene. Les systémes de détection rapide
basés sur la PCR SASM / SARM tels que GeneXpert® MRSA / SA BC (Cepheid®) et
le StaphSR assay® (BD GeneOhm®) sont basés sur la PCR multiplex en temps réel
pour détecter S. aureus et la présence du géne mecA. Les résultats sont obtenus en
environ 1,5 h (5,37,58). Sa simplicité d’utilisation et de mise en place dans un
laboratoire en fait un atout dans la prise en charge microbiologique.

Le Filmarray® de BioMérieux® utilise également la PCR pour amplifier des génes
d’'intéréts. Cet automate s’inscrit dans une démarche de diagnostic syndromique
détaillé ci-aprés.

Des méthodes d'amplification moléculaire peuvent étre nécessaires pour la détection
de certains organismes (par exemple, Tropheryma whipplei). Dans de rares cas
d'endocardite a culture négative, la réaction en chaine par polymérase (PCR) pour
amplifier le géne codant pour 'ARN ribosomal 16S et le séquencage de I'ADN du
tissu valvulaire, peuvent aider a déterminer un agent étiologique (39).

ii.  Méthode génotypique par hybridation

L'hybridation des sondes et les puces a ADN (ou « microarrays ») ne sont pas des
méthodes basées sur [I'amplification d’acides nucléiques. Elles sont moins
influencées par la présence d’inhibiteurs et moins sujets a la contamination mais
nécessitent une charge bactérienne ou fongique élevée. Par conséquent, ces
méthodes sont utilisées sur hémocultures positives dans lesquelles la charge
bactérienne peut atteindre jusqu’a 108 a 10° UFC/ml.

Le principe d’'une puce a ADN réside dans I'hybridation entre deux molécules d’ADN
simples brins complémentaires. L’échantillon amplifi€ (ADN ou ARN), marqué de
maniere fluorescente, est mis en contact avec la puce portant une multitude de
sondes qui sont des fragments d’ADN ou des oligonucléotides de séquence connue.
Aprés lavage du matériel fixé de maniere non spécifique, le signal est quantifié au
niveau de chaque sonde. Les puces a ADN permettent de détecter un nombre limité
d’espéces qui couvrent 90 a 95% de tous les agents pathogénes responsables de
bactériémies. Le délai d'exécution est d'environ 2,5 a 4 heures avec une sensibilité
variant de 10 a 10° UFC / ml. Contrairement a I'hybridation in situ en fluorescence,
les puces a ADN contiennent généralement des sondes pour la détection des genes
de résistance tels que mecA, vanA / vanB et blaKPC. Par exemple, le Verigene®
(Luminex®) comprend deux kits distincts pour la détection de 12 bactéries Gram
positif et 9 Gram négatif et leurs marqueurs de résistance avec une sensibilité allant
de 81 a 100% et une spécificité supérieure a 98%. Le test Prove-it Sepsis®
(Mobidiag®, Esbo, Finlande) combine une PCR avec une puce a ADN pour un temps
de réalisation de 3h30, et a une sensibilité de 95% et spécificité de 99% (5,37,58).
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L’hybridation in situ par fluorescence (FISH), qui comprend la liaison spécifique de
sondes fluorescentes d'acides nucléiques d’identités connues sur des séquences
d'ADN complémentaires faisant parties du génome du micro-organisme inconnu a
identifier (ARNr 16S pour les bactéries et I'ARNr 18S pour les champignons), peut
étre effectuée directement a partir des hémocultures positives. La liaison spécifique
est observée a l'aide d'un microscope a fluorescence. Le choix de la sonde dépend
de la coloration de Gram : sondes staphylocoques (S. aureus / staphylocoques a
coagulase négative), sondes entérocoques (Enterococcus faecalis / Enterococcus
faecium), sondes bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli / Pseudomonas
aeruginosa / Klebsiella pneumoniae), sondes de levures (Candida albicans / Candida
glabrata |/ Candida parapsilosis /| Candida krusei) par exemple. Les solutions
commerciales PNA-FISH® et Quick-FISH® (AdvanDx®, Woburn, MA, USA) affichent
un temps de résultat d'environ 1,5 a 3 h avec une sensibilité et spécificité de 97—
100% et 90-100%, respectivement. Le systéme AccuProbe® (Gen-Probe®, San
Diego, CA, USA) est basé sur une sonde ADN capable de détecter S. aureus,
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus spp. et les streptocoques du groupe A et
B. La sensibilité et la spécificité sont supérieures a 97%, avec a l'exception des
sondes Staphylococcus aureus qui démontrent une sensibilité de 99,8% et spécificité
de 80,8%. Le systéme Accelerate Pheno® (Accelerate Diagnostics®, Inc. Tucson, AZ,
USA) présente des résultats d’antibiogramme a partir des bouillons positifs dans
58.1% des cas, avec une sensibilité de 94.7% et une spécificité de 98.9%. Ce
systeme rend une identification, réalisé grace a la méthode FISH, en 1,4 heures. La
sensibilité aux antimicrobiens est mesurée grace a [lutilisation de [Iimagerie
microscopique. L'inoculum est mis en croissance avec une seule concentration de
différents antibiotiques, et les différents profils et cinétiques de croissance capturés
sont analysés et comparés a une base de données, permettant au module de
déterminer les CMI en 6.6 heures.

Bien que la technologie FISH permette d'identifier les bactéries et les levures les plus
courantes dans le sang, certaines bactéries ne peuvent étre identifiées qu'au niveau
du genre en raison du nombre limité de sondes spécifiques aux especes disponibles
(5,37,58,59).

iv.  Approche syndromique

L’approche syndromique pour le diagnostic de maladie infectieuse est une approche
diagnostique probabiliste qui cible un large éventail d’étiologies différentes sur un
échantillon qui vient d’'un prélevement réalisé sur un organe ciblé (pulmonaire,
méninge, sanguin).

Le principe repose sur [l'utilisation d’'une méthode génotypique par PCR. Les
techniques qui en découlent testent plusieurs possibilités étiologiques (bactéries,
virus, champignons) dans le but de mettre en évidence la présence du pathogéne
responsable de l'infection ainsi que des mécanismes de résistance ciblés. Elles se
présentent sous la forme d'un kit qui contient un panel de génes a analyser.
L’avantage de cette méthode est qu’elle permet un rendu trés rapide de résultats en
prenant en compte les pathogénes les plus fréquemment rencontrés dans une
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infection donnée, permettant ainsi au clinicien d’engager une antibiothérapie orienté
ou du moins tres ciblée. Les limites de cette méthode sont d’'une part, 'absence de
détection d’'un organisme absent du panel et d’autre part, du point de vue du
laboratoire, I'approche syndromique peut déresponsabiliser le clinicien qui limite les
recherches de diagnostics et se contente de demander un diagnostic rapide pour
I'échantillon a tester.

Parmi les grands fabricants proposant des panneaux syndromiques, on peut citer : le
FilmArray® de bioMerieux®, qui utilise la PCR imbriquée dans des microréservoirs
séquentiels, avec détection de fluorescence en aval. C’est un systeme multiplex
basé sur la PCR concu pour détecter 25 micro-organismes (90 a 95% des agents
pathogénes impliqués dans les hémocultures) et les génes de résistance mecA,
vanA et vanB et blaKPC (5,58). L'effet clinique et économique du FilmArray® sur les
patients est associé a des réductions significatives de la mortalité, des jours et des
colts d’hospitalisation en soins intensifs et des colts totaux. Les résultats du panel
FilmArray® ont également un effet significatif sur le traitement a la vancomycine. Son
utilisation favorise la mise en place d'un traitement ciblé plus précoce pour les
entérocoques résistants a la vancomycine et entraine une moindre utilisation de la
vancomycine pour traiter les bactériéemies a Staphylococcus aureus ou
staphylocoques a coagulase négative sensibles a la méticilline (37) ;

Le systéme ePlex® de GenMark®, pour qui la détection de pathogénes implique des
sondes oligonucléotidiques marquées au ferrocéne, qui s'associent a des électrodes
via des événements d'hybridation amplicon-sonde, modifiant I'impédance de maniére
mesurable ;

Le Verigene® de Luminex®, qui détecte les amplicons grice a des sondes
oligonucléotidiques conjuguées or / argent et un phénomene de champ évanescent ;
Les systémes de cytométrie en flux xTAG® et NxTAG®, également de Luminex®, qui
utilisent des microbilles a code a barres fluorescentes pour cibler les amplicons ;

Le systtme BD MAX® de BD®, une plate-forme qPCR qui permet le multiplexage
gréce a la robotique automatisée ;

Et la plate-forme T2Dx® de T2 Biosystems®, qui utilise la relaxométrie RMN pour
détecter I'agglomération médiée par amplicon des sondes de capture (60-63).

v. Meéthodes sur sang direct

Les analyses moléculaires sont de plus en plus utilisées dans les laboratoires de
bactériologie comme alternatives rapides aux méthodes basées sur la culture. Des
tentatives ont été faites pour détecter directement des agents pathogénes et
des marqueurs de résistance par PCR sur des échantillons de sang sans incubation
préalable (Roche® LightCycler® SeptiFast, Seegene® MagicPlex® Sepsis test,
Abbott® Iridica®). Cependant, ces tests n'ont pas rencontré un large succés en raison
de leur sensibilité et spécificité moyennes et le manque d'automatisation
compléte. De plus, ces tests ne recherchent qu'un nombre limité de genes de
résistance aux antibiotiques de sorte que le schéma probabiliste ne peut étre adapté
gu'en fonction des espéces bactériennes (1).
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Plus récemment, un test basé sur la résonance magnétique (T2Bacteria® Panel,
T2Biosystems®) a été rendu disponible et a montré une sensibilité plus élevée (90%)
que les méthodes précédentes avec un temps de rotation plus court (3h30 contre 5 a
8 heures) (1). Le principe de cette méthode réside dans I'amplification d’ADN des
bactéries en utilisant une polymérase thermostable et des amorces spécifiques a la
cible puis la détection des signaux d’agglomération des amplicons de particules par
résonance magnétique. Ce test permet d’identifier 5 bactéries courantes
responsables de bactériémies (E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa
et E. Coli) (37,64).

vi.  Autres méthodes et conclusion

Pour la plupart des agents étiologiques d'endocardite infectieuse, les méthodes
conventionnelles d'hémoculture suffiront. Cependant, certains agents étiologiques
moins courants ne peuvent pas étre détectés avec les méthodes actuelles
d'hémoculture. Les agents étiologiques les plus courants de I'endocardite a culture
négative, Bartonella spp et Coxiella burnetii, peuvent souvent étre détectés par des
tests sérologiques conventionnels (39).

Chaque technique présente des avantages et des inconvénients, liés aussi bien a
des aspects pratiques, qu’économiques. Bien que I'hybridation in situ soit la
technique la plus rapide et la plus performante, les techniques commerciales qui en
découle reste néanmoins couteuses. Les laboratoires d’analyse médicale peuvent
étre amenés a privilégier des techniques de PCR moins couteuse que I'hybridation in
situ qui reste pourtant tres efficace avec un bénéfice important pour la prise en
charge des patients.

Le choix de la technique utilisée dépend de sa performance, son codt, son gain de
temps sur le rendu des résultats et sa praticabilité. La réalisation d’'une analyse
faisant appel a une techniqgue de PCR est fonction du contexte clinique : son
utilisation peut apporter un bénéfice pour une infection grave en soin intensif mais
est peu contribuable et trop colteuse pour une infection communautaire non grave.
Dans le cas des bactériémies, les méthodes phénotypiques sont tout aussi efficaces
et performantes que les méthodes génotypiques pour apporter une information
cliniguement pertinente dans la prise en charge thérapeutique et a moindre codt.
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Tableau 6 : Tableau comparatif des capacités des techniques commerciales
disponibles pour 'identification/antibiogramme rapide a partir des bouillons
d’hémocultures positifs (25).

Technologie Identification ~ Détection de  Antibiogramme Temps d’obtention des
résistance résultats

PCR Oui Non Non 1-3 heures

PCR Multiplex Oui Oui* Non 1-2 heures

Puce a ADN Oui Oui Non 2.5 heures

MALDI-TOF Oui Non Non 5-24 heures

FISH Oui Non Non 1 heure

FISH et Oui Oui Oui 1.25 heures pour

cinétique de I'identification et 5 heures

croissance pour I'antibiogramme

*Spécifique a certaines techniques qui ciblent les génes responsables de résistances

Différentes modalités méthodologiques de réalisation d’antibiogramme permettent un
rendu rapide des résultats tels que sa réalisation a partir de cultures précoces, a
partir d’'un culot de centrifugation du bouillon d’hémoculture ou directement par
dilution a partir du bouillon. Dans les recommandations du CA-SFM/EUCAST,
I'antibiogramme direct a partir des flacons positifs par méthode de diffusion est validé
(40).

lIl. Antibiogramme

L’antibiogramme est un examen complexe dont le paramétre principal est la souche
bactérienne qui est un organisme vivant dont la variabilité est impossible a maitriser,
connaitre ou prédire. L’'antibiogramme permet de mesurer la sensibilité aux
antibiotiques d’'une souche bactérienne.

Les données de l'antibiogramme sont essentielles puisqu’elles guident le choix
thérapeutigue du clinicien et permettent le traitement adapté des infections
documentées. Collectivement, elles permettent de surveiller I'évolution de la
résistance des bactéries aux antibiotiques et contribuent ainsi a définir le traitement
empirique des infections non documentées. Des mises a jour régulieres des
stratégies de traitements empiriques sont nécessaires pour ajuster la thérapeutique a
I'environnement microbiologique local (4).

1. Meéthodes

L’antibiogramme se réalise selon les recommandations apportées par 'TEUCAST et
le CA-SFM/EUCAST. Dans certaines situations et pour certaines souches, il existe
des marqueurs pour une famille d’antibiotiques (il n'est bien sir pas possible de
tester toutes les bétalactamines par exemple) qui permettent d’obtenir un phénotype
de résistance « observé » et de déduire toutes les résistances croisées pour un
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panel de molécules (65). L’interprétation phénotypique du biologiste reste essentielle
a l'observation des erreurs analytiques inhérentes aux techniques utilisées et au
caractére aléatoire de I'étude du vivant.

Un antibiogramme, quelle que soit la méthode utilisée, se réalise a partir d’'un
inoculum qui correspond a une suspension bactérienne en solution salée, atteignant
une turbidité équivalente a celle de l'étalon 0,5 de la gamme de McFarland.
L’inoculum se réalise le plus souvent a partir de colonies bactériennes, prélevées a
I'aide d’'une cese ou écouvillon stérile, aprés un temps de pousse suffisant sur gélose
pour étre isolé afin de pouvoir prélever les colonies ayant le méme aspect.
L’'inoculum peut également se réaliser a partir d’'un milieu de culture, supposé
monomicrobien, tel que 'hémoculture (9,66).

La méthode de référence reconnue au niveau international consiste a déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI) de chaque molécule antibiotique. En
pratique courante, plusieurs méthodes ont été développées et standardisées pour
exécuter ces antibiogrammes, les unes utilisant des tests de diffusion (méthode des
disques ou méthode par bandelettes), les autres des tests de dilution en bouillon
(microdilution) tels que ceux utilisés dans certains automates (Vitek® 2, Phoenix®,
Microscan®), comprenant souvent un logiciel expert.

a. Diffusion en milieu solide

L’antibiogramme par la méthode de diffusion en milieu gélosé est une technique
utilisée depuis de nombreuses années et la plus largement utilisée en biologie
médicale. Elle permet de tester la majorité des bactéries pathogénes y compris les
micro-organismes exigeants.

La réalisation de cette méthode effectuée a partir d’'une suspension bactérienne de
0.5 McFarland et doit étre ensemencée de préférence dans les 15 minutes suivant
sa préparation sur des milieux gélosés (MH ou MH-F) standardisés choisis en
fonction du micro-organisme a analyser. L’ensemencement s’effectue de maniére a
recouvrir I'intégralité de la gélose en utilisant un rotateur automatique de plaque ou
par technique de stries sur 3 directions, en s’assurant qu’il n’y ait pas d’espace entre
ces stries. Le dép6t des disques d’antibiotiques, calibrés en taille et en concentration
d’antibiotique, doit s’effectuer dans les 15 minutes qui suivent 'ensemencement de la
gélose a partir de la suspension. Un dépbt effectué au-dela de ce temps risque de
rendre le disque inefficace du fait d’'une pousse précoce des micro-organismes et
donc de fausser l'interprétation du diamétre d’inhibition. Quelques secondes aprés le
dépbt des disques, l'antibiotique diffuse du papier vers la gélose selon deux
directions, l'une verticale (vers le fond de la gélose), l'autre horizontale, de fagon
supposée homogéne autour du disque. Cette double diffusion crée ainsi un gradient
de concentration homogéne décroissant du bord de la pastille vers I'extérieur. Aprés
ensemencement de la gélose par la bactérie a tester, la croissance de celle-ci se fait
tout autour du disque, en s’arrétant pour former un halo d’'inhibition de la croissance
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a I'endroit ou la concentration du gradient dans la gélose est égale a la concentration
minimale inhibitrice (65).

Figure 14: Gradient d’inhibition autour d’un disque d’antibiotique sur gélose
(65)

Le nombre de disques (6 a 12) ainsi que l'espace entre ces disques sont
standardisés sur la gélose afin d’éviter un chevauchement des diamétres d’inhibition,
qui empécherait sa lecture, et de permettre la mise en évidence de certains
mécanismes de résistances observable par synergie ou induction. L’incubation de
ces milieux de culture s’effectue généralement a 35£1°C pendant une période de
1812 heures dans une atmosphére propice au développement propre au micro-
organisme étudié (9,66).

La lecture du diamétre d’inhibition se fait visuellement, de maniere manuelle a I'aide
d’un instrument de mesure ou automatisée grace a des instruments tels que
SRIScan® 2000 Automatic (i2a®), Adagio® (BioRad®) ou BIOMIC® V3 (Giles
Scientific®) pouvant inclure I'incubation aérobie des plaques et utilisant des caméras
basse résolution pour lire les diamétres d’inhibition avec des niveaux de performance
acceptables pour les micro-organismes couramment isolés en routine (67).

b. Antibiogramme automatisé

De nombreux automates existent (Vitek® 2, Phoenix®, Microscan®), parmi eux,
l'automate Vitek® 2 utilise une technique en milieu liquide avec une lecture
spectrophotomeétrique de micropuits contenant des dilutions d’antibiotiques choisies
pour encadrer les concentrations critiques de chaque molécule et un contréle de
culture. L’automate Vitek® 2 est un systéme entiérement automatisé, qui gére
I'incubation, la décision de lecture et la lecture elle-méme.

Sa technique de détection est basée sur un principe de calcul des CMI a partir d’'un
algorithme appliqué a la vitesse de croissance en l'absence et en présence
d’antibiotique sur une incubation de 6 a 8 h (68)
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L’appareil utilise des cartes en plastique comprenant 64 micro-puits dédiés a
I'antibiogramme qui contiennent les antibiotiques sous forme déshydratée. Un
nombre limité de concentrations d’antibiotiques (1 a 6 concentrations d’épreuve de 9
a 20 antibiotiques) est utilisé pour couvrir les concentrations d’intérét thérapeutique.

Figure 15 : Carte Vitek® dédiée a I’antibiogramme en milieu liquide
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L’appareil est équipé d’'une « Smart Carrier Station » qui comprend une unité de
base avec microprocesseur, une cassette d’'une capacité de 15 cartes et un lecteur
de codes-barres. L’'inoculum est préparé manuellement. Aucun réactif n’est a ajouter.
Les cartes sont placées dans la cassette, des puces électroniques permettent le
transfert de I'information numérisée a l'incubateur-lecteur. Une fois la cassette mise
dans le poste de chargement du Vitek® 2, elle est automatiquement déplacée au
travers des postes: de lecture des codes-barres, de dilution de [linoculum,
d’inoculation puis de fermeture de la carte. Le systéme de transport place alors les
cartes sur un carrousel pour I'incubation. Chaque carte est déplacée vers le poste de
lecture toutes les 15 minutes pour une mesure de la transmission de la lumiere
proportionnelle a la croissance bactérienne. Une analyse par régression linéaire
calcule les CMI a l'aide d’un algorithme et les résultats sont disponibles en 4 a 16 h
(68,69).

Les résultats produits sont interprétés en 3 catégories cliniques : sensible (S),
intermédiaire (l) ou résistant (R) avec détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) calculée. Lorsque la pousse est insuffisante, le résultat indiqué est
indéterminé (TRM).

Les résultats sont interprétés par un logiciel expert: Advanced Expert System™
(AES), qui fournit par ailleurs des renseignements sur la cohérence des résultats
obtenus et les mécanismes de résistance éventuellement identifies : Penicilinase
acquired, SHV1 hyperproduction, Extended spectrum Beta-Lactamase, ESBL (CTX-
M LIKE), BLSE + Impermeability (cephamycins), High level cephalosporinase
(AmpC), Impermeabilty Carba (+BLSE or +AmpC HN), ou autre mécanisme. Un
module de contréle qualité est intégré au logiciel.

L’automatisation de I'antibiogramme a considérablement réduit le temps de travail,
augmenté la sécurité pour le personnel en diminuant les contacts avec les
échantillons et, pour les systemes rapides, accéléré la réponse au clinicien. De plus,
'automatisation a significativement amélioré la fiabilité des résultats grace a la
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standardisation des réactifs et de la procédure et a l'informatisation qui évite les
erreurs de catégorisation et de transcription (68).

c. Mesure de la CMI

La CMI est la plus faible concentration d’antibiotique capable d'inhiber toute
croissance visible de la souche bactérienne étudiée (bactériostase) exprimée en
mg/L ou pg/mL. La CMI du couple antibiotique/bactérie est a comparer aux
concentrations critiques des référentiels de microbiologie (CA-SFM/EUCAST). Les
concentrations critiques correspondent aux concentrations sériques ou tissulaires a
atteindre en fonction des voies d’administration et des posologies recommandées
(de quelques milligrammes a plusieurs grammes par jour). La concentration critique
haute définit la résistance et la concentration critique basse définit la sensibilité de la
bactérie.

Dans certaines situations critiques, la catégorisation S/I/R d’'une bactérie pour un
antibiotique ne suffit pas. La mesure des CMI représente un complément
d’'information décisif a celles obtenues par I'antibiogramme réalisé par diffusion en
milieu gélosé. Il importe cependant de connaitre les limites et les incertitudes pesant
sur chacune de ces deux approches. L’antibiogramme par diffusion reste
incontournable dans l'appréciation visuelle de certains mécanismes de résistance
grace aux interactions entre antibiotiques (synergie d’effet, induction de résistance)
et est suffisant dans l'étude de la sensibilité des bactéries impliquées dans les
infections peu sévéeres ou pour des sites facilement accessibles pour I'antibiotique.
Les méthodes automatisées ont également recours a des techniques pour
déterminer certaines caractéristiques phénotypiques de résistances bactériennes. La
détermination des CMI permet une meilleure évaluation du niveau de sensibilité de la
souche a certains antibiotiques par nécessité de résultats plus précis que ceux
apportés par la méthode en diffusion, comme dans les situations suivantes : dans les
bactériémies, les infections sévéres, les infections ostéo-articulaires, pour les
patients en réanimation et les situations ou il est important de savoir si les objectifs
thérapeutiques sont atteints (rapport concentration/CMI par exemple) (70).

La réalisation des CMI des antibiotiques utilisés en thérapeutique est nécessaire
dans les infections graves, notamment dans un contexte de réanimation ou les
infections sont plus séveres, sur des terrains souvent débilités. Dans ces cas
d’infections séveres, la/les bactérie(s) en cause(s) doit/doivent étre traitée(s) en
fonction des objectifs de pharmacocinétique et pharmacodynamie de I'antibiotique :
la concentration en antibiotique doit étre ajustée en fonction de la CMI (par exemple,
lors d’'une infection sévere a bacille Gram négatif, la concentration d’antibiotique au
site de linfection doit étre a 100% du temps entre 4 et 8 fois la CMI) (71,72). La
réalisation des CMI couplées aux dosages d’antibiotiques permet de mieux prévoir
I'efficacité du traitement. C’est le cas aussi en cas d’inefficacité du traitement alors
que la souche apparait sensible a I'antibiogramme, en I'absence de cause évidente
d’inefficacité (abcés non drainé, posologie inadéquate, etc.) (70).
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I.  Technique de référence

La mesure des CMI en microdilution en bouillon de Mueller Hinton ou en milieu
liquide est le standard de référence internationale pour les bactéries aérobies non
exigeantes (ISO 20776-1). Elle consiste a mesurer des concentrations minimales
inhibitrices d’un couple bactérie/antibiotique et a les rapporter aux concentrations
critiques de ce couple.

L’inoculum bactérien standardisé est placé dans des tubes contenant un bouillon de
Mueller-Hinton chargé par des dilutions au demi de concentration d’antibiotique a
tester. La CMI correspond a la concentration de l'antibiotique contenue dans le
premier tube dont la pousse a été inhibée par I'antibiotique aprés 24 h d’incubation
avec la bactérie. L'observation de la pousse de la souche bactérienne s’effectue par
'observation d’un trouble dans le milieu. Cette méthode ne permet de tester qu'un
antibiotique par gamme.

Figure 16 : Détermination d’'une CMI en milieu liquide
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Peu praticable en routine, elle reste une méthode de référence. Elle est tres utilisée
pour I'étude des souches bactériennes destinées a la publication scientifique. Son
principe fonde la base de la technique automatisée couplée a des logiciels dits
experts permettant une utilisation en routine (65,69).

ii. Technique commercialisée de gradient en gélose

Dans la plupart des laboratoires, et pour certaines molécules, notamment quand la
détermination des CMI est recommandée par le CA-SFM/EUCAST, peuvent étre
utilisées des bandelettes commerciales (E-Test®, M.I.C.E®, MIC Test Strip® etc...)
permettant de déterminer de maniere précise la CMI en milieu gélosé. Le principe de
cette méthode repose sur [I'établissement d'un gradient de concentration
d’antibiotique dans un milieu gélosé pour déterminer la sensibilité du micro-
organisme testé. Ces bandelettes en plastiques sont imprégnées au niveau de la
partie en contact avec la gélose d’antibiotique déshydraté avec un gradient de
concentration tout le long de la bandelette. Aprés incubation de 20 + 4 heures, une
ellipse d’inhibition de culture se dessine autour de la bandelette et la CMI correspond
a la valeur lue a lintersection de la culture bactérienne et de la bandelette (Figure
17). La lecture s’effectue a 100% d’inhibition pour les antibiotiques bactéricides et a
80% d’inhibition pour les antibiotiques bactériostatiques. Cette méthode peut servir
au diagnostic de certains mécanismes de résistance comme la mise en évidence de
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métallo-carbapénémase. La mesure de CMI par méthode de gradient en gélose est
validée par le comité francais de I'antibiogramme pour certaines molécules. Le CA-
SFM émet aussi des contre-indications d’utilisation pour d’autres (par exemple, les

glycopeptides avec les staphylocoques ou la colistine avec les bacilles Gram négatif)
(9,40,69,73).

Figure 17 : Détermination d’une CMI par méthode de gradient en gélose
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ii.  Techniques commercialisée en milieu liquide

La miniaturisation et la mécanisation de la technique de référence en milieu liquide a
l'aide de petites plagues de microdilution ou microplaques en plastique jetables
(Figure 18) ont rendu le test de dilution du bouillon pratique. La technique
commercialisée Sensititre® de ThermoFisher® contient des microplaques de 96 puits,
chacun contenant un volume de 0,1 ml qui permet de tester environ 12 antibiotiques
dans une gamme de 8 dilutions doubles dans une seule plaque (Figure 18). Ces
microplaques sont préparées a l'aide d'instruments de distribution qui aliquotent,
dans les puits individuels, des volumes précis d'antibiotiques pré-pesés et dilués
dans le bouillon. Les plaques peuvent étre inoculées avec une suspension
bactérienne normalisée a 5 x 10°UFC/mL a l'aide d'un dispositif jetable qui transfere
0,01 a 0,05 mL de suspension dans chaque puits de la plaque de microdilution ou a
l'aide d'un distributeur mécanisé. Aprés l'incubation, les CMI sont déterminées a
l'aide d'un dispositif de visualisation manuelle ou automatisée pour l'inspection de
chacun des puits (69).
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Figure 18 : Photo de plaque de microdilution ou microplaque Sensitire® a 96
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Cette microméthode en milieu liquide est aussi commercialisée en barrette unitaire.
Le test Umic® de Biocentric® (Figure 19) contient des barrettes unitaires de 12 puits
dont un pour le contréle de croissance. Chaque barrette contient 1 a 2 antibiotiques
et permet de tester de 5 a 11 concentrations d’'un antibiotique. Cette technique
permet de déterminer la CMI en milieu liquide d’'un antibiotique pour une entité
bactérienne, par microdilution selon la méthode de référence. La lecture est visuelle
uniquement et les résultats sont obtenus en 18-24h. Les antibiotiques disponibles
sont : Colistine, Daptomycine, Linézolide, Pipéraciline-Tazobactam, Vancomycine et
Teicoplanine.

Figure 19 : Photo de barrette de mig_'lr_oilution Umic®
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2. Référentiels : EUCAST — CASFM/EUCAST
a. Aspects normatifs

Dans un laboratoire, le systtme d’essais et de diagnostic in vitro qui permet de
determiner la sensibilité in vitro des agents infectieux et [I'évaluation des
performances des dispositifs pour antibiogrammes est régi par la norme I1ISO 20776
qui décrit une méthode de référence pour déterminer la CMI et établit des critéres de
performances acceptables et les exigences pour les dispositifs de mesure de
sensibilité antimicrobienne.

b. Référentiels et recommandations

Les régles a respecter sur le plan méthodologique pour la réalisation d’un
antibiogramme et les regles d’interprétation font I'objet depuis 2002 d’une réflexion
visant a une harmonisation européenne sous la conduite de 'European Commitee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). L'EUCAST est un comité dépendant
conjointement de la société européenne de microbiologie clinique et maladies
infectieuses (ESCMID) et de I'European Center for Disease Prevention and Control
(ECDQC). Il fonctionne en tant que comité des concentrations critiques de I'European
Medicines Agency (EMEA) et de TECDC.

L’EUCAST recommande des méthodes standardisées pour tester la sensibilité aux
agents antimicrobiens, ainsi que des procédures de contréle de qualité internes,
c’est-a-dire recommande de tester des antibiotiques spécifiques en fonction des
especes et l'utilisation des milieux pour tester les bactéries. L'EUCAST définit
€galement les concentrations critiques clinigues pour la détermination de la
sensibilité des bactéries aux antibiotiques.

Au niveau francais, les recommandations qu’il convient de respecter sont publiées
chaque année par le Comité de I'Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM/EUCAST).

Le CA-SFM/EUCAST établit les recommandations sur la réalisation des différentes
techniques de détermination de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques
(diffusion, dilution, etc), sur les valeurs a donner aux concentrations critiques des
antibiotiques, sur les régles d’interprétation phénotypiques, sur les algorithmes
décisionnels dans certaines situations « difficiles ». Il veille sur I'évolution des
résistances grace au réseau ONERBA, sur I'apparition de nouveaux mécanismes de
résistance et émet un avis sur les nouveaux tests de détection.

Les concentrations critiques cliniques de [l'antibiogramme sont sujettes a des
révisions régulieres et déterminées en fonction des données scientifiques. La
démarche actuelle pour établir les concentrations critiques cliniques comprend 3
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notions : la détermination de I'E-coff des bactéries, la connaissance en PK/PD de
I'antibiotique et I'étude clinique qui valide la concentration critique clinique.

i. E-coff des bactéries

L’étude des breakpoints épidémiologiques met en relation un antibiotique avec la
distribution de toutes les CMI d’une espéce bactérienne. Elle permet de définir les
« concentrations critiqgues épidémiologiques » (e-coff : « epidemiological cut-off
values » des anglosaxons) des souches n’exprimant pas de mécanisme de
résistance : c’est la CMI la plus élevée pour une molécule vis-a-vis de I'ensemble
des souches présentant un phénotype sauvage. Ces études mesurent la distribution
des CMI sur un collectif important de souches. Plus la population servant a les définir
est grande, plus les résultats sont précis. L’étude des E-coff des souches
bactériennes responsables d’infection permet de construire des histogrammes de
distribution des CMI des antibiotiques vis-a-vis de ces especes bactériennes (Figure
20). L’E-coff est la valeur qui sépare les populations sauvages sensibles de celles
ayant acquis des mécanismes de résistance. Cela permet d’évaluer la variabilité de
résultats obtenu par les méthodes de détermination des CMI des souches sauvages.
Ces études permettent d’harmoniser les « cut off » en fonction de I'évolution des
sensibilités des souches circulantes. Les données sont colligées par 'TEUCAST (9).

Le principe de la détermination d’'un E-COFF est illustré Figure 20. Les Figure 21 et
Figure 22 sont des exemples des histogrammes des breakpoints épidémiologiques.

Figure 20 : Représentation d’'une Concentration Critique Epidémiologique ou
E-COFF ou cut-off épidémiologique
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Figure 21 : E-Coff de la levofloxacine pour Escherichia coli (source :
https://mic.eucast.org/Eucast2/)
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Figure 22 : E-Coff de la Daptomycine pour Enterococcus faecium (source :
https://mic.eucast.org/Eucast2/)
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ii. PK/PD

Le résultat de l'antibiogramme fait appel a une approche clinique qui prend en
compte la pharmacocinétique (PK) et la pharmacodynamie (PD).

La pharmacocinétique étudie le devenir du médicament dans l'organisme et la
concentration du médicament au niveau de l'organe cible. Elle s’intéresse
notamment a I'évolution de la concentration du médicament dans la circulation
générale. En effet, le sang irriguant tous les organes, dont les organes cibles du
médicament, cette concentration constitue souvent une information pertinente pour
estimer la concentration de médicament autour des sites d’action et donc prédire les
effets du médicament. Les principaux paramétres pharmacocinétiques sont :

- La biodisponibilité (F) du médicament définie comme la fraction de la dose
administrée ou du principe actif libéré par la forme pharmaceutique qui
parvient sous forme inchangée dans la circulation sanguine systémique et la
vitesse a laquelle se réalise ce processus. Elle pourra étre modifiée par des
facteurs affectant l'absorption digestive ou l'effet de premier passage
hépatique.

- Le volume de distribution (Vd) : volume fictif théorique, qui représente le
volume dans lequel devrait se distribuer le médicament pour étre a I'équilibre
a la méme concentration que dans le plasma. Il représente la capacité d’'un
médicament a diffuser dans I'organisme.

- La clairance (Cl) représentant le volume sanguin ou le volume plasmatique
totalement épuré du médicament par unité de temps. Cela correspond a la
capacité de l'organisme a éliminer le médicament. La clairance pourra étre
modifiée par toute cause affectant I'élimination rénale ou hépatique du
médicament.

- La demi-vie d'élimination (t12) définie comme le temps nécessaire a la
diminution de 50% de la concentration plasmatique. C'est un indicateur de la
durée de persistance du médicament dans l'organisme. Elle pourra étre
affectée par des modifications de clairance ou de volume de distribution.

L'exposition de I'antibiotique varie selon les patients en raison de la variabilité inter-
individuelle des parameétres pharmacocinétiques tels que la clairance et le volume de
distribution. Ces facteurs doivent étre pris en compte lors de l'effort de prédiction des
résultats du traitement sur la base de la cible pharmacodynamique (72,74).

La pharmacodynamie étudie le comportement de la molécule antibiotique vis-a-vis
de l'agent infectieux (effets thérapeutiques). Elle étudie le mécanisme d’action de la
molécule et son niveau d’activité permettant une réponse adéquate au traitement
(caractére bactéricide ou bactériostatique)(75).
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Pour illustrer ces comportements, il est important de comprendre les 3 paramétres
de PK/PD les plus utilisés (Figure 23) :

- fT > CMIl, oufTindique le temps pendantlequella concentration
d'antimicrobien libre (non li€) reste au-dessus de la concentration minimale
inhibitrice du micro-organisme,

- C max/ CMI, le rapport entre la concentration maximale de médicament libre et
la CMI,

- AUC o024/ CMI, le rapport entre la surface totale sous la courbe concentration-
temps (AUC) sur une période de 24 heures et la CMI (74).

Figure 23 : Les principaux parameétres PK / PD utilisés pour les antibiotiques
(73)
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Des études utilisant des modéles in vitro et animaux ont joué un réle essentiel pour
parvenir a une compréhension plus détaillée du comportement des molécules vis a
vis des agents antibactériens.

Par exemple, I'étude de Craig et al. (76) a permis de mettre en évidence que le
ceftobiprole est bactéricide en fonction du temps durant lequel sa concentration est
supérieure a la CMI de la bactérie. On observe dans cette étude une diminution de la
masse bactérienne en fonction du temps ou l'antibiotique est présent en quantité
supérieure a la CMI de I'espéce bactérienne (Figure 24).
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Figure 24: Corrélation des parameétres PK-PD du ceftobiprole avec I'efficacité
contre S. aureus ATCC 33591 chez la souris (76)
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Pour chaque couple bactérie/antibiotique, il est recherché le paramétre PK/PD
d’intérét. Le parametre retenu est celui présentant la plus étroite corrélation avec le
critere d’efficacité. En fonction du parameétre retenu, la probabilité d’atteindre la cible
est définie. Elle va permettre de prédire I'efficacité de I'antibiotique.

Les parameétres PK/PD incluent la probabilité de I'antibiotique a atteindre une
concentration efficace dans le tissu cible. Un traitement est efficace s'il est actif sur la
bactérie étudiée, avec des effets secondaires limités sur lindividu, et si sa
concentration est suffisante sur le site dinfection pour avoir un effet
pharmacologique. Les patients sont plus susceptibles d'avoir des résultats positifs
lorsque les cibles PK/ PD associées a I'efficacité sont atteintes.

Les études PK et/ou PD au cours des essais précliniques et cliniques jouent un rble

important car elles permettent de déterminer de fagon rationnelle un schéma
posologique : voie, dose et fréquences d’administration.
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Figure 25 : Index PK/PD et seuils proposés pour le suivi et I'adaptation
posologique des principaux antibiotiques, d’aprés Wong et al. (77)

Index PK/PD | Antibiotiques |Seuil de PK/PD associée a une bactéricidie
optimale et/ou pronostic clinique
B-lactamine 100 % f T = CMI

Penicilline 30 % f T = CMI (bactériostatique)

50 % f T > CMI (bactéricidie, animal et patient hors
réanimation)

Céphalosporing  [40-70 % f T = CMI pour le modéle animal
100 % f T>CMI a 100% f T >4-5 x CMI (cefepime,
Temps dépendants fT=CM ceftazidime)

Carbapename 20 % f T = CMI (bacteériostatique)

40 % f T > CMI (bactéricide)

100 % f T > CMI (méropénem)

Monobactame 50% f T = CMI

Linézolide 85% deT>CM

Vancomycing & 55CI > 400 (15-20 mg.I"* en dose intermittente et
20-25 mg I en dose continue)

s Résiduelle = 10 mag.l" (éviter le développement de

Concentration et SSC/CMI résistances)

temps dépendant (SSCI) Linézolide SSCI > 80-120 (résiduelles > 2 mg.l'")

Fluoroquinolones | SSCI > 125 pour les Gram négatifs

Daptomycine SSCl = 666

Fluoroguinolones |C, /CMI =10 (prévention de 'emergence de mutant
resistant in vivo et in vitro)

Concentration C_./CMI .
dépendant Aminosides C..../CMI 8-10

Daptomycine C../CMI 59-04

Au quotidien, les cliniciens sont confrontés au défi de personnaliser les schémas
posologiques d'antibiotiques pour les patients gravement malades dans le but
d’optimiser I'antibiothérapie. De nombreux facteurs physiologiques peuvent
influencer la pharmacocinétique (par exemple : une insuffisance rénale, une
insuffisance hépatique).

Par conséquent, I'utilisation de stratégies de maximisation des données, telles que la
simulation de Monte Carlo, doit étre considérée comme une technique trés précieuse
pour guider la pratique clinique la ou des données pharmacocinétiques descriptives
solides existent. La simulation de Monte Carlo est une technique mathématique qui
repose sur un échantillonnage aléatoire répété pour comprendre limpact de
l'incertitude. Elle se caractérise par l'utilisation du hasard pour résoudre des
problémes centrés sur le calcul d’'une valeur numérique. La réponse fournie est une
réponse statistique. Elle utilise des logiciels informatiques via des plates-formes de
simulation afin de fournir des prédictions sur le résultat probable de différentes
approches thérapeutiques telles que la modification de la dose ou de la fréquence
d’administration du médicament.

Dans les simulations de Monte Carlo, la variabilité inter-patient des parameétres PK,
ainsi que de la PD (en termes de CMI), est prise en compte et la probabilité
d'atteindre l'objectif est déterminée sur la base de ces simulations stochastiques du
modéele (78-80).
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A titre d’exemple, I'objectif thérapeutique d’'une béta-Lactamine est 100% du temps
supérieur a la CMI pour une infection non sévére. En revanche dans les infections
séveres de réanimation, ce parameétre devient T > 8 CMI et la valeur cible est de 100
%. L'objectif est donc : T > 8 CMI = 100 %, ce qui est équivalent a un quotient
inhibiteur sérique résiduel égal a 8. En terme de suivi thérapeutique des béta-
lactamines, cela revient a cibler une concentration résiduelle égale a 8 CMI (71).

ii.  Etudes cliniques

Les concentrations critiques cliniques sont validées par I'expérience clinique, c’est-a-
dire par la confrontation des CMI et du taux de succes ou d’échec thérapeutique.
C’est la confrontation des résultats obtenus in vitro et in vivo lors d’essais cliniques,
en tenant compte de I'E-Coff (la concentration critique clinique inférieure ne doit
jamais étre inférieure a I'E-Coff) et des paramétres PK/PD, qui permettent de valider
les concentrations critiques pour établir les concentrations critiques cliniques (81).
Elles définissent les schémas posologiques en fonction des pré-requis PK/PD tout en
cherchant a harmoniser les posologies.

A titre d’exemple : I'étude de Paterson et al. (82) met en évidence que les patients
infectés par des bactéries pour lesquels la CMI de la céphalosporine utilisée était
<2mg/L avait un taux d’échec thérapeutique plus faible et que des CMI = 2mg/L pour
le cefpodoxime, la ceftazidime, I'aztréonam, le céfotaxime ou la ceftriaxone doivent
étre considérées comme pouvant indiquer une production de BLSE ; L’étude de Lee
et al. (83) met en évidence que les taux de mortalité liés aux bactériémies causées
par une entérobactérale productrice de BLSE mais sensible a la céfépime, a 30jours
et bruts, étaient plus faible chez les individus traités par céfépime dans les isolats
causatifs avec une CMI < 1mg/L que ceux des isolats avec une CMI plus élevée ;
L’étude de Patel et al. (84) traite de I'utilisation des carbapénémes contre les
infections aux entérobactérales et met en évidence que la mortalité a 30 jours est
significativement plus basse chez les individus traités pour des infections a des
entérobactérales dont la CMI <1mg/L pour les carbapénémes ; L’étude de Rybak et
al. (85) met en évidence que les doses maximales de vancomycine administrable
pour un patient ayant une fonction rénale normale, pour traiter une infection a
S.aureus, correspondent a une CMI >2mg/L pour cette molécule.

3. « Adaptations techniques » pour les hémocultures

Dans un contexte de bactériémie, 'impact clinique d’'un rendu précoce de résultat
d’antibiogramme est majeur en termes de prise en charge thérapeutique (adaptation
de l'antibiogramme). Lors du rendu de I'antibiogramme, I'adaptation thérapeutique
vis-a-vis du traitement empirique est recommandée dans 25% des cas (dé-escalade
dans 17% et escalade dans 8% des cas) (86).
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Une étude observationnelle prospective menée chez des patients en soins intensifs
admis dans un hdpital en Espagne pour sepsis sévére et choc septique a évalué
l'impact de la désescalade des antimicrobiens chez 628 patients. Le schéma
antimicrobien initial a été réduit chez 35% des patients, avec des taux de mortalité
hospitaliere de 27% chez les patients avec désescalade thérapeutique, 33% sans
changement de traitement et 43% avec escalade de traitement (P= 0,006). La
désescalade thérapeutique s'est en fait révélée protectrice vis-a-vis de la mortalité
hospitaliere dans 'analyse de régression multivariée ajustée par score de propension
(OR, 0,55). Lorsque la gravité de la maladie et dautres facteurs de confusion
potentiellement associés au taux de mortalité a ['hopital étaient controlés, la
désescalade des antimicrobiens était non seulement slre, mais également bénéfique
pour les patients (87).

De plus, raccourcir le temps nécessaire au rendu de I'antibiogramme permet aux
cliniciens d’adapter le traitement plus t6t, de diminuer le risque de décés et de
diminuer les effets indésirables des traitements inappropries (1,4,5).

La réalisation d’'un antibiogramme directement a partir d’'un flacon d’hémoculture
positif permet de gagner 12 a 24 heures (9). Pour cela différentes modalités
méthodologiques de réalisation d’antibiogramme ont été mises en place.

a. Ensemencement direct du bouillon d’hémoculture

La réalisation d’'un antibiogramme rapide par ensemencement direct du bouillon
d’hémoculture est une technique ayant fait ses preuves. Cette technique posséde un
atout majeur en permettant de gagner 24 heures sur le rendu de I'antibiogramme
comparée aux techniques conventionnelles. Elle nécessite néanmoins d’avoir une
bonne maitrise de la technique et notamment du contréle de l'inoculum. Une étude
multicentrique représentative des principaux systémes d’hémoculture implantés en
France, menée par le CA-SFM, a montré une corrélation conforme aux exigences de
la FDA, pour les bacilles a Gram négatif (entérobactérales et P.aeruginosa), les cocci
a Gram positif (staphylocoques, streptocoques et entérocoques) : concordance de
catégorisation globale > 99 % sur plus de 9000 couples bactéries/antibiotiques pour
'antibiogramme direct a partir d’'une hémoculture positive. Ce qui permet
d’« accréditer » cette technique en porté A.

Le principe repose sur I'ensemencement de gélose MH ou MH-F a partir d’'une
dilution du bouillon d’hémoculture faisant correspondre I'inoculum a une suspension
de turbidité équivalente a celle de I'étalon 0.5 de la gamme de McFarland de la
technique conventionnelle de réalisation d’un antibiogramme (9)
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Tableau 7 : Dilutions a mettre en ceuvre pour I’antibiogramme direct a partir de
flacons d’hémocultures positives (9)

1/50° 1/50¢ 1/5¢
15 gouttes / 9mL 15 gouttes / 9mL 15 gouttes / 1 mL
NaCl 0.9% NaCl 0.9% NaCl 0.9%

* Les dispositifs de subculture proposés par les différents fabricants sont susceptibles de produire des
gouttes de volume variable, il convient & chaque laboratoire de vérifier le rapport de volume.

La lecture des diamétres d’inhibition autour des disques d’antibiotique s’effectue
apres 16 a 24 heures d’incubation a 35+2°C selon les recommandations en vigueur
apportées par le CA-SFM.

b. Méthode DRSA du CASFM/EUCAST ou RAST de ’EUCAST

La méthode de détermination rapide de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques
directement a partir des flacons d’hémocultures positifs (DRSA) du CASFM/EUCAST
ou méthode RAST de 'TEUCAST permet un rendu d’antibiogramme rapide en 4 a 8h
directement a partir du bouillon d’hémoculture positif uniguement pour certains
couples molécules-bactéries. Grace aux recommandations de I'EUCAST et du
CASFM/EUCAST cette technique est « accréditable » en porté A. La méthode a été
validée avec des flacons de plusieurs automates BACTEC® (Becton Dickinson®)
BacT/ALERT® (bioMérieux®) et VersaTREK® (ThermoFisher®).

Le principe consiste en I'inoculation directe de gélose MH ou MH-F en utilisant 100 a
150 pL du bouillon d’hémoculture positif sans étape de centrifugation ou de dilution
préalable de I'inoculum. L'ensemencement de la gélose se réalise dans les mémes
conditions que la méthode de diffusion en gélose c’est-a-dire en étalant le bouillon
doucement et dans trois directions sur la surface de la gélose a I'aide d’'un écouvillon
ou d'un étaleur automatique puis le dépdt des disques se fait comme pour la
méthode standard.

L’incubation des milieux est réduite a 4, 6 et 8 heures pour la lecture, a £5 minutes
au temps indiqué, des diametres d’inhibition autour des disques d’antibiotiques. Les
diametres critiques sont propres a chaque temps d’incubation et chaque espéce, ce
qui par conséquent nécessite d’avoir identifié I'espece pour linterprétation des
résultats. Cette méthode est validée pour Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus faecalis et E. faecium, Acinetobacter baumannii uniquement pour
certaines molécules.

A noter que la croissance sur gélose Mueller-Hinton apparaitra souvent moins nette
comparativement a une incubation standard de (16-20 heures). Les zones
d’inhibition ne seront lues que si la culture est confluente et si les bordures de la
zone d’inhibition sont clairement distinguables. Toutes les zones d’inhibition ne
peuvent pas étre lues a 4 heures, il est donc important de lire les diamétres
d’inhibition a 6 et 8 heures également. Il n’est pas toujours possible de lire les zones
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d’inhibition pour tous les antibiotiques testés. L'interprétation des diameétres
d’inhibitions en fonction des souches se fait grace aux recommandations spécifiques
de cette technique publiée par le CA-SFM/EUCAST. L’appréhension de I'incertitude
de mesure de cette technique se fait par la présence de zone d’incertitude technique
(ZIT) représentée par une zone (valeur de diametre) ou la séparation entre les
catégories cliniques est difficile. La catégorisation des souches n’est pas
recommandée dans cette zone (9,88). Il est nécessaire de réaliser en paralléle un
antibiogramme par une méthode référente pour disposer du rendu complet de toutes
les molécules de I'antibiogramme.

L’amélioration de l'automatisation de la lecture des diamétres d’inhibition avec
incubation des géloses en aérobie associée a une intelligence artificielle permettrait,
dans certaines situations, de simplifier les contraintes techniques de cette méthode
(67).

c. Antibiogramme a partir du bouillon centrifugé

La réalisation de I'antibiogramme a partir du bouillon centrifugé ou culot a 'avantage
de permettre une bonne maitrise de l'inoculum mais l'inconvénient d’étre longue et
de comporter plusieurs étapes techniques. Cette technique nécessite une validation
de méthode en portée B.

Le principe de cette technique repose sur la préparation du bouillon d’hémoculture
positif avec un tampon de lyse, vortexé et centrifugé, le surnageant est retiré a l'aide
d’'une pipette. Le culot est mis en suspension dans du tampon de nettoyage,
recentrifugé et le surnageant retiré a la pipette. Le culot est ensuite mis en
suspension de turbidité équivalente a celle de I'étalon 0.5 de la gamme de
McFarland et utilisé pour la réalisation de I'antibiogramme en gélose ou en milieu
liquide (89-91).

La détermination de CMI par méthode de gradient en gélose peut également
s’effectuer par ensemencement a partir du bouillon d’hémoculture centrifugé et
lecture précoce en 4 a 6h. Dans I'étude de Bianco et al. la comparaison entre I'E-test
direct rapide et 'E-test de référence a montré une concordance catégorielle allant de
95,1% a 100% pour les entérobactérales et de 88,2 a 100% pour les bacilles non
fermentaires. L'E-test direct rapide a montré une concordance globale de 80,1%,
révélant des taux de concordances de catégorisation différents selon les
antibiotiques testés (92).

d. Milieu rapide Mueller-Hinton Rapid-SIR

Le milieu rapide Mueller-Hinton Rapid-SIR™ (MHR-SIR™) (i2a®) est un milieu
spécifique dont le principe repose sur la lecture précoce des diameétres d’inhibition
autour des disques d’antibiotiques au lecteur SIRscan® pour un rendu des résultats
d’antibiogrammes en 5 a 7 heures sur une majorité de bactéries a croissance rapide.
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Sur l'automate SIRscan® 2000 Automatic, la lecture est continue toutes les 1/2
heures jusqu’a l'obtention du résultat final. En cas de croissance faible ou de
résultats particuliers, une lecture a 18 heures est conseillée (effectuée
automatiquement avec SIRscan® 2000 Automatic).

L’utilisation du milieu MHR-SIR™ est une méthode rapide permettant de prédire la
sensibilité aux antibiotiques des entérobactérales et de S. aureus. Elle permet un
gain de temps d’environ 17h sur le rendu de l'antibiogramme et ainsi de réduire la
mortalité et les couts médicaux. Cette technique nécessite une validation de
méthode en portée B.

Il apparait cependant que les résultats donnés pour cette technique ne sont pas
fiables pour déterminer la sensibilité a la céfalexine des entérobactérales du groupe
3, sans impact en clinique. Cette méthode d’antibiogramme rapide a 97.7% de
concordance, 1.4% d’erreurs mineures, 0.4% d’erreurs majeures et 0.5% d’erreurs
trés majeures par rapport a la méthode de référence. De plus, la résistance a la
méticilline des S. aureus n’est pas systématiquement prédictible en MHR-SIR™.,
(93-95)

4. Qualité en microbiologie médicale

En France, la réglementation des laboratoires de biologie médicale s’appuie sur le
Code de la Santé Publique : Art. L 6221-1 «Un laboratoire de biologie médicale ne
peut réaliser d’examen de biologie médicale sans accréditation ». Cette accréditation
est délivrée par le comité francais d’accréditation (COFRAC) selon la Norme NF EN
ISO 15 189 et NF EN ISO 22870.

L’objectif de l'accréditation en biologie médicale est de garantir la fiabilité des
examens de biologie médicale réalisés et la qualité de la prestation médicale offerte
par un laboratoire de biologie médicale (96).

L’hémoculture est une analyse remarquable dont les particularités impactent
inévitablement la gestion de l'analyse, la maitrise des risques et I'évaluation des
performances d’une méthode relevant d’un processus complexe. La méthode mise
en ceuvre dans les laboratoires de biologie médicale présente des performances
variables selon les couples bactérie-antibiotique ou les mécanismes de résistance.
Pour remédier a ces limites identifiées, des tests complémentaires ou méthodes
alternatives sont mises en places.

Le résultat rendu au clinicien n’est pas un résultat brut issu d’une lecture individuelle
de molécules mais consiste également a mettre en évidence des mécanismes de
résistance ou des mécanismes conférant au micro-organisme une sensibilité
diminuée, et a interpréter de maniéere globale 'ensemble des résultats (97).

Pour maitriser ce processus original, la Société Francaise de Microbiologie met en
avant cinq approches fondamentales pour répondre aux exigences de la maitrise des
techniques : les référentiels et la bibliographie, la formation, les compétences et
expertises, la maitrise de I'inoculum, les stratégies de CIQ et ’EEQ (97). La qualité
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au laboratoire garantit le contréle de toutes les variables qui ont besoin d'étre
surveillées pour évaluer la sensibilité et la spécificité au niveau de l'instrument (96)

Le QUAMIC est le référentiel de qualité en microbiologie. |l énonce des
recommandations sur les parties pré-analytiques, analytiques et post-analytiques des
examens de microbiologie (comme par exemple la mise en place des contrbles
internes et externes, les hémocultures, 'examen cytobactériologique des urines,
I'antibiogramme en diffusion et automatisé, la réalisation des CMI, l'identification par
spectrométrie de masse, la biologie moléculaire etc...). De fagon plus générale, il
précise les indications pour les validations de méthodes sur les grandes étapes de
I'analyse microbiologique en fonction des portées définies par le document Cofrac
SH INF 50 (Portées types d’accréditation) : examen microscopique avant et aprés
coloration, culture, identification et antibiogramme. Le QUAMIC est destiné a aider
les biologistes dans leur démarche d’accréditation et ainsi contribuer a harmoniser la
mise en place du systeme de management de la qualité (SMQ) au sein des
laboratoires de microbiologie, ceci en totale collaboration et transparence avec les
experts du COFRAC. Le QUAMIC est appelé a vivre et a évoluer dans le temps, il
est donc régulierement revu au fil des évolutions des exigences, des évolutions des
techniques et des besoins (98).

Dans un laboratoire de biologie médicale, chaque examen accrédité doit répondre
aux exigences des dossiers de veérification si la méthode est reconnue, ou de
validation si la méthode est non reconnue. La grande majorité des laboratoires
adoptent des méthodes reconnues (portée flexible standard A). Dans ce cas, la
«validation» correspond a une vérification des performances du systeme analytique
(analyseur et réactif), lors de la mise en application dans le laboratoire. Cette
vérification permet de confirmer la fiabilité des résultats obtenus («aptitude a
I'emploi»), en fonction des objectifs définis pour satisfaire les besoins cliniques. Les
laboratoires peuvent également employer des méthodes adaptées ou développées
en interne (portée flexible étendue B). Dans ce cas, le laboratoire évalue, pour sa
validation, l'ensemble des criteres de qualité de la méthode susceptibles d'en
démontrer la maitrise.

Afin d’apporter une aide a la validation des performances de la méthode : des
vérifications sont préconisées par le Comité Frangais d’Accréditation (COFRAC) par
le document Cofrac SH GTA 04 pour une méthode adaptée de la méthode de
référence, dite « de portée B » afin d’apporter la preuve de la maitrise de la méthode
(99).

D’aprés le SH GTA 04, la vérification comprend 3 étapes : Une étude bibliographique
approfondie de la méthode dont les documents de TEUCAST constituent une bonne
base ; la détermination des critéres de performance et leurs limites d’acceptabilité
(maitrise des risques, fidélité, approche de la justesse, interférence) ; la vérification
expérimentale avec l'exploitation des résultats et la conclusion sur la validité de la
méthode (97).

L’accréditation de l'antibiogramme en diffusion sur gélose a partir du bouillon
d’hémoculture positif se réalise en portée A. En revanche [I'accréditation de
I'antibiogramme en milieu liquide a partir du bouillon d’hémoculture positif se réalise
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en portée B dans lattente de recommandations apportées par la communauté
scientifique. Le Tableau 8 est tiré du SH GTA 04 et du QUAMIC et détermine les
criteres a évaluer pour valider les performances de la méthode en portée

d’accréditation du type B.

Tableau 8 : Validation des performances de la méthode en portée B - Criteres a
évaluer pour valider la méthode (99)

Criteres a évaluer

Exigences
relatives a la
validation d'une

Modalité
d’évaluation

Justification

méthode
quantitative en
portée B
Fidélité (répétabilité et fidélité Essai Essai
intermédiaire)
Justesse/exactitude Essai Essai
(approche)
Incertitudes/facteurs de Maitrise des Analyse des
variabilité et évaluation facteurs de risques
variabilité
Comparaison avec méthode Essai Essai
déja utilisée au laboratoire ou
autre méthode du laboratoire
(appareil en miroir, EBMD) et
analyse des discordances
Intervalle de mesure Essai Donnés
(Limite de quantification et bibliographique
limites de linéarité)
Interférences (lipémie, Essai Non applicable
hémoglobine plasmatique,
bilirubine, médicaments, ...)
Contamination entre Essai Vérifié au Visible sur la
échantillons (s'il y a lieu) moment de la méthode de
lecture de référence
I'antibiogramme
Robustesse Essai Essai
stabilité réactifs (aprés Essai Donnés
ouverture, embarqués) bibliographique
Intervalle de référence Essai Donnés Recommandations

(valeurs
usuelles)

bibliographiques

CASFM/EUCAST
pour les CMI des
antibiotiques
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lll. Objectifs de ce travail

Une étude multicentrigue a permis de valider la méthode de la réalisation des
antibiogrammes directement a partir des flacons d’hémocultures positifs par la
méthode de diffusion en gélose (9). L'objectif de la présente étude est de realiser un
travail similaire en milieu liquide sur 'automate VITEK® 2 (BioMérieux®).

La méthode a mettre en place est comparée a la technique référente dont
I'antibiogramme se réalise a partir de colonies obtenues sur gélose a J1. Ce qui
permet d’analyser la concordance des résultats d’antibiogrammes VITEK® 2
(BioMérieux®) réalisés a partir du bouillon d’hémoculture a JO et a partir de colonies a
J1.

Afin d’obtenir des données les plus robustes possibles, un grand nombre d’analyses
sont nécessaires. Pour cela il est donc utile de faire intervenir plusieurs laboratoires
pour, d’'une part multiplier le nombre d’essais, et d’autre part prouver la robustesse
de la technique et ce quel que soit le site de réalisation et le type de flacon et
d’incubateur utilisé.

La plus-value de cette étude réside dans la possibilité de réalisation d’'un
antibiogramme avec un gain de temps considérable en faveur de la prise en charge
thérapeutique et du devenir du patient en termes de morbi-mortalité.

Enfin, 'ensemble des données collectées doit permettre de conclure a la validité
technique et d’apporter la preuve de la maitrise de la méthode pour que chaque
laboratoire puisse a son tour s’appuyer sur ces données et utiliser cette technique a
la suite d’une vérification de méthode.
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MATERIELS ET METHODE

l. Cadre de I’étude

Il s’agit d’'une étude prospective, observationnelle, multicentrique. Chaque laboratoire
participant a utilisé les automates et flacons dont ils disposent. Ensemble, ils
permettent de constituer un panel étendu et représentatif d’automates et de flacons
qui sont destinés a étayer les données obtenues et limiter les biais de sélection
géographique. Les données sont recueillies dans cing hépitaux francais (CH de
Valenciennes, CH de Cahors, CH de Douai, APHP CHU Cochin - Paris, CHU St

Etienne) et deux laboratoires d’analyses médicales (Laboratoire Cerballiance Lyon,
Laboratoire Cerballiance Nice).

II. Matériels

Dans cette étude, des flacons d’hémocultures Bact/ALERT® de BioMerieux® et
Bactec® de Becton-Dickinson® sont utilisés (Figure 26).

Figure 26 : Flacons d’hémocultures Bact/ALERT® (a gauche) et Bactec® (a
droite)
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Ces flacons d’hémocultures sont incubés a 35°C pendant une durée maximale de 5
jours. Les flacons Bactec® sont incubés dans l'automate Bactec FX® et les flacons

Bact/ALERT® sont incubés dans I'automate Bact/ALERT 3D® ou VIRTUQ® (Figure
27).
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Figure 27 : Incubateur Bactec FX® (a gauche), Bact/ALERT 3D® (au centre) et
Bact/ALERT VIRTUO® (a droite)

L’automate utilisé pour la réalisation des antibiogrammes en milieu liquide est
I'automate Vitek® 2 commercialisé par la société Biomérieux® (Figure 28).

Figure 28 : Automate VITEK® 2

La cohorte d’espéces bactériennes étudiée comprend les micro-organismes les plus
souvent rencontrés dans les infections responsables de bactériémie (16,24,27,86).
Ce qui constitue un panel complet de bactéries étudiées, réunis en groupes, qui
comprend, pour les bacilles Gram négatif, des entérobactérales : E. coli, Klebsiella
spp, P. mirabilis, Enterobacter spp et autres ; pour les cocci Gram positif : S. aureus,
S. épidermidis et autres ; pour les entérocoques (cocci Gram positif en chainettes) :
E. faecalis, E. faecium. Les bacilles Gram négatif non fermentaires ne sont pas
testés dans cette étude. L’étude est menée de maniére indifférente selon le type de
flacon aérobie, anaérobie ou pédiatrique.

Les résultats incohérents ou inadaptés ne sont pas retenus: hémocultures
plurimicrobiennes, contaminations, densité de culture de la boite test trop faible,
genres bactériens ou especes inhabituelles.
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Trois cartes unitaires d’identification d’antibiogramme pour I'automate Vitek® 2 sont
utilisées dans cette étude. Chacune des cartes testées permettent d’évaluer
différentes bactéries :
> AST-N233 + AST-XNO5 (64 puits) pour les entérobactérales (Bacilles Gram
négatif) (cartes étendues)
» AST-P631 (64 puits) pour les staphylocoques
» AST-P606 (64 puits) pour les entérocoques

La carte OPUS bacilles Gram (-) (128 puits) pour les entérobactérales avait été
initialement prévue dans l'étude mais n'a pas pu étre testée faute de
commercialisation.

lll. Meéthode
1. Deéfinition

Cette étude multicentrigue compare les résultats obtenus entre un antibiogramme
réalisé de maniére traditionnelle selon les recommandations du fabriquant (avec un
inoculum proche de 0,5 McFarland réalisé a partir de colonies sur gélose) et
I'antibiogramme direct realisé a JO a partir des bouillons d’hémocultures positifs.

Elle fait intervenir différents centres et différents automates utilisés, représentés sur
le Tableau 9.

Tableau 9 : Liste du matériel utilisé en fonction du centre
Centre Matériel

BactAlert 3D® Biomérieux®
BactAlert 3D® Biomérieux®
BactAlert 3D® Biomérieux®
Virtuo® Biomérieux®
Virtuo® Biomérieux®
Bactec FX® BD®
Bactec FX®BD®

La norme ISO 20776 permet de déterminer la sensibilité in vitro des agents infectieux
et I'évaluation des performances des dispositifs pour antibiogrammes. La premiére
partie établit les méthode de référence de microdilution en bouillon pour la
détermination de la sensibilité in vitro aux agents antimicrobiens des bactéries
aérobies a croissance rapide impliquées dans les maladies infectieuses.

La seconde partie de I'lSO 20776 établit des criteres de performances acceptables
pour les dispositifs de mesure de sensibilité antimicrobienne (DMSA), qui sont
utilisés pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices et/ou déterminer
des catégories de bactéries sensibles, intermédiaires ou résistantes (SIR) dans des
laboratoires médicaux. Elle indique les exigences pour les DMSA (incluant les
systémes de diffusion), ainsi que les modes opératoires permettant d’estimer la
performance de ces dispositifs. Elle définit comment une évaluation des
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performances d’'un DMSA doit étre effectuée. Elle a été développée afin de guider
les fabricants dans la réalisation des études d’évaluation des performances.

2. Aspects techniques

En cas de suspicion de bactériémie chez un patient, un flacon d’hémoculture est
prélevé. Les hémocultures sont incubées dans des systemes automatisées (différent
selon les centres) afin de détecter la croissance bactérienne.

Pour réaliser I'inoculum nécessaire a 'ensemencement des cartes Vitek®, il a été
décidé de reprendre les mémes dilutions a partir du bouillon positif que celles
préconisées dans le CA-SFM car I'inoculum nécessaire a 'ensemencement du milieu
solide et d’'une carte Vitek® est sensiblement identique.

Une étude préliminaire réalisée au Centre Hospitalier de Valenciennes a permis de
mettre en évidence une bonne corrélation entre les dilutions appliquées au bouillon
d’hémoculture positif et la constitution d’'un inoculum a partir de colonies pour la
réalisation d’un antibiogramme en milieu liquide.

L’antibiogramme en milieu liquide Vitek® est réalisé a JO a partir d’'une dilution du
bouillon d’hémoculture positif (9) :

» Entérobactérales et staphylocoques : dilution au 1/50

» Entérocoque : dilution au 1/5
La dilution obtenue est ensemencée en paralléle a JO sur des milieux de cultures
supplémentés en sang et placés sous différentes atmosphéres (aérobie et
anaérobie) avec une 6se de 10 microlitres permettant de vérifier a J1 la pureté de
I'inoculum et la densité suffisante de la culture (boite test) (Figure 29 a Figure 31).

Figure 29 : Exemple de référentiel pour I'appréciation de P'inoculum des
antibiogrammes réalisés a partir du bouillon d’hémoculture positif pour les
bacilles Gram négatifs

10° UFC/mL 108 UFC/mL 107 UFC/mL
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Figure 30 : Exemple de référentiel pour l'appréciation de lI'inoculum des
antibiogrammes réalisés a partir du bouillon d’hémoculture positif pour les
staphylocoques

10° UFC/mL 108 UFC/mL 107 UFC/mL

Figure 31 : Exemple de référentiel pour I'appréciation de I'inoculum des
antibiogrammes réalisés a partir du bouillon d’hémoculture positif pour les
streptocoques

10° UFC/mL 108 UFC/mL 107 UFC/mL

L’'inoculum est placé dans la cassette Vitek® 2 de la station Smart Carrier Station™
dans laquelle la carte Vitek® 2 et I'échantillon sont reliés virtuellement. Une fois la
cassette chargée dans l'automate, le systeme gere lincubation et la lecture de
chaque carte sans aucune autre intervention.

La méthode « référente » se base sur un antibiogramme en milieu liquide Vitek®
effectué a partir de colonies a J1 sur un inoculum contrélé et ajusté selon les
recommandations de Biomérieux® (0.5 McFarland). Cette étude est une comparaison
de méthode dans laquelle la méthode « référente » n’est pas la méthode de
référence. La méthode « référente » peut donc présenter des biais analytiques. Les
discordances entre les méthodes ne sont pas réanalysées par la méthode de
référence.

L’interprétation en termes de catégorisation clinique est évaluée en 3 catégories :
Sensible (S), Intermédiaire (I) ou Résistant (R) avec détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) en mg/L. Lorsque la pousse est insuffisante,
le résultat indiqué est indéterminé (TRM).

Le mécanisme de résistance est également proposé par le logiciel expert de
'automate (AES) : Penicilinase acquired, SHV1 hyperproduction, Extended spectrum
Beta-Lactamase, ESBL (CTX-M LIKE), BLSE + Impermeability (cephamycins), High
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level cephalosporinase (AmpC), Impermeabilty Carba (+BLSE or +AmpC HN), ou
autre mécanisme.

Les résultats retenus (S/I/R) pour chaque antibiogramme (direct et colonies) sont les
résultats interprétés par le logiciel de 'automate (AES) et non pas le résultat brut. Ce
qui signifie qu’un résultat brut concordant peut présenter une discordance de
catégorisation. Il peut suffire d’'un écart d’'une dilution de CMI (incertitude technique)
pour rendre linterprétation catégorielle discordante. L'interprétation du Vitek® 2
s’effectue sur les valeurs de concentrations critiques des recommandations de la
version de 2018 du CASFM/EUCAST. Il s’agit de la version implémentée sur les
automates Vitek® 2 au moment de I'étude. La mise a jour de la version du logiciel
pour suivre les recommandations dépend du délai de leur développement par le
fournisseur.

3. Logiciel de saisie

La saisie des données est réalisée par le centre qui réalise les essais. Chaque
centre a accés a un logiciel de saisie via internet avec un login et un mot de passe.
Les informations sont renseignées a partir d’une grille de saisie reprenant toutes les
informations de I'essai. Les informations rapportées sont : le centre, le numéro du
test, le type d’incubateur, la carte Vitek® utilisée, le type de flacon, I'identification de
la bactérie étudiée, la catégorisation clinique rendue par le logiciel expert (AES), la
CMI rendu par l'automate (résultat brut), ainsi que le mécanisme de résistance
proposé par 'AES.

L’exploitation statistique est réalisée par le logiciel de la société spécialisée
BIOFORTIS, en fonction du cahier des charges qui leur est fourni.

4. Exploitation

a. Eléments comparés

i.  Exploitation en termes de concordance et de discordances
« globales »

» Concordance et discordance catégorielle du caractére S/I/R

Les définitions suivantes sont basées sur les recommandations 2019 du Comité de
'antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CASFM / EUCAST) et la
guidance 2009 de la FDA (Guidance for Industry and FDA - Class Il Special Controls
Guidance Document: Antimicrobial Susceptibility Test (AST) Systems).

Les taux de concordance sont reportés avec leur intervalle de confiance a 95% selon
la méthode exacte de Clopper-Pearson.
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Tableau 10 : Tableau de répartition des résultats pour un antibiotique donnée

Méthode référente

(VITEK® 2 colonie a J1)

TRM S R
Bouillon d’hémoculture
(VITEK® 2 a JO)
TRM a b o] d
S e f g h
I J k / m
R n 0 p q

Résultats évaluables

Les résultats TRM pour 'une des méthodes (cases a, b, c, d, e, j, n) ne sont pas
évaluables en termes de concordance. Seuls les résultats catégoriels évaluables
(S/I/R) en double le permettent.

Nombre de résultats évaluables = (f+g+h+k+l+m+o+p+q)

Concordance catégorielle (CA)
Concordance entre les résultats interprétables (S, | ou R) entre la nouvelle méthode
évaluée et la méthode référente.

(cases f +1+q)
nombre derésultats catégoriels évaluable en double

CA =100x

Pour les antibiotiques ou seul un résultat positif/négatif est disponible (BLSE,
Cefoxitin screening, inductible resistance clindamycin), il est considéré qu’il y a une
concordance catégorielle entre les deux méthodes si les résultats sont similaires
(positif/positif ou négatif/négatif).

Discordance catégorielle mineure (Dm)

Une discordance mineure (Dm) est un résultat évaluable, qui differe « d’'une
catégorie » : la méthode référente indique une résistance (R) ou une sensibilité (S) et
la nouvelle méthode évaluée indique intermédiaire (l) ; ou le résultat de la méthode
référente est () et celui de la nouvelle méthode évaluée est (R) ou (S).

Le taux de discordances mineures (CA min) se calcule de la fagon suivante :

Nombre de test donnant une erreur mineure

Dm = — : : T
Nombre de bactéries testés par la méthode référente

(casesk + m + g + p)

Dm = 100
m X nombre de résultats évaluables en double

Pour les antibiotigues ou seul un résultat positif/négatif est disponible (BLSE,
Cefoxitin screening, inductible resistance clindamycin), le taux de discordances
mineures n’a pas été calculé.

101



Discordance catégorielle majeure (DM)

Une discordance majeure (DM) correspond a une sensibilité (S) pour la méthode
référente et une résistance (R) pour la méthode évaluée. Le patient ne serai pas
traité de maniere inappropriée mais le résultat catégoriel est faux.

Le taux de discordances majeures (DM) se calcule de la fagon suivante :

nombre de discordances majeures
DM =100 x

nombre d’organisme de la méthode référente

(case 0)
DM =100x

nombre de résultats évaluables en double

Pour les antibiotigues ou seul un résultat positif/négatif est disponible (BLSE,
Cefoxitin screening, inductible resistance clindamycin), le taux de discordances
majeures n’a pas été calculé.

Discordance catégorielle trées majeure (DTM)
Une discordance tres majeure (DTM) correspond a une résistance (R) pour la

méthode référente et une sensibilité (S) pour la méthode évaluée. Le patient pourrait
étre traité de maniére inappropriée.

Le taux de discordances tres majeures (DTM) se calcule de la fagon suivante :

nombre de discordances trés majeures

DTM = 100 x — - vy
nombre d’organismes résistants selon la méthode référente

(case h)
(casesd+ h + m + q)

DTM = 100 x

Pour les antibiotiques ou seul un résultat positif/négatif est disponible (BLSE,
Cefoxitin screening, inductible resistance clindamycin), le taux de discordances tres
majeures n’a pas été calculé.

» (Concordance essentielle (+/- 1 dilution) en termes de CMI

La corrélation de la mesure de la CMI est réalisée par rapport au groupe bactérien et
par famille d’antibiotiques. Parmi les discordances de résultat S/I/R est calculé le
pourcentage de discordances en lien avec une différence de +/- une dilution de CMI.
La différence de +/- une dilution de CMI n’est pas liée a une erreur mais correspond
a la marge d’incertitude technique de I'analyse (par exemple, quand le résultat de
CMI est égal a 1Tmg/L il est possible que la véritable CMI de la bactérie étudiée soit
de 0.5 ou 2 mg/L).
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» Concordance des mécanismes de résistance proposés par les automates

L’objectif est de comparer la concordance du mécanisme de résistance a partir des
résultats du bouillon d’hémoculture a JO et des colonies a J1.

Pour tous les essais pour lesquels un mécanisme de résistance est renseigné, la
corrélation des mécanismes de résistance est appréciée par le % de cas pour lequel
le mécanisme proposé est identique.

Deux concordances sont calculées : Pour la premiére, (1) celle-ci tient compte des
hémocultures avec résultats de mécanisme disponibles sur bouillon et/ou colonie.
Pour la seconde, (2) celle-ci tient compte des hémocultures avec résultats de
mécanisme disponible en double (colonie et bouillon). Il est considéré qu’ily a :
e Concordance des mécanismes de résistance entre les deux méthodes si les
deux résultats sont disponibles et similaires,
e Discordance des mécanismes de résistances entre les deux méthodes si les
deux résultats sont disponibles et différents,
e Concordance non définie si 'un des résultats est manquant.

Le taux de concordance des mécanismes de résistance se calcule de la fagon
suivante :

(1)Taux de concordance du mécanisme de résistance pour tout les résultats (%)
nombres de résultats bouillon et colonie concordants
nombre d"hémocultures avec mécanisme de résistance renseigné sur
bouillon et/ou colonie

=100x

(2)Taux de concordance du mécanisme de résistance les résultats en double (%)

100 nombres de résultats bouillon et colonie concordants
= X

nombre d’hémocultures avec mécanisme de résistance renseigné en double

Les taux de concordance sont reportés avec leur intervalle de confiance a 95% selon
la méthode exacte de Clopper-Pearson.

i. Exploitation selon les criteres de la norme I1ISO 20776

Bien que n’ayant pas, a proprement parlé, utilisé de méthode de référence pour
analyser les discordances, il nous a paru intéressant de recalculer les discordances
selon les critéeres de la norme en assimilant la méthode « référente » (par colonie) a
la méthode de référence.

Les taux de discordances sont recalculés selon les criteres de la norme :

Taux de discordances trés majeures parmi les résultats résistants sur colonie
(DTM majR)

Le taux de discordances trés majeures est également calculé parmi les résultats
résistants sur colonie comme le rapport du nombre de tests sensibles (S) pour la
méthode évaluée sur le nombre de tests résistants (R) pour la méthode référente.
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Le taux de discordances majeures (DTM majR) se calcule de la fagon suivante :

(case h)
(casesd+h +m +q)

DTM majR = 100 x

Pour les antibiotiques ou seul un résultat positif/négatif est disponible (BLSE,
Cefoxitin screening, inductible resistance clindamycin), le taux de discordances
majeures parmi les résultats sensibles sur colonie n’a pas été calculé.

Taux de discordances majeures parmi les résultats sensibles sur colonie (DM
majs)

Le taux de discordances majeures est également calculé parmi les résultats
sensibles sur colonie comme le rapport du nombre de tests résistants (R) pour la
méthode évaluée sur le nombre de tests sensibles (S) pour la méthode référente.

Le taux de discordances majeures (DM majS) se calcule de la fagon suivante :

(case 0)
(casesb+ f +k +0)

DM majS = 100 x

Pour les antibiotigues ou seul un résultat positif/négatif est disponible (BLSE,
Cefoxitin screening, inductible resistance clindamycin), le taux de discordances
majeures parmi les résultats sensibles sur colonie n’a pas été calculé.

b. Modalités d’exploitation

Les concordances catégorielles (globale, mineure, majeure et trés majeure) sont
présentées a différents niveaux d’analyses et reportées dans un tableau.
- Pour toutes les bactéries :
o tous les antibiotiques
o par regroupement de molécules d’antibiotiques
- Par groupe de bactéries
o tous les antibiotiques
o par regroupement de molécules d’antibiotiques

Les criteres de concordance des résultats attendus sont ceux de la FDA (100) :
» Concordance de catégorisation >90%
» Taux d’erreurs trés majeures (DTM) <1.5%
» Taux d’erreurs majeures (DM) <3%
» Taux d’erreurs mineures (Dm) <10%

Les données des tests réalisés sont évalués comparativement en accord avec la
norme ISO 20776 et les recommandations des systemes expert EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) et CLSI (clinical and laboratory
standards institute).
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RESULTATS

. Description de la population

Le nombre d’essais réalisés par centre est rapporté dans le Tableau 11. Un essai
correspond a la réalisation d’un antibiogramme en double, a JO a partir du bouillon et
a J1 a partir de colonies, pour un flacon d’hémoculture positif. Le nombre d’essai de
chaque centre est proportionnel au recrutement en hémocultures positives ainsi qu’a
la durée de la période étudiée. Au total, ce sont 784 essais qui ont été analysés au
cours de cette étude.

Tableau 11 : Nombre d'essais par centre

Centre Nombre d’essais réalisés en double
Hopital Cochin Paris 109

Cerballiance Lyon 104

Cerballiance Nice 39

CH Cahors 99

CH Douai 47

CHU St Etienne 242

CH Valenciennes 144

Total 784

Le Tableau 12 permet d’apprécier I'implication de chaque automate dans les
résultats obtenus.

Tableau 12 : Nombre d'essais par automates

Automate Nombre d’essais réalisés en double
BactAlert 3D Biomérieux 247

Virtuo Biomérieux 146

Bactec FX BD 391

Total 784

On peut observer au travers des Tableau 13 et Tableau 14 que 428 souches
d’entérobactérales ont été testés par les cartes Vitek AST-N233 et AST XNO5, 314
souches de staphylocoques ont été testés avec la carte Vitek AST-P631, 42 souches
d’entérocoques ont été testés avec la carte Vitek ASP-P606.

Tableau 13 : Nombre d'essais par cartes Vitek
Carte Vitek Nombre d’essais réalisés en double

428
314
42

784
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Tableau 14 : Nombre d'essais par groupes de bactéries
Groupe de bactérie Nombre d’essais réalisés en double

428
314
42

784

On peut noter dans le Tableau 15, une répartition équivalente entre les flacons
aérobie et anaérobie. 13 flacons pédiatriques ont été utilisés dans cette étude.

Tableau 15 : Nombre d'essais par type de flacons

Type de flacon Nombre d’essais réalisés en double
Aérobie 425

Anaérobie 346

Pédiatrique 13

Total 784

Le tableau ci-dessous nous indique la répartition des espéeces bactériennes étudiées.
Parmi les 428 souches d’entérobactérales il y a : 242 E.coli, 51 Klebsiella spp., 26
P.mirabilis, 26 Enterobacter spp. ainsi que 83 autres souches d’entérobactérales.
Parmi les 314 souches de staphylocoques il y a: 118 S.aureus, 124 S.epidermidis
ainsi que 72 autres souches de staphylocoques a coagulase négative. Parmi les 42
souches d’entérocoques étudiées il y a : 36 E.faecalis et 6 E.faecium.

Il est important de disposer d’'un panel de souches représentatif et incluant des
souches résistantes. Il est donc intéressant d’avoir un recrutement conséquent de
souches dites « hospitalieres » (entérobactérales autres que E.coli) qui présentent
une proportion plus importante de résistances aux antibiotiques.

Tableau 16 : Population étudiée tout centre confondu

Population d’étude Absolue (N) Relative (%)
Entérobactérales 428 54,6
Dont

E. coli 242 30,9

Klebsiella spp. 51 6,5

P. mirabilis 26 3,3

Enterobacter spp. 26 3,3

Autres 83 10,6

Staphylocoques 314 40,1
dont

S. aureus 118 15,1

S. epidermidis 124 15,8

Autres 72 9,2

Entérocoques 42 5,4
dont

E. faecalis 36 4.6

E. faecium 6 0,8

Total 784
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Au total, cette étude a testé 18008 couples molécules / bactéries. Il est inclus des
souches présentant divers mécanismes de résistance : pénicillinase acquise,
céphalosporinase, BLSE, carbapénémase, résistance a la méticilline.

Il. Résultats globaux

1. Concordance catégorielle

Tableau 17 : Taux de concordance S/I/R des résultats globaux

Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d'erreurs | d'erreurs | d’erreurs d’erreurs d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures majeures ramené
ramené au au
nombre de nombre
résultats R de
sur colonie | résultats
S sur
colonie
96.8% 95.8% 1.1% 1.4% 0.67% 3.4% 1.8%

Les résultats globaux montrent 96,8% de concordance catégorielle entre les deux
méthodes. Si on prend en compte lincertitude de mesure technique en évaluant la
concordance catégorielle avec les résultats a +/- 1 dilution de CMI, on obtient 95,8%
de concordance. Parmi les 3,2% de discordances recensées : 1,1% correspondent a
des discordances mineures, 1,4% a des discordances majeures et 0,67% a des
discordances trés majeures. Le taux d’erreurs trés majeures ramené au nombre de
résultats R sur colonie est de 3,4%. Le taux d’erreurs majeures ramené au nombre

de résultats S sur colonie est de 1,8%.

2. Résultats par automate

Tableau 18 : Résultats du Bactec FX® sur 8769 couples testés

Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs d’erreurs d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures majeures ramené
ramené au au
nombre de nombre
résultats R de
sur colonie | résultats
S sur
colonie
98% 97.5% 0.7% 0.7% 0.6% 3% 0.8%

Les résultats du Bactec FX® sur 8769 couples antibiotique/bactérie testés montrent
98% de concordance catégorielle entre les deux méthodes. Si on prend en compte
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I'incertitude de mesure technique en évaluant la concordance catégorielle avec les
résultats a +/- 1 dilution de CMI, on obtient 97,5% de concordance. Parmi les 2% de
discordances recensées : 0,7% correspondent a des discordances mineures, 0,7% a
des discordances majeures et 0,6% a des discordances trés majeures. Le taux
d’erreurs trés majeures ramené au nombre de résultats R sur colonie est de 3%. Le
taux d’erreurs majeures ramené au nombre de résultats S sur colonie est de 0,8%.

Tableau 19 : Résultats du Virtuo® sur 3818 couples testés

Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs d’erreurs d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés tres majeures
majeures majeures ramené
ramené au au
nombre de nombre
résultats R de
sur colonie | résultats
S sur
colonie
98% 96.5% 0.8% 0.4% 0.78% 4.4% 0.6%

Les résultats du Virtuo® sur 3818 couples antibiotique/bactérie testés montrent 98%
de concordance catégorielle entre les deux méthodes. Si on prend en compte
l'incertitude de mesure technique en évaluant la concordance catégorielle avec les
résultats a +/- 1 dilution de CMI, on obtient 96,5% de concordance. Parmi les 2% de
discordances recensées : 0,8% correspondent a des discordances mineures, 0,4% a
des discordances majeures et 0,78% a des discordances trés majeures. Le taux
d’erreurs trés majeures ramené au nombre de résultats R sur colonie est de 4,4%.
Le taux d’erreurs majeures ramené au nombre de résultats S sur colonie est de
0,6%.

Tableau 20 : Résultats du BactAlert 3D® sur 5421 couples testés

Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs d’erreurs d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures majeures ramene
ramene au au
nombre de nombre
résultats R de
sur colonie | résultats
S sur
colonie
94.2% 92.4% 1.8% 3.3% 0.7% 3.5% 4.1%

Les résultats du BactAlert 3D® sur 5421 couples antibiotique/bactérie testés montrent
94,2% de concordance catégorielle entre les deux méthodes. Si on prend en compte
l'incertitude de mesure technique en évaluant la concordance catégorielle avec les
résultats a +/- 1 dilution de CMI, on obtient 92,4% de concordance. Parmi les 5,8%
de discordances recensées : 1,8% correspondent a des discordances mineures,
3,3% a des discordances majeures et 0,7% a des discordances trés majeures. Le
taux d’erreurs trés majeures ramené au nombre de résultats R sur colonie est de

108



3,5%. Le taux d’erreurs majeures ramené au
de 4,1%.

3. Résultats par centre

Tableau 21 : Résultats par centre

nombre de résultats S sur colonie est

Centre | Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures | majeures | ramené
ramené au
au nombre
nombre de
de résultats
résultats S sur
R sur colonie
colonie
1 97.2% 96.1% 1.1% 1% 0.7% 3.6% 1.3%
2 96.7% 95% 1.1% 1.4% 0.79% 4.8% 1.7%
3 79.3% 75.5% 5.4% 14.9% 0.45% 1.8% 20.6%
4 98% 96.4% 0.8% 0.4% 0.85% 5.3% 0.5%
5 98% 96.6% 0.7% 0.6% 0.62% 2.9% 0.8%
6 98% 97.7% 1% 0.4% 0.55% 2.8% 0.5%
7 98.1% 97.5% 0.5% 0.8% 0.63% 3% 1%

Les résultats de concordance présentés par centre nous montrent ici la cohésion des
résultats des différents paramétres calculés selon les centres. Sauf pour le centre

numéro 3 qui présente des résultats qui different des autres centres.

4. Reésultats AES : mécanisme de résistance identifié

La concordance globale du mécanisme de résistance identifié est de 96.5%.
Néanmoins, la concordance varie selon l'automate utilisé. La concordance du
mécanisme de résistance identifié est de 100% pour le Bactec FX®, de 87.1% pour le

BactAlert 3D® et de 93,5% pour le Virtuo®.

109




Résultats par type de carte

1. Entérobactérales (Carte AST-N233 + AST-XN 05)

Tableau 22 : Concordance pour les entérobactérales

Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs d’erreurs d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures majeures ramené
ramené au au
nombre de nombre
résultats R de
sur colonie | résultats
S sur
colonie
97.3% 96.5% 1.2% 1% 0.47% 2.7% 1.3%

Les résultats pour les entérobactérales (toutes les espéces confondues) montrent
97,3% de concordance catégorielle entre les deux méthodes. Si on prend en compte
l'incertitude de mesure technique en évaluant la concordance catégorielle avec les
résultats a +/- 1 dilution de CMI, on obtient 96,5% de concordance. Parmi les 2,7%
de discordances recensées : 1,2% correspondent a des discordances mineures, 1%
a des discordances majeures et 0,47% a des discordances trés majeures. Le taux
d’erreurs trés majeures ramené au nombre de résultats R sur colonie est de 2,7%.
Le taux d’erreurs majeures ramené au nombre de résultats S sur colonie est de
1,3%.

Le Tableau 23 reprend les résultats des différents parameétres étudiés et classés par
famille d’antibiotiques pour 'ensemble des 428 souches d’entérobactérales étudiées.

Tableau 23 : Résultats par famille d‘antibiotiques pour les entérobactérales

omZ—-rr—0—2mMm

Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures

majeures | majeures | ramené

rameneé au

au nombre

nombre de
de résultats

résultats S sur

R sur colonie

colonie
96.2% 94.5% 1.4% 1.7% 0.7% 1.8% 3%
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C | Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
E catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
H dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
A majeures | majeures | ramené
L ramené au
g au nombre
p nombre de
0 de résultats
R résultats S sur
I R sur colonie
'I‘E‘ colonie
s 97.2% 95.9% 1.4% 1% 0.4% 2.3% 1.2%
P | Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
E catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
N dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
I\EI majeures | majeures | ramene
E ramené au
s au nombre
nombre de
de résultats
résultats S sur
R sur colonie
colonie
98.7% 96.6% 1.2% 0.1% 0.08% 9%* 0.1%
* 1 seule discordance trés majeure
A | Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
M | catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
' dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
g majeures | majeures | ramené
S ramené au
I au nombre
D nombre de
E de résultats
S résultats S sur
R sur colonie
colonie
99.2% 98.7% 0.4% 0.1% 0.3% 4.9% 0.1%
Q | Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
U catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
' dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
g majeures majeure,s ramene
L ramené au
0 au nombre
N nombre de
E de résultats
S résultats S sur
R sur colonie
colonie
98.1% 98.2% 1.1% 0.7% 0.1% 1.2% 0.8%
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A | Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
U| catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
T dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
E majeures | majeures | rameneé
s ramene au
au nombre
nombre de
de résultats
résultats S sur
R sur colonie
colonie
96.6% 96.7% 1.2% 1.4% 0.8% 5.2% 1.6%
2. Staphylocoques (Carte AST-P631)
Tableau 24 : Concordance pour les staphylocoques
Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | derreurs d’erreurs d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures majeures ramené
ramene au au
nombre de nombre
résultats R de
sur colonie | résultats
S sur
colonie
96.4% 94.7% 0.6% 2% 1.03% 3.9% 2.7%

Les résultats pour les staphylocoques (toutes les especes confondues) montrent
96,4% de concordance catégorielle entre les deux méthodes. Si on prend en compte
l'incertitude de mesure technique en évaluant la concordance catégorielle avec les
résultats a +/- 1 dilution de CMI, on obtient 94,7% de concordance. Parmi les 3,6%
de discordances recensées : 0,6% correspondent a des discordances mineures, 2%
a des discordances majeures et 1,03% a des discordances trés majeures. Le taux
d’erreurs trés majeures ramené au nombre de résultats R sur colonie est de 3,9%.
Le taux d’erreurs majeures ramené au nombre de résultats S sur colonie est de
2,7%.

Le Tableau 25 reprend les résultats des différents parameétres étudiés et classés par
famille d’antibiotiques pour 'ensemble des 314 souches de staphylocoques étudiées.
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Tableau 25 : Résultats par famille d’antibiotiques pour les staphylocoques

Famille | Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures | majeures | ramené
ramené au
au nombre
nombre de
de résultats
résultats S sur
R sur colonie
colonie
Peni 97.8% 93.3% 0% 1.5% 0.68% 1.1% 4.3%
Amino 98.5% 94.3% 0% 0.6% 0.89% 2.9% 0.8%
Macro 94.2% 93.4% 2.6% 2.8% 0.45% 1.4% 4.1%
Quinol 97% 95.9% 0% 2.7% 0.33% 1% 41%
Autres 96% 95.5% 0.4% 2.2% 1.45% 10.9% 2.5%

Le Tableau 26 nous présente les résultats des différents parametres étudiés et
classés par famille d’antibiotiques pour les 118 souches de S.aureus étudiées, les
124 souches de S.epidermidis étudiées, ainsi que les 72 autres souches de

staphylocoques a coagulase négative étudiées.

Tableau 26 : Résultats par espéce bactérienne

S.aureus
Famille | Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures | majeures | ramené
ramené au
au nombre
nombre de
de résultats
résultats S sur
R sur colonie
colonie
Global 97.1% 96.7% 0.7% 2% 0.14% 1.9% 2.2%
Peni 97% 92.8% 0% 30/0 0% 0% 4.6%
Amino 100% 99.4°/o 0% 0% 0% 0% 0%
Macro 94.8% 95.4% 2.3% 2.9% 0% 0% 3.4%
Quinol 98.3% 98.2% 0% 1.7% 0% 0% 1.9%
Autres 96.8% 96.9% 0.7% 2.2% 0.28% 50% 2.2%
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S.epidermidis

Famille | Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures | majeures | ramené
ramené au
au nombre
nombre de
de résultats
résultats S sur
R sur colonie
colonie
Global 95.8% 93.8% 0.5% 1.9% 1.8% 4.2% 3.3%
Peni 99.2% 97.5% 0% 0% 0.8% 0.9% 0%
Amino 98.4% 90.3% 0% 0.5% 1% 1.9% 1.2%
Macro 93.2% 91.1% 2.4% 3.5% 0.8% 1.8% 6.7%
Quinol 96% 94.4% 0% 3.2% 0.8% 1.4% 7.7%
Autres 94.9% 95.2% 0.2% 2.1% 2.8% 12.4% 2.7%
Autres espéces de SCN
Famille | Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures | majeures | ramené
ramené au
au nombre
nombre de
de résultats
résultats S sur
R sur colonie
colonie
Global 96.1% 92.3% 0.6% 2% 0.12% 4% 3%
Peni 96.4% 84.8% 0% 1.8% 0.18% 2.5% 6.7%
Amino 95.9% 92.4% 0% 1.8% 0.23% 6.3% 2.8%
Macro 94.8% 94.2% 3.5% 1.2% 0.58% 2% 1.7%
Quinol 96.5% 94.7% 0% 3.5% 0% 0% 5.6%
Autres 96.6% 92.9% 0% 2.2% 1.2% 5.5% 2.9%
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3. Entérocoques (Carte AST-P606)

Tableau 27 : Concordance pour les entérocoques

Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d'erreurs | d’erreurs | d’erreurs d’erreurs d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures majeures ramené
ramené au au
nombre de nombre
résultats R de
sur colonie résultats
S sur
colonie
89.3% 86.1% 2.6% 6% 2.1% 11.4% 8.6%

Les résultats pour les entérocoques (toutes les especes confondues) montrent
89,3% de concordance catégorielle entre les deux méthodes. Si on prend en compte
l'incertitude de mesure technique en évaluant la concordance catégorielle avec les
résultats a +/- 1 dilution de CMI, on obtient 86,1% de concordance. Parmi les 10,7%
de discordances recensées : 2,6% correspondent a des discordances mineures, 6%
a des discordances majeures et 2,1% a des discordances trés majeures. Le taux
d’erreurs trés majeures ramené au nombre de résultats R sur colonie est de 11,4%.
Le taux d’erreurs majeures ramené au nombre de résultats S sur colonie est de

8,6%.

Le Tableau 28 reprend les résultats des différents parameétres étudiés et classés par
famille d’antibiotiques pour 'ensemble des 42 souches d’entérocoques étudiées.

Tableau 28 : Résultats par famille d‘antibiotiques pour les entérocoques

Famille | Concordance | Concordance Taux Taux Taux Taux Taux
catégorielle a+/-1 d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs | d’erreurs
dilution CMI | mineures | majeures trés trés majeures
majeures | majeures | ramené
ramené au
au nombre
nombre de
de résultats
résultats S sur
R sur colonie
colonie
Peni 100% 100% 0% 0% 0% 0% 0%
Amino 85.1% N/A* N/A* 4.3% 10.6% 45.5% 5.6%
Macro 90.6% 87.5% 9.4% 0% 0% 0% 0%
Quinol 84.6% 64.1% 10.3% 51% 0% 0% 12.2%
Autres 89.6% 87.4% 0.9% 9.5% 0% 0% 12.2%

*Non Applicable
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DISCUSSION

. Résultats principaux et leurs implications
1. Globalement

Cette étude établie sur 784 essais montre une concordance globale de 96,8% par
rapport a la méthode référente, une concordance de 97,3% pour les
entérobactérales, une concordance de 97,1% pour le staphylococcus aureus, une
concordance de 95,8% pour S.epidermidis, une concordance de 96,1% pour les
staphylocoques a coagulase négative et une concordance de 89,3% pour les
entérocoques.

Globalement, la concordance catégorielle et la concordance a +/- 1 dilution de CMI
est supérieure a 95% ce qui est conforme aux critéres de la FDA (>90%). Les taux
d’erreurs calculés globalement sont conformes aux critéres pour les discordances
mineures (1,1% versus <10%), les discordances majeures (1,4% versus <3%) et
conformes pour les discordances trés majeures (0,67% versus <1,5%).

Si on regarde les résultats par automates, on note que les résultats sur Bactec FX®
et sur Virtuo® sont meilleurs que ceux réalisés sur BactAlert 3D®. L’analyse de ces
données est détaillée dans les limites de I'étude ci-apres.

L’étude des résultats obtenus par type de carte et de bactéries montre que les
résultats obtenus avec les entérobactérales et les staphylocoques sont meilleurs que
ceux obtenus avec les entérocoques.

Lorsqu’on observe plus attentivement les résultats par famille d’antibiotiques, les
aminosides ont une concordance faible a 85,1% pour les entérocoques. Cependant,
la détection de la résistance a haut niveau aux aminosides est difficilement
reproductible. Ce phénoméne s’observe sur les résultats des contréles de qualité
externe des laboratoires. Ce point sera discuté ci-apres.

2. Analyse selon la norme ISO 20776

Globalement, les taux de discordances trés majeures (DTM) et de discordances
majeures (DM) ont été recalculés selon la norme ISO 20776. Les DTM sont
supérieurs aux criteres exigés au regard de la norme (DTM 3.4% versus 1.5%). Les
DM sont conformes aux critéres exigés de la norme (1.8% versus 3%). De prime
abord ces résultats sont non conformes aux exigences de la norme. Il est néanmoins
important de prendre en compte que la norme ISO 20776 se référe a la comparaison
d’'une technique a la méthode de référence (CMI par microdilution en milieu liquide).
Dans ce protocole la technique sur colonie a été choisie comme méthode
« référente » mais il ne s’agit pas d’'une méthode de référence au sens de la norme.
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Ainsi, les antibiogrammes répétés sur colonie peuvent présenter des variations. Par
conséquent, les données peuvent présenter un biais d’interprétation vis-a-vis des
criteres de la norme. De plus, un certains nombres de discordances nécessitent une
analyse plus fine.

Il. Analyse des discordances

Bien que les discordances apparaissent élevées, les résultats ne doivent pas étre
pris en compte tels quels. Elles doivent étre réanalysées au regard de certaines
considérations.

1. Molécules « d’intérét »

Il'y a une absence de discordances sur un certain nombre de molécules ayant un
intérét thérapeutique, dans lantibiogramme rendu, au regard de la bactérie
considérée dans un contexte de bactériémie, ainsi :

- Pour les entérobactérales, il n'y a pas de DTM sur le céfotaxime, la
ceftriaxone, I'imipénéme, la ciprofloxacine et I'amikacine ;

- Pour les staphylocoques, le « cefoxitin screening » permettant de mettre en
évidence la présence de SARM et de SERM possede 99,4% de concordance,
de plus il N’y a pas de DTM sur la vancomycine, la teicoplanine, ni le
linezolide ;

- Pourle S.aureus, il n’y a pas de DTM pour les pénicillines, les aminosides, les
macrolides, ainsi que les quinolones ;

- Pour les entérocoques, il y a 100% de concordance pour I'ampicilline et 0% de
DTM sur le linezolide.

Certaines molécules de l'antibiogramme, n’ayant aucun intérét en thérapeutique
et/ou dans le traitement des bactériémies, possédent des pourcentages de
discordances élevées. C’est le cas du chloramphénicol qui obtient globalement
80,6% de concordance catégorielle et 19,2% de DTM. Autre exemple avec la
nitrofurantoine qui obtient 92,1% de concordance catégorielle globale.

Pour la famille des entérobactérales (AST-N233 + AST-XNO05), 21% des DM et
29,3% des DTM sont liées a deux molécules qui ne sont pas utilisées pour traiter les
bactériémies : le chloramphénicol et la nitrofurantoine.

Pour la famille des entérocoques, 46,4% des DM sont liées a la nitrofurantoine qui
n'a aucun intérét dans le traitement d’une bactériéemie. Dans cette analyse, les
antibiotiques sans intérét clinique (nitrofurantoine, aminosides sauf gentamicine)
représentent un biais dans la concordance globale pour cette famille de bactérie.

Dans une étude sur les performances du Vitek® 2, la plupart des discordances
observées concernaient des antibiotiques qui ne sont pas utilisés dans le traitement
des infections a entérocoques (101). Concernant les entérocoques et les
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aminosides, la concordance est satisfaisante pour la gentamicine (96,6%), seule
molécule d’intérét dans ce contexte. La concordance est respectivement de 71,4% et
de 82,8% pour la kanamycine et la streptomycine.

On observe un taux d’erreurs trés majeures ramené au nombre de résultats R sur
colonie (ISO 20776) éleve a 9% pour les entérobactérales vis-a-vis des
carbapénéemes (Tableau 23). Ce taux élevé s’explique par la présence d’'une seule
discordance tres majeure et la faible représentation d’entérobactérales présentant
une carbapénemase.

La famille d’antibiotiques dit « autres » est un regroupement de famille d’antibiotiques
ayant une reproductibilité trés variable. Certaines molécules analysées de cette
famille n’ont aucun intérét dans le traitement d’'une bactériémie, a ce jour. Ainsi, le
taux élevé de discordance retrouvé dans cette « famille » est discutable.

2. Discordance en lien avec un écart d’une seule dilution de
CcMi

Certains pourcentages de discordances (y compris DM et DTM) sont liés a
I'incertitude technique. En effet, 'analyse des discordances est réalisé a partir des
résultats interprétés par 'AES de 'automate et non pas a partir des résultats bruts. Il
existe donc beaucoup d’exemples ou un écart d’'une dilution de CMI entraine une
discordance catégorielle. Par exemple, la ticarcilline obtient globalement 93,6% de
concordance catégorielle. En revanche lorsqu'on analyse la concordance de CMI
pour la ticarcilline, on obtient 96% de concordance. On peut citer un autre exemple
avec la tetracycline qui obtient 85,2% de concordance catégorielle et 98% de
concordance de CMI.

Pour la famille des staphylocoques (AST-631), 21,6% des DM et 38,9% des DTM
sont liées a la tetracycline, or ces discordances correspondent a des différences de
CMI égales a une seule dilution. Elles sont donc non significatives car liées a
I'incertitude technique.

3. Discordances et évolution des recommandations

Les données sont traitées ici avec les recommandations du CASFM de 2018.
Lorsqu'on affine les données avec lavancée des derniéres recommandations
(CASFM 2020), on met en évidence que certains pourcentages de discordances sont
en liens avec des molécules pour lesquelles il y a désormais une zone d’incertitude
technique (ZIT). Par exemple, pour 'amoxicilline - acide clavulanique, 5% des DTM
font désormais partie de la ZIT. Pour le piperacilline-tazobactam, ce sont 7,3% des
DTM qui font désormais parties de la ZIT.

119



4. Discordances en lien avec des sous populations

Les staphylocoques a coagulase négative font également partie des micro-
organismes les plus fréquemment rencontrés dans les flacons d’hémoculture positif
(16,24,27,86). Il est intéressant de les tester avec la méthode en milieu liquide mais
les résultats sont a prendre avec précaution de par le caractéere spécial de ce groupe
de bactérie. Un staphylocoque a coagulase négative peut en cacher un autre. En
effet, une méme souche peut avoir deux aspects macroscopiques différents sur une
gélose, et potentiellement des profils de sensibilités aux antibiotiques différents, ce
qui nécessite en pratique la réalisation d’un antibiogramme pour chaque aspect. Ce
phénomene est visible sur la réalisation des antibiogrammes précoce en diffusion
mais ne l'est pas lors de la réalisation d’'un antibiogramme en milieu liquide. D’'ou la
nécessité d’étre attentif sur le témoin de pureté, en particulier dans ces cas-la.

On observe par ailleurs une différence de performance entre les staphylocoques. On
retrouve une concordance a +/- une dilution de CMI de 96,7% pour le
Staphylococcus aureus, de 93,8% pour le Staphylococcus epidermidis (SCN), et de
92,3% pour les autres espéces de SCN. Ce qui illustre bien la possibilité de
présence de sous population parmi les souches de staphylocoques a coagulase
négative comparativement au S.aureus qui se comporte comme une souche unique.

La méthode référente est représentative d’une colonie prélevée alors que
I'antibiogramme sur bouillon est représentatif des bactéries présentes dans le flacon
(possibilité d’avoir plusieurs souches en particulier pour les staphylocoques), ou
plusieurs variantes de la méme souche exprimant des niveaux de reésistance
legerement différents. A titre d’exemple, chez les entérobactérales du groupe 3, on
observe dans certains cas 2 diameétres d’inhibition autour des disques d’antibiotiques
sur l'antibiogramme en diffusion. Ceci s’explique par la présence d'une sous
population exprimant un niveau de dérépression différent de la céphalosporinase
chromosomique. Ce phénomene rend la réalisation de I'antibiogramme en milieu
liquide directement a partir du bouillon d’hémoculture positif intéressant car il permet
de s’affranchir du risque de ne pas travailler un variant potentiellement présent dans
la culture. Néanmoins, des biais dans I'analyse des résultats peuvent naitre de la
méthode dite « référente » dus notamment a la réalisation de I'antibiogramme a partir
d’'une colonie, et non d’'un mélange de colonies.

lll. Forces du travail

La réduction de 24 heures du délai de rendu de 'antibiogramme est rendue possible
grace a la mise au point d’'une méthode en diffusion permettant sa réalisation
directement a partir du flacon d’hémoculture positif (9). Une étude préliminaire
réalisée au Centre Hospitalier de Valenciennes a démontré une bonne concordance
générale sur les micro-organismes étudiés pour la réalisation de I'antibiogramme en
milieu liquide a partir du bouillon d’hémoculture positif.

120



1. Robustesse

Le grand nombre de micro-organismes étudiés permet d’obtenir une bonne
représentativité des résultats. De plus, I'étude de micro-organismes provenant du
milieu hospitalier permet d’augmenter la proportion de micro-organismes ayant
acquis différents mécanismes de résistance, ce qui est intéressant pour constituer un
panel représentatif.

L’étude sur différents systémes d’automates sur des sites géographiquement
eloignés permet d’obtenir des résultats robustes. La multiplication des sites d’étude
met en avant la robustesse de la méthode utilisée avec différentes organisations de
travail. En effet, les laboratoires n’étant pas organisés de la méme maniére, le JO a la
sortie de 'automate ne correspond pas au méme moment pour chaque laboratoire.
Pour certains laboratoires cela peut étre juste aprés la positivité du flacon, pour
d’autres cela peut étre bien plus tard. Les données obtenues et analysées prennent
en compte I'ensemble des couples bactérie/antibiotique. Bien que certains couples
présentent un intérét limité dans l'étude de par une absence d'utilisation de
molécules en thérapie anti-infectieuse, leur prise en compte permet de montrer la
transparence des résultats obtenus liés a la technique. Au total, cette étude
démontre la performance de cette méthode.

2. Intégration en routine

Nous avons souhaité adapter cette méthode en milieu liquide pour ses nombreux
avantages liés a l'automatisation du processus : réduction du temps de travail
technique, réduction du risque biologique lié a la méthode, simplification du procédé,
résultats rendus en donnée précise de CMI et valorisation de linterprétation du
logiciel expert (68).

Sur le plan organisationnel, dans certaines pratiques de laboratoire il est choisi de
réaliser les antibiogrammes uniqguement en milieu liquide. Le manque de possibilité
de réalisation de l'antibiogramme en diffusion a partir du bouillon d’hémoculture
positif entrave I'amélioration du délai de rendu des résultats. Le but de cette étude
est d’étre publiée afin d’étayer les données scientifiques. Les laboratoires pourront
ainsi utiliser cette technique et 'accréditer en portée A.

3. Impact clinique

La réduction de 24 heures du délai de rendu des résultats microbiologiques au
clinicien améliore considérablement la prise en charge du patient (4,37,53). En
particulier pour les patients sévéres pour lesquels la documentation microbiologique
de l'infection en cours est un avantage considérable dans I'amélioration de leur
survie. Il est donc intéressant pour la clinique, qu’un laboratoire de biologie médicale
puisse mettre en place une méthode lui permettant de rendre rapidement des
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résultats, surtout pour I'némoculture qui est un prélévement en 1¢® ligne pour la
documentation des infections systémiques graves pouvant étre rapidement |étales.

Cette méthode a également l'avantage d’étudier le profil de sensibilité aux
antibiotiques d’'une éventuelle sous population de la méme espéce, présente dans le
bouillon et qui pourrait avoir un profil différent de sensibilité aux antibiotiques,
comparé aux méthodes « conventionnelles » qui n’utilisent qu’'une ou deux colonies
pour la réalisation de la suspension de 0.5 McFarland nécessaire a la réalisation de
I'antibiogramme.

IV. Limites de I’étude
1. Méthodologie

Il s’agit d’'une étude prospective, elle comporte donc des risques limités liés aux
recueils des données. Les informations récoltées sont dépendantes des informations
saisies dans les tableurs, ce qui n'exclue pas l'erreur humaine. Néanmoins, pour
pallier a cela les données ont été vérifiees par une double saisie.

Les risques lieés a cette méthode sont ceux inhérents aux éléments de maitrise et
notamment a la gestion des flacons d’hémocultures positifs et a la réalisation
d’antibiogramme en milieu liquide. Le risque lie¢ a la préparation de I'inoculum est
limité car la concentration bactérienne dans les flacons d’hémocultures positifs est
sensiblement identique (102).

L’antibiogramme en milieu liquide directement a partir du bouillon d’hémoculture
positif est réalisable en partant du postulat que le bouillon est monomicrobien. En
pratique seule la culture sur gélose permet de révéler le caractéere monomicrobien du
bouillon positif. || est donc essentiel, que l'identification soit réalisée a partir du
bouillon ou non, de réaliser une culture sur gélose a partir de I'inoculum afin de
révéler le ou les micro-organisme(s) présent et ainsi d’avoir une base fiable pour la
réalisation de [l'antibiogramme en milieu liquide. Il est nécessaire d’invalider
I'antibiogramme en cas de subcultures polymicrobiennes, car il est impossible de
savoir quel micro-organisme a cultivé dans tel ou tel puit des cartes Vitek® incubées
dans 'automate d’antibiogramme en milieu liquide.

2. Effet centre

Concernant les résultats par automates, en regardant plus attentivement les résultats
par centre (Tableau 21), on observe que le centre 3 présente des résultats nettement
moins bons. Les raisons de ces résultats différents par rapport aux autres centres
restent inconnus a ce jour et peuvent étre nombreuses (souci méthodologique par
exemple). A noter que le centre 3 est équipé d’'un BactAlert 3D®, ce qui peut

entrainer un biais dans l'interprétation des résultats en fonction des automates.
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3. Effectifs

Les résultats décrivant la population étudiée, notamment le Tableau 14 qui fait
référence des effectifs des familles bactériennes, mettent en valeur des effectifs
importants pour les staphylocoques et les entérobactérales. On y retrouve les
entérocoques trés faiblement représentés dans cette étude (42 essais). Le manque
d’essais pour cette famille bactérienne est une cause des résultats obtenus.

Les bacilles Gram négatifs non fermentant et les streptocoques n’ont pas été inclus
dans cette étude. Ce qui souligne un manque de représentativité des familles
bactériennes responsables de bactériémies.

4. Exploitation complémentaire

Cette étude manque encore de données a ce jour. Cela est lié au manque de temps
nécessaire a I'exploitation compléte des résultats, en cette période particuliére.

L’exploitation des résultats obtenus dans cette étude montre que la base de données
nécessite un complément d’exploitation. Notamment en recalculant les concordances
et discordances catégorielles, en considérant celles induites par la marge
d’incertitude technique de I'analyse correspondant a la différence de +/- une dilution
de CMI. L’analyse approfondie nécessite le retrait des discordances inférieures ou
egale a +/- une dilution de CMI.

Lorsqu'on prend en compte dans le pourcentage de discordance les différents
antibiotiques n’ayant aucun intérét dans le traitement d’'une bactériémie, on retrouve
des pourcentages de discordances trés importants. Ce sont ces molécules qui
contiennent d’ailleurs le plus de discordances. Comme c’est le cas pour le
chloramphénicol et la nitrofurantoine avec les entérobactérales, les molécules sans
intéréts dans le traitement des bactériémies viennent perturber l'analyse des
résultats. Vis-a-vis de cette observation il est judicieux d’aller plus loin dans I'analyse
des données et de chercher les concordances et discordances des souches
bactériennes par rapport aux molécules d’intéréts en thérapeutique. C’est-a-dire de
réanalyser les données en retirant les molécules sans intéréts dans le traitement des
bactériémies. Les données sont actuellement retravaillées et feront I'objet d’'une
publication ultérieure.

L’analyse du pourcentage de résultats non rendus dit « TRM » et du délai d’obtention
des résultats avaient initialement été prévus mais ne sont pas disponible a ce jour.
L’observation des données brutes permet néanmoins d’apprécier que peu de
couples étudiés ont rendus un résultat TRM.
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V. Hypotheses et prospectives

Au regard des résultats rendus pour E.coli, Klebsiellaspp, P.mirabilis et
Enterobacter spp., cette méthode pourrait étre généralisée a tous les bacilles Gram
négatifs de la famille des entérobactérales. Elle pourrait également I'étre pour les
staphylocoques et les entérocoques.

Nous avons choisi de ne pas tester ici les bacilles Gram négatifs non fermentant tel
que P.aeromonas, A. baumannii qui mériteraient d’étre étudiés pour cette méthode
compte tenu de leur fréquence dans les bactériémies et leurs nombreuses
résistances pouvant compliquer la prise en charge thérapeutique.

Les avancées techniques permettant de rendre des résultats phénotypiques
rapidement concurrencent sérieusement les avantages liés au gain de temps apporté
par les meéthodes génotypiques. D’autant plus que les méthodes génotypiques sont
généralement couteuses, liées aux principes de ces méthodes. Il peut étre nettement
plus judicieux et pratique pour un laboratoire d’axer la mise en place des méthodes
phénotypiques rapides et moins couteuses que des méthodes génotypiques.

Cette étude axe son travail d’amélioration du délai de rendu de résultat sur I'étape
entre la positivité du flacon d’hémoculture dans l'automate et la réalisation de
I'antibiogramme de I'espéce bactérienne. De nombreuses autres étapes tout au long
de la prise en charge du patient peuvent également étre optimisées en terme
organisationnel telles qu’'une amélioration du transport du prélevement au laboratoire
et de sa mise en place dans 'automate, une prise en charge précoce dans les délais
de pousse des micro-organismes sur gélose, une coloration de Gram et une
communication du résultat rapide, une identification rapide du pathogéne en cause,
ainsi que I'adaptation clinique du traitement dés I'obtention du résultat. La prise en
charge du patient y gagne a chaque optimisation des différentes étapes du parcours
du prélévement de I’'hnémoculture jusqu’au rendu de résultat.

L’antibiogramme consiste a caractériser un micro-organisme donné pour un
antibiotigue donné en plusieurs catégories : Sensible / Intermédiaire / Résistant.
Depuis peu le Comité de I'’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie a
apporté une précision sur le caractere « Intermédiaire » en le modifiant par
« Sensible forte exposition » d’'une part et « Zone d’incertitude technique » (ZIT)
d’autre part, lorsque les données actuelles de la science le permettent (9). Les
concentrations critiques étant affinées dans les derniéres recommandations, il serait
intéressant de réanalyser les données brutes des CMI obtenues et de simuler le
rendu catégoriel du logiciel expert du Vitek® 2 avec les recommandations récentes.
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CONCLUSIONS

Les bactériémies présenteront toujours un risque important de déces pour les
patients, en particulier chez les sujets agés et atteints de maladies chroniques. Les
micro-organismes principalement responsables de ces infections different en fonction
du contexte communautaire ou nosocomial. Le succes thérapeutique dépend de la
précocité de sa prise en charge mais également du délai de documentation de la
bactériémie. La réalisation de I'antibiogramme en milieu liquide a partir du bouillon
d’hémoculture positif permet au laboratoire d’analyse médicale de réduire le rendu
du résultat d’antibiogramme des bactéries responsables de bactériémies. Permettant
aux cliniciens de pouvoir adapter I'antibiothérapie de maniére précoce et d’améliorer
la prise en charge et la survie des patients présentant une bactériémie.

La réalisation de I'antibiogramme par diffusion en milieu gélosé a partir des bouillons
positifs a été possible grace aux études menées par le CA-SFM. Dans son mode
opératoire, la standardisation de [Iinoculum nécessaire a la réalisation de
I'antibiogramme a permis de partir de la méme méthode de préparation de lI'inoculum
pour la réalisation de I'antibiogramme en milieu liquide sur 'automate Vitek® 2.

Cette étude apporte des données et complete les études préliminaires sur le sujet.
Les résultats de la réalisation de I'antibiogramme en milieu liquide a partir du bouillon
d’hémoculture positif, en comparaison avec la méthode « référente » réalisée a partir
de colonies montrent globalement une bonne concordance catégorielle (96,8%), y
compris a +/- 1 dilution de CMI (95,8%), ce qui est conforme aux critéres de la FDA
(>90%).

En somme, cette étude démontre que I'antibiogramme précoce en milieu liquide a
partir du bouillon d’hémoculture positif est réalisable pour les espéces principalement
rencontrées dans les bactériéemies. Elle alimente les données sur le sujet et
permettra I'accréditation de la méthode en portée A dans les laboratoires d’analyses
médicales.
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ANNEXES

Annexe 1 : Contenu des cartes AST-N233

Antibiotique Concentration*® Plage couverte Plage couverte
< 2
Amikacine 8, 16, 64 2 64
Amoxicilline/Acide clavulanique 4/2,16/8, 32/16 2/1 32/16
Ampicilline 4,8, 32 2 32
Céfalotine 2,8,32 2 64
Céfotaxime 1,4,16,32 1 64
Céfoxitine 8,16, 32 4 64
Ceftazidime 1,2,8,32 0.25 4
Ciprofloxacine 05,1,6 0.5 8
Gentamicine 4,16,32 1 16
Imipénéme 1,2,6,12 0.25 16
Acide nalidixique 8, 16, 32 2 32
Nitrofurantoine 16, 32,64 16 512
Ofloxacine 05,1,4 0.25 8
Pipéracilline/Tazobactam 2/4,8/4,24/4,32/4, 4/4 128/4
32/8,48/8
Ticarcilline 16,32, 64 8 128
Tobramycine 8, 16, 64 1 16
Triméthoprime/sulfaméthoxazole | 1/19, 4/76, 16/304 20 (1/19) 320 (16/304)

*Concentration de méthode standard équivalente par efficacité.

Annexe 2 : Contenu des cartes AST-XNO05

Antibiotique Concentration* Plage couverte Plage couverte
< >
Ampicilline/Sulbactam 4,16, 32 2 32
Aztréonam 2,8, 32 1 64
Céfépime 2,8,16,32 1 64
Céfixime 0.25,1,2 0.25 4
Ceftriaxone 1,2,8,32 1 64
Céfuroxime 2,8,32 1 64
Chloramphénicol 4,16, 32 2 64
Colistine 4,16, 32 0.5 16
BLSE FEP 1, CTX 0.5, CAZ NEG POS
0.5, FEP/CA 1/10,

CTX/CA 0.5/4,

CAZ/CA0.5/4
Lévofloxacine 0.25,05,2,8 0.12 8
Méropéneme 0.5,2,6,12 0.25 16
Minocycline 2,4,8 1 16
Moxifloxacine 0.25,1,4 0.25 8
Pipéracilline 4,16, 32, 64 4 128
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Antibiotique

Concentration*

Plage couverte

Plage couverte

< 2
Tétracycline 2,4,8 1 16
Ticarcilline/Acide clavulanique 8/2,32/2,64/2 8/2 128/2
Tigécycline 0.75,2,4 0.5 8
Triméthoprime 05,2,8 0.5 16

*Concentration de méthode standard équivalente par efficacité.

Annexe 3 : Contenu des cartes AST-P631

Antibiotique Concentration* Plage couverte Plage couverte
< 2
Benzylpénicilline 0.125,0.25,1 0.03 0.5
Céfoxitine (dépistage) 6 NEG POS
Erythromycine 1,2,4,8 0.25 8
Fosfomycine 8, 32 8 128
Acide fusidique 0.5,1,4 0.5 32
Gentamicine 8, 16, 64 0.5 16
Résistance inductible a la CM 0.5, CM/E NEG POS
clindamycine 0.25/0.5
Kanamycine 32,64,128 4 64
Lincomycine 2,4,16 1 16
Linézolide 0.5,1,2 0.5 8
Nitrofurantoine 16, 32, 64 16 512
Ofloxacine 0.5,2,4 0.5 8
Oxacilline 0.5,1,2 0.25 4
Pristinamycine 0.25,1,2 0.5 8
Rifampicine 0.015, 0.03, 0.125, 0.03 4
0.5
Teicoplanine 1,4,8, 16 0.5 32
Tétracycline 0.5,1,2 1 16
Tobramycine 16, 32, 64 1 16
Triméthoprime/Sulfaméthoxazole | 2/38, 8/152, 16/304 10(0.5/9.5) 320(16/304)
Vancomycine 1,2,4,8,16 0.5 32

*Concentration de méthode standard équivalente par efficacité.
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Annexe 4 : Contenu des cartes AST-P606

Antibiotique Concentration* Plage couverte Plage couverte
< 2

Ampicilline 0.5,4,8, 32 - -
Enterococcus spp. 2 32
S. agalactiae 0.25 16

Benzylpénicilline 0.125,0.25,1, 2, 8, 0.12 64

64
Chloramphénicol 0.125,0.25,1, 2, 8, 0.12 64
64

Clindamycine 0.51,2 0.25

Erythromycine 1,2,4,8 0.25

Gentamicine a forte 500 S

concentration (synergie)

Kanamycine a forte 200 S R

concentration (synergie)

Lévofloxacine 0.25,2,8 0.12 8

Linézolide 0.5,1,2 0.5 8

Moxifloxacine 0.25,2,8 0.25 8

Nitrofurantoine 0.25,2,8 16 512

Quinupristine/Dalfopristine 0.25,0.5, 2 0.25 16

Streptomycine a forte 1000 S R

concentration (synergie)

Teicoplanine 1,4,8,16 0.5 32

Tétracycline 0.5,1,2 1 16

Triméthoprime/Sulfaméthoxazole 8/152, 16/304, 10(0.5/9.5) 320(16/304)

32/608
Vancomycine 1,2,4,8,16 0.5 32

*Concentration de méthode standard équivalente par efficacité.
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