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I. Généralités sur le sepsis 

A. Définitions et physiopathologie 

Le sepsis est défini comme une réponse inappropriée de l’hôte envers une infection 

entraînant une dysfonction d’organe(s) (1). On retrouve dans cette définition deux 

entités, l’hôte et l’agent pathogène, qui interagissent au cours d’une infection. 

L’agent pathogène peut provenir de la flore endogène de l’hôte. Il existe chez 

l’humain, comme chez la plupart des animaux, différentes flores, appelées plus 

communément microbiotes. Ils sont retrouvés au niveau des voies aériennes, du tube 

digestif, ou encore des voies génito-urinaires. Ces flores sont composées en majorité 

de bactéries, bien que l’on retrouve d’autres organismes comme des virus et des 

champignons. Ces germes sont peu pathogènes chez un sujet sain. A l’occasion d’un 

traumatisme, d’une chirurgie, d’un sondage ou encore d’une perforation d’organe, les 

bactéries de la flore endogène peuvent franchir les barrières naturelles de l’organisme 

et former un foyer infectieux. 

Les agents infectieux peuvent également appartenir à la flore exogène telle que la 

peau, à l’environnement ou encore un matériel contaminé. De la même façon, en cas 

de traumatisme ou de chirurgie, il peut y avoir une effraction menant à la formation 

d’un foyer infectieux. Ce foyer va être le lit de la multiplication bactérienne, d’autant 

plus importante que l’état d’immunité du patient est faible (2). 

L'hôte possède différents systèmes de réponses afin de lutter contre le foyer 

infectieux, limiter la dissémination du pathogène et organiser la réparation tissulaire. 

Les principales lignes de défense sont les barrières anatomiques, l’immunité innée ou 

non spécifique et l’immunité adaptative dite spécifique.  

En ce qui concerne la réponse innée antibactérienne, les bactéries possèdent des 

motifs PAMPs (pathogen associated molecular patterns) reconnus par des récepteurs 

très conservés dans l’évolution, les PRR (pattern recognition receptors). Cette 

interaction entraîne une réaction inflammatoire en cascade impliquant le recrutement 

de cellules phagocytaires, la production de cytokines, ou encore le système du 

complément (Figure 1)(3). L’immunité antibactérienne repose aussi sur l’immunité 

adaptative qui est activée par certains motifs antigéniques reconnus par les différentes 

populations de lymphocytes T. Pour compenser ces mécanismes, une réponse anti-
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inflammatoire se met également en place précocement. Elle est à l’origine d’une 

immunosuppression pouvant conduire à des infections opportunistes. 

Figure 1 : Physiopathologie du sepsis (4) 

Le lipopolysaccharide (LPS) et d'autres motifs microbiens activent simultanément plusieurs 

cascades parallèles qui contribuent à la physiopathologie du choc septique. L’association 

d'une mauvaise contractilité myocardique, d'un tonus vasculaire périphérique altéré et d'une 

occlusion microvasculaire entraîne une hypoperfusion tissulaire et une oxygénation 

insuffisante, conduisant ainsi aux défaillances d’organes. 

 

Le développement des dysfonctionnements d'organes pendant le sepsis est le résultat 

de l'interaction complexe et évolutive entre les multiples médiateurs pro-

inflammatoires et les diverses populations cellulaires (monocytes, macrophages, 

polynucléaires neutrophiles), activées en réponse à l'agression initiale (5). On parle de 

réaction de l’hôte inappropriée ou délétère parce qu’elle est excessive, systémique, 

avec une perte de l’équilibre des réponses physiologiques. Le défaut d'oxygénation 

des tissus joue un rôle central dans l'apparition de la défaillance d’organes. Il est dû à 

une défaillance de la macro et de la microcirculation. Une hypovolémie relative, due à 

la vasoplégie majeure médiée par les cytokines, est associée à une hypovolémie vraie, 

due à l’hyperperméabilité capillaire et donc la fuite du plasma vers l'espace interstitiel. 
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Cette hypovolémie mixte entraine une réduction du débit cardiaque. Pour pallier à cette 

baisse, sont mises en place une tachycardie réflexe et une redistribution des flux 

sanguins vers les organes jugés vitaux (cœur, cerveau) grâce à la vasoconstriction 

des circulations locales. Cette redistribution se fait au détriment d’autres zones, 

notamment cutanée (marbrure) et rénale (oligo-anurie). En outre, la dysfonction 

mitochondriale due au stress oxydatif perturbe la respiration cellulaire (Figure 1)(6,7). 

Le choc septique est un sous ensemble du sepsis. Il a été redéfini en 2016 de 

sorte qu’il reflète un état grave pour lequel la mortalité est significativement augmentée 

(8). En pratique, il associe la présence d’un sepsis, le besoin d’amines vasopressives 

pour maintenir une pression artérielle moyenne (PAM) minimale de 65 mmHg, et un 

taux de lactates sériques supérieur à 2 mmol/L, malgré la correction d’une 

hypovolémie. 

 

B. Épidémiologie 

 Sepsis 

B.1.a. A l’échelle mondiale 

Le sepsis est un enjeu majeur de santé au niveau mondial. Cependant, les études 

épidémiologiques concernant le sepsis sont difficilement comparables du fait de 

l’hétérogénéité des définitions utilisées, dans le temps et selon le lieu. La plupart des 

estimations reposent sur des données administratives hospitalières des pays à revenu 

élevé (9). 

L’IHME (Institute for Health Metrics and Evaluation) a publié en 2020 des données 

basées sur les chiffres du GBD (Global Burden Disease) sur l’incidence et la mortalité 

du sepsis entre 1990 et 2017. En 2017, 48,9 millions de cas de sepsis ont été 

rapportés, et 11 millions de décès attribués à un sepsis, représentant près de 20 % du 

total des décès annuels (10). L’incidence varie considérablement d’une région à l’autre 

de la planète (Figure 2). En effet, 85 % des sepsis surviennent dans les pays d’index 

socio-démographique (SDI) moyen ou faible. Concernant l’âge, un pic est observé 

dans la petite enfance, puis un second chez les adultes plus âgés. Sur l’ensemble des 

cas, environ 70 % sont survenus chez des patients ayant une pathologie infectieuse 

sous-jacente. 
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Figure 2 : Incidence et décès liés au sepsis (10) 

A : Incidence du sepsis pour 100 000 habitants (normalisée selon l’âge, pour les deux sexes) 

en 2017) B : Pourcentage de tous les décès liés au sepsis (normalisé selon l'âge, pour les 

deux sexes) en 2017 

 
 

La maladie diarrhéique était la cause sous-jacente au sepsis la plus fréquente, 

indépendamment de la région, de la période et de l’âge. Parmi les infections sous-

jacentes, les infections des voies respiratoires inférieures ont le plus contribué à la 

mortalité par sepsis dans tous les groupes d'âge. Sur l'ensemble des décès par sepsis 
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en 2017, près de 50 % sont survenus chez des patients ayant une cause sous-jacente 

de décès non infectieuse, les plus fréquentes étant les accidents de la route et les 

maladies néonatales. La mortalité liée au sepsis était la plus élevée dans les régions 

où le SDI était le plus faible. Cette relation inversement proportionnelle avec le SDI 

était plus forte pour la mortalité que pour l’incidence, soulignant d’autres disparités 

dans la mortalité liée au sepsis (10).  

 

Ces chiffres estimés d’incidence de l’IHME sont plus du double de ceux issus 

des études statistiques mondiales précédentes publiées par Fleischmann et al. en 

2016 (11). Cette méta-analyse basée sur 27 études provenant de 7 pays suggérait 

des chiffres annuels de 19,4 millions de sepsis et 5,3 millions de décès attribués au 

sepsis. Cette différence significative est probablement due à l'intégration d'un grand 

nombre de données issues de pays à faible SDI où le taux d'incidence et la mortalité 

liée au sepsis sont nettement plus élevés, et pour lesquels les informations sont 

largement sous-représentées. De plus, les données d’état civil utilisées plutôt que les 

registres hospitaliers permettent de ne pas limiter les estimations aux patients admis 

à l’hôpital. 

Fleischmann et al. ont actualisé leurs données en 2020. Fondée sur 51 études, 

provenant pour la plupart de pays à revenu élevé, l’incidence annuelle globale est 

estimée à 189 cas de sepsis chez l’adulte pour 100 000 personnes et la mortalité à 

26,7 % (12). La forte variabilité de ces données (Tableau 1) peut être attribuée à des 

différences dans les définitions, les modèles d’études et stratégies d’inclusion, et le 

contexte des études. Les périodes étudiées n’étant pas toujours les mêmes, des 

variations dans les taux d’incidence et de mortalité au fil du temps conduisent à une 

disparité entre les différentes études. De plus, les estimations sont à interpréter avec 

prudence compte tenu de la représentation faible, voire nulle, de certaines régions. 
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Tableau 1 : Incidence du sepsis à l’hôpital : résultats d’une revue systématique de la littérature 

(12,13) 

Régions de l’Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS) (nombre d’études sur 

l’incidence du sepsis/la mortalité) 

Incidence pour 

100 000 habitants 

Mortalité (%) 

Sepsis à l’hôpital 

Toutes régions (28/22) 189 (133 – 267) 26,7 (22,9 – 30,7) 

AMR (9/6) 124 (78 – 197) 30,1 (25,1 – 35,6) 

EUR (13/12) 289 (166 – 504) 22,1 (16,7 – 28,7) 

WPR (6/4) 245 (124 – 485) 24,3 (17,2 – 33,1) 

Sepsis en unités de soins intensifs 

Toutes régions (34/19) 58 (42 – 81) 41,9 (36,2 – 47,7) 

AFR (1/1) 52 (39 – 71) 40,4 (34,9 – 46,2) 

AMR (5/4) 2 (0 – 6) 76,0 (58,5 – 87,7) 

EUR (21/11) 139 (75 – 256) 42,7 (33,7 – 52,2) 

WPR (7/3) 72 (43 – 120) 34,6 (25,4 – 45,2) 

Les chiffres entre parenthèses représentent les intervalles de confiance à 95 %. AFR : Afrique, 

AMR : Amériques, EUR : Europe, WPR : Pacifique occidental. 

 

B.1.b. A l’échelle nationale 

Les études intéressant la situation nationale sont, quant à elles, rares et concernent 

principalement les infections nosocomiales. Les chiffres sont difficilement 

comparables d’une étude à l’autre, en raison des modifications assez récentes des 

définitions du sepsis et du choc septique. 

Une enquête rétrospective nationale a recensé les cas de sepsis en France 

métropolitaine entre 2015 et 2019. Depuis la base nationale des sorties d’hôpital, 1 

224 433 situations ont été identifiées comme sepsis d’étiologie bactérienne présumée. 

L’incidence a augmenté progressivement entre 2015 et 2019, avec une incidence de 

357 et 403 pour 100 000 habitants, respectivement (14). Cette incidence est 

significativement plus élevée que celle observée dans l'étude réalisée en France entre 

2010 et 2015 (15), mais selon les auteurs, leurs critères de sélection semblaient inclure 

des cas moins graves. L’incidence était significativement supérieure pour les 
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populations < 1 an et > 75 ans. Le taux global de mortalité était de 23,6 % en 2019, 

avec une tendance significative à la diminution depuis 2015. Sans surprise, le taux de 

mortalité était plus élevé chez les patients présentant un choc septique (49,5 % avec 

choc septique vs. 16,8 % sans choc septique en 2019) ou transférés en unités de soins 

intensifs (USI). À l'instar d'autres études, il a été noté une progression de l'incidence 

du sepsis au fil du temps. Cela pourrait être attribué à une hausse véritable ou à des 

modifications dans les méthodes hospitalières de codage. 

Au total, les données françaises récentes correspondent aux données d’autres 

pays, avec une tendance à l’augmentation de l’incidence du sepsis et une baisse de 

la mortalité (11,16–18). 

 

 Bactériémies 

Le terme de bactériémie correspond à la présence de bactéries viables dans le sang. 

Leur circulation peut être transitoire, asymptomatique et sans conséquence. Cela peut 

se produire lors de gestes banals du quotidien tel que le brossage de dent ou suite à 

certaines interventions comme les procédures endoscopiques digestives (19). Mais 

elle est aussi responsable d’infections sévères, voire mortelles. En effet, la bactériémie 

peut entraîner une infection généralisée lorsque les agents pathogènes se propagent 

dans tout l’organisme. Lorsque cette bactériémie déclenche une réponse 

inflammatoire systémique, elle peut évoluer en sepsis. Ainsi, bien que la bactériémie 

puisse être présente sans entraîner de sepsis, elle représente un facteur clé dans le 

développement de ce dernier. 

Il est difficile d'obtenir des estimations précises sur les bactériémies en raison 

du nombre limité d'études. Une méta-analyse de 2013 a recensé les données de 

bactériémies dans quelques pays d’Amérique du Nord et d’Europe. Plus de 1,2 millions 

d’épisodes de bactériémies et 157 000 décès par an ont été déclarés en Europe en 

utilisant les estimations d'une étude basée sur la population au Danemark, en Finlande 

et en Angleterre (20). L’incidence annuelle est estimée à environ 170 cas pour 100 000 

habitants en Europe, les chiffres sont sensiblement les mêmes pour l’Amérique du 

Nord. Le taux de mortalité varie entre 20,4 et 37,8 par an pour 100 000 habitants selon 

les régions. Les bactériémies figurent parmi les sept premières causes de décès pour 

tous les pays inclus dans cette revue. 
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Une autre étude conséquente (n = 252 343 épisodes) et plus récente, menée dans la 

province d’Ontario au Canada, a rapporté des chiffres similaires (21). Cette étude est 

intéressante car les données viennent de l’ensemble de la population, ce qui permet 

de recenser les infections communautaires en plus des infections hospitalières. 

L’incidence annuelle des bactériémies était estimée à 150 cas pour 100 000 habitants. 

La mortalité à 30 jours suite à une hémoculture positive était estimée à 17 % (21).  

En France, des réseaux de surveillance des bactériémies existent. Cependant 

les données ne sont jamais exhaustives. En effet, les enquêtes nationales de 

prévalence ne recensent que les infections nosocomiales, la mission SPIADI concerne 

la surveillance et prévention des infections associées aux dispositifs invasifs, l’enquête 

EPIBAC ne s’intéresse quant à elle qu’à certains germes donnés. De plus, il n’y a pas 

de surveillance spécifique des bactériémies communautaires en France. 

 

 Agents pathogènes et portes d’entrée 

Les principaux agents pathogènes recensés dans les études réalisées dans les pays 

à revenu élevé sont Staphylococcus aureus et les staphylocoques à coagulase 

négative (SCN), Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa, les 

entérocoques et les streptocoques (Tableau 2). Autrefois, S. aureus occupait la 

première place parmi les infections bactériennes les plus courantes, mais cette 

tendance a évolué au fil du temps (22), au profit de E. coli qui est le premier pathogène 

dans de nombreuses études récentes (19). 

La répartition est différente en fonction des infections communautaires ou 

nosocomiales. La plupart des études considèrent une infection comme communautaire 

si elle est identifiée hors de l’hôpital ou dans les 48 premières heures d’hospitalisation. 

On parle alors d’infection nosocomiale lorsqu’elle est contractée après 48h 

d’hospitalisation. Dans les infections communautaires, on retrouve plus volontiers les 

streptocoques, en particulier Streptococcus pneumoniae, et E. coli, alors que P. 

aeruginosa et Acinetobacter baumannii sont plutôt associés aux soins. Dans les pays 

à faibles ressources, la répartition est différente. Selon certaines études, Salmonella 

enterica est responsable de plus de 50 % des bactériémies dans ces régions (23,24). 
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Le plus grand nombre de décès à 30 jours a été observé après des épisodes de 

bactériémie à S. aureus, E. coli et SCN. Mais si l’on s’intéresse au taux de mortalité 

brut à 30 jours, sans tenir compte de la fréquence, Clostridium spp., Candida spp. et 

Bacteroides du groupe fragilis ont présenté les taux les plus élevés avec 

respectivement 41,7 %, 31,9 % et 25,3 % (Tableau 2). 

 

Tableau 2 : Genres et espèces bactériennes retrouvés dans les bactériémies par ordre de 

fréquence et mortalité associée à 30 jours (21) 

 Fréquence (%) Mortalité à 30 jours (%) 

Escherichia coli 26,9 12,1 

Staphylococcus spp., dont  
S. aureus 
SCN 

25,1 
15,9 
8,8 

 
22,8 
19,7 

Streptococcus spp. 15,7 15 

Klebsiella spp. 8,2 17,6 

Enterococcus spp. 5,8 23,6 

Pseudomonas spp. 3,4 24,7 

Enterobacter spp. 2,6 19,8 

Candida spp. 2,6 32,0 

Proteus spp. 1,8 20,7 

Bacterioides du groupe 
fragilis 

1,3 25,3 

Serratia spp. 1,0 20,7 

Autres micro-organismes 10,9 - 

 

La porte d’entrée de la bactériémie doit être systématiquement recherchée. Si 

elle est identifiée, la bactériémie est qualifiée de secondaire, en comprenant les 

infections liées aux dispositifs intravasculaires (Tableau 3). Dans le cas contraire, on 

parle alors de bactériémie primaire. Malgré la diversité de foyers infectieux pouvant 

être à l’origine d’états septiques, les infections respiratoires, intra-abdominales et 

urinaires sont prédominantes. On retrouve ensuite les infections de la peau et tissus 

mous (14). 
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Tableau 3 : Principales portes d’entrée et agents infectieux associés (2) 

Porte d’entrée Agents infectieux 

Urinaire Enterobacterales, entérocoques 

Digestive Streptocoques du groupe D, entérocoques, 
Enterobacterales, anaérobies, levures 

Pulmonaire S. pneumoniae, S. aureus, Enterobacterales,  

P. aeruginosa 

Peau et plaie cutanée S. aureus, S. pyogenes, SCN, levures 

Bucco-dentaire Streptocoques oraux, anaérobies 

Matériel endovasculaire Staphylocoques, levures 

 

C. Diagnostic 

Le diagnostic du sepsis repose sur plusieurs volets : l’évaluation clinique et la 

recherche de signes de gravité, la documentation microbiologique, la recherche de la 

porte d’entrée ainsi que des localisations secondaires. Les décisions concernant le 

début ou l'arrêt d'un traitement antibiotique reposent sur l'examen de l'ensemble des 

critères cliniques et diagnostiques disponibles, y compris une évaluation détaillée du 

patient et de la gravité du tableau. 

 

 Clinique 

Le tableau clinique peut être très variable d’un sepsis à l’autre car il dépend de 

plusieurs facteurs tels que le foyer initial, l’agent infectieux, les pathologies sous-

jacentes et l’état d’immunité du patient. Certains signes cliniques doivent cependant 

faire évoquer l’hypothèse d’un sepsis. La présence de marbrures, d’extrémités froides 

(signes d’hypoperfusion), d’une polypnée, d’une insuffisance rénale aiguë inexpliquée 

et tout signe de confusion en font partie. Il n'existe aucun signe clinique qui soit propre 

au sepsis, et d'autres pathologies peuvent provoquer une présentation similaire. 

En pratique, le sepsis est apprécié par le score SOFA (Sequential Organ Failure 

Assessment). Ce score repose sur l’évaluation de six systèmes physiologiques que 

sont la coagulation et les fonctions respiratoire, neurologique, cardiovasculaire, 

hépatique et rénale (Tableau 4). Le diagnostic de sepsis est retenu devant un score 
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SOFA ≥ 2 ou une augmentation du score d’au moins 2 points en cas de 

dysfonctionnement d’organe préexistant. 

 

Tableau 4 : Calcul du score SOFA (25) 

Fonctions 0 point 1 point 2 points 3 points 4 points 

Respiratoire 
PaO2/FiO2 

≥ 400 < 400 < 300 < 200 et VA < 100 et VA 

Coagulation 
Plaquettes, 
x103/mm3 

≥ 150 < 150 < 100 < 50 < 20 

Hépatique 
Bilirubine, mg/L 
(µmol/L) 

< 12 
(<20) 

12-19 
(20-32) 

20-59 
(33-101) 

60-119 
(102-204) 

> 12 
(>204) 

Cardiovasculaire 
PAM, mmHg 
Besoin d’amines 

≥ 70 < 70 Dp ≤ 5 
Db (toute 
dose) 

Dp 5,1-15 
A/NA ≤ 0,1 

Dp > 15 
A/NA > 0,1 

Système nerveux 
central 
Score de Glasgow  

15 13-14 10-12 6-9 <6 

Rénale 
Créatinine, mg/L 
(µmol/L) 
Ou Diurèse 

< 12 
(< 110) 

12-19 
(110-170) 

20-34 
(171-299) 

35-49 
(300-440) 
< 500mL/j 

> 50 
(> 440) 
< 200mL/j 

VA = ventilation assistée, PAM = pression artérielle moyenne (estimée par (pression artérielle 

systolique + 2 x pression artérielle diastolique) /3), Dp = dopamine, Db = dobutamine, A = 

adrénaline, NA = noradrénaline. Les doses de catécholamines sont exprimées en μg/kg/min 

pendant au moins une heure. 

 

Pour permettre un dépistage précoce des patients pouvant présenter un sepsis, hors 

réanimation notamment, le quick SOFA (qSOFA) est un calcul simplifié du SOFA qui 

en reprend certains paramètres : fréquence respiratoire ≥ 22/min, trouble des fonctions 

supérieures (confusion, désorientation, Glasgow < 15) et pression artérielle systolique 

≤ 100mmHg. En cas de qSOFA ≥ 2, il convient d’obtenir les variables du SOFA (Figure 

3). 

Ces scores sont particulièrement adaptés à la pratique hospitalière. Cependant, une 

grande partie des sepsis sont d’origine communautaire. C’est pour cela que la HAS 

recommande de considérer comme particulièrement à risque de développer un sepsis, 
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les patients en ambulatoire ayant une infection suspectée ou documentée et 

présentant un ou plusieurs facteurs de risque (Figure 4). 

Figure 3 : Algorithme diagnostic à conduire devant une suspicion d’infection (1) 

 

Figure 4 : Facteurs de risque de sepsis à rechercher chez les patients en amont des urgences 

(26) 
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 Biologique 

C.2.a. Biomarqueurs 

Les marqueurs les plus utilisés en routine sont la protéine C-réactive (CRP) et la 

procalcitonine (PCT). 

La CRP est un marqueur positif de l’inflammation. Cette protéine est synthétisée 

principalement par les hépatocytes. Elle est depuis longtemps utilisée comme 

marqueur d’infection car elle joue un rôle majeur dans les processus de réponses de 

l’hôte face à une agression (apoptose, phagocytose, production de cytokines, …). Elle 

tient d’ailleurs son nom du polysaccharide capsulaire (C) de Streptococcus 

pneumoniae car elle a été découverte pour la première fois en 1930 dans le sérum de 

patients souffrant d’une infection aiguë par le pneumocoque (27). Le taux sérique 

moyen chez une personne caucasienne en bonne santé est d’environ 0,8 mg/L mais 

il est influencé par de nombreuses variables physiologiques comme l’âge, le sexe, le 

tabagisme ou encore des polymorphismes dans le gène codant (28). La CRP s’élève 

au cours du sepsis avec une sensibilité de 80 % et une spécificité de 61 % (29).  

La PCT, de découverte plus récente, est une glycoprotéine précurseur de la 

calcitonine. En 1993, Assicot et al. décrivait des taux de PCT très élevés chez des 

patients atteints de sepsis et une décroissance rapide après instauration d’une 

antibiothérapie (30). Depuis, de nombreuses études et méta-analyses ont évalué son 

intérêt dans le diagnostic et le suivi des infections, majoritairement dans les infections 

pulmonaires et le sepsis (31). Elle est plus spécifique des infections bactériennes que 

la CRP, avec une spécificité estimée de 77 % pour le sepsis (29). Son taux semble 

aussi être associé à une mortalité plus élevée dans le sepsis (32). Diverses sociétés 

d’experts de différents pays ont souligné son intérêt, non seulement pour diagnostiquer 

les infections bactériennes graves, mais aussi pour l’optimisation de l’antibiothérapie 

(33). En effet, plusieurs grands essais multicentriques ont montré que la PCT 

permettait de réduire l'exposition aux antibiotiques (34). La plupart des essais ont 

interrompu le traitement antibiotique lorsque la PCT diminuait de ≥ 80 % par rapport à 

sa valeur maximale ; ou jusqu'à un niveau ≤ 0,5 μg/L. 
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Ces marqueurs ont une bonne valeur prédictive négative. En effet, certaines 

études tendent à montrer qu’ils seraient plus utiles pour exclure le sepsis en cas de 

négativité que pour le diagnostiquer, et que l’association des deux peut améliorer cette 

capacité (35). La cinétique de ces biomarqueurs est également utile pour évaluer la 

réponse au traitement, notamment pour évaluer l’antibiothérapie dans les 48 

premières heures (36). 

Les biomarqueurs utilisés actuellement renseignent donc sur une réponse 

inflammatoire générale mais aucun n’est spécifique du sepsis, ni d’infection 

bactérienne par ailleurs. La cinétique associée des deux marqueurs semble plus 

pertinente qu’une unique détermination. Ces tests doivent s'intégrer dans l'évaluation 

globale d'un patient. 

 

C.2.b. Microbiologie 

Selon le contexte clinique du patient et le foyer infectieux suspecté, des prélèvements 

à visée de documentation microbiologique peuvent être effectués (ECBU, ECBC, …). 

Le prélèvement de choix est l’hémoculture, analyse microbiologique permettant de 

détecter la présence d’une bactériémie. Elle correspond à la mise en culture de sang 

dans un flacon contenant un bouillon de culture (Figure 5). Il existe différents types de 

flacon : aérobie, anaérobie (correspondant aux atmosphères d’incubation des cultures 

bactériennes), pédiatrique (destiné aux volumes sanguins plus faibles) et fongique. 

Les flacons contiennent en général des composants additionnels (anticoagulants, 

facteurs de croissance et parfois résines chélatrices d’antibiotiques ou charbon). Cette 

étape de pré-culture du sang est primordiale car, même lors d’un choc septique, il n’y 

a que très peu de bactéries circulantes (37). 

 
 
C.2.b.i. Pré-analytique 

La formation du personnel est très importante afin d’optimiser la sensibilité et de 

minimiser les contaminations. Certaines recommandations générales sont 

universelles : prélèvement avant le traitement antibiotique si possible, volume de sang 

prélevé adéquat, protocole d’asepsie. 
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Figure 5 : Flacons d’hémoculture largement utilisés en France 

A : Gamme BD BACTEC® (Becton Dickinson) B : Gamme BACT/ALERT®VIRTUO® 

(bioMérieux) 

 

Le laboratoire doit fournir un protocole de prélèvement des hémocultures, ce 

protocole doit être suivi rigoureusement par les préleveurs (Figure 6). L’asepsie passe 

par la fermeture de la porte, le lavage ou la désinfection des mains du préleveur, le 

port de gants, la désinfection de l’opercule des flacons et l’asepsie cutanée au point 

de ponction de façon circulaire et large avec un antiseptique alcoolique (38). Il est 

impératif de respecter le temps de séchage de l’antiseptique. Les hémocultures 

doivent toujours être prélevées sur voie veineuse périphérique, sauf en cas de 

suspicion d’infection liée à un cathéter (voir paragraphe dédié). Un prélèvement 

correspond chez un adulte à une paire d’hémoculture, composée d’un flacon aérobie 

et d’un flacon anaérobie. Le prélèvement commence toujours par le flacon aérobie afin 

de ne pas introduire d’oxygène dans le flacon anaérobie. Le contrôle du bon 

remplissage des flacons est un élément essentiel. 

 
Ces bonnes pratiques permettent de diminuer le risque de contamination, qui peut 

compliquer l’interprétation des résultats, mais aussi conduire à l’instauration d’un 

traitement antibiotique non justifié (pression de sélection, effets indésirables 

potentiels). La présence de micro-organismes contaminants peut également inhiber la 

croissance d’un véritable pathogène et ainsi retarder le diagnostic de bactériémie. Le 

prélèvement unique permet de limiter ce risque de contamination (39).  
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Figure 6 : Bonnes pratiques de prélèvement des hémocultures (Infographie bioMérieux®) 

 

Il existe deux grandes stratégies de prélèvement des hémocultures : les prélèvements 

multiples et le prélèvement unique (Tableau 5). Les deux ont fait leur preuve en termes 

de sensibilité, le critère déterminant étant le volume de sang prélevé car la densité de 

bactéries présentes dans le sang est généralement très faible, de l’ordre de 1 à 10 

UFC/mL (37). La quantité de sang prélevée présente un intérêt supérieur à celui du 

nombre de flacons prélevés. Il est recommandé de recueillir 40 à 60 mL de sang par 

épisode chez l’adulte, soit environ 10 mL par flacon. Enfin pour augmenter la 

sensibilité, les hémocultures doivent, dans la mesure du possible, être prélevées avant 

mise en place de l’antibiothérapie. 

En pratique, devant une suspicion de bactériémie, les patients se voient parfois 

prélever une seule paire d’hémoculture, c’est ce qu’on appelle une hémoculture 

solitaire. Selon les études, cela concernerait environ 25 % des prélèvements (40,41). 

Cela peut s’expliquer par différentes raisons : disparition de la fièvre, patients sortis 

des urgences ou transférés dans un autre service, omission de prélèvement des séries 

ultérieures, … Si l’on combine cette pratique à des flacons insuffisamment remplis, la 

sensibilité diagnostique des hémocultures est considérablement réduite. 
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Tableau 5 : Stratégies de prélèvement des hémocultures, avantages et inconvénients 

 Prélèvements multiples Prélèvement unique 

Nombre de ponctions 2 à 3 1 

Nombre de flacons 4 à 6 4 à 6 

Sensibilité Equivalente à nombre de flacons et remplissage égal 

Avantages •  Flacons mieux remplis • Taux de contamination 
faible 

• Confort du patient 

Inconvénients • Taux de contamination 
élevée 

• Risque d’hémoculture 
solitaire 

• Moins adapté pour le 
diagnostic des 
endocardites 

• Nécessite des 
automates 
suffisamment grand 

 

Cas particuliers : 

•  Dans la population pédiatrique, le volume de sang à prélever dépend du poids 

de l’enfant, et non de l’âge (Tableau 6). La densité bactérienne est plus 

importante que chez l’adulte, notamment chez le jeune enfant, ce qui permet 

de limiter la quantité de sang prélevée chez le nouveau-né. Lorsqu’un seul 

flacon est prélevé, il peut être aérobie ou anaérobie. En pratique, les flacons 

pédiatriques sont en général utilisés, ce qui correspond à un flacon aérobie. 

• Dans le cadre d’une suspicion d’infection liée à un dispositif intravasculaire 

(DIV), le diagnostic peut se faire via la méthode des hémocultures 

différentielles. Cette méthode permet d’éviter le retrait systématique du DIV afin 

de le mettre en culture. Il s’agit de prélever en parallèle, simultanément (dans 

les 10 minutes), des flacons en périphérie et via le DIV suspect (sans purge). 

Ces flacons doivent être correctement identifiés (périphérique/DIV) et incubés 

concomitamment, le différentiel de temps de pousse étant le critère diagnostic. 

Cette méthode repose sur le fait que la même bactérie est présente dans les 

deux prélèvements, mais en plus grande quantité dans le flacon prélevé sur le 

DIV. Le DIV est considéré comme à l’origine de l’infection si la différence de 

temps de pousse est au moins supérieure à 2h comparé à celui de la périphérie. 

Toutefois, il faut garder à l’esprit que certaines variables sont difficiles à 
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maitriser (délai d’acheminement et d’incubation, volume prélevé identique dans 

chaque flacon, problème dans l’étiquetage, …) et peuvent compliquer 

l’interprétation des résultats. 

• Les hémocultures font aussi partie du diagnostic des endocardites puisqu’elles 

appartiennent aux critères modifiés de Duke (42). Dans ce contexte, le 

prélèvement par ponctions multiples était jusqu’il y a peu une exigence pour 

l’interprétation des résultats selon le germe retrouvé. Cependant, en réponse à 

l'évolution des pratiques cliniques, le groupe de travail de l'ISCVID (International 

Society for Cardiovascular Infectious Diseases) a préconisé l'abandon des 

exigences complexes concernant les hémocultures, notamment en ce qui 

concerne le moment et la nécessité de réaliser des ponctions veineuses 

distinctes. Chez les adultes suspectés de bactériémie, il est recommandé de 

réaliser au moins deux séries d’hémocultures. Bien que les recommandations 

de bonnes pratiques préconisent de procéder à une ponction veineuse distincte 

pour chaque hémoculture lorsque cela est possible, cela n’est plus exigé par 

les critères modifiés de Duke. En l’absence de positivité, il est recommandé de 

répéter les hémocultures 2 à 3 jours plus tard et d’envisager l’hypothèse de 

micro-organismes non ou difficilement cultivables. 

 

Tableau 6 : Volume de sang à prélever en fonction du poids de l’enfant (43) 

Poids 
(kg) 

Volume de sang (mL) 

Volume 
total 

cultivé 
(mL) 

Volume 
total 

soustrait 
(%) 

Culture 1 Culture 2 Culture 3 

Aérobie Anaérobie Aérobie Anaérobie Aérobie Anaérobie 

≤ 1 0,5 à 2      0,5 à 2 1,5 à 3 

1,1-2 1,5 à 4,5      
1,5 à 
4,5 

1,7 à 3 

2,1-3,9 3 à 6      3 à 6 1,8 

4-7,9 6      6 1 à 2 

8-13,9 4 à 5  4 à 5    8 à 10 1 à 1,5 

14-18,9 5 5 à 7 5 à 8 5 à 7   20 à 24 1,8 à 2,4 

19-25,9 5 5 5 5 5 5 30 1,8 à 2,2 

26-39,9 10 10 10 10   40 1,7 à 2,2 

≥40 10 10 10 10 10 10 60 ≤ 2,3 
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Les flacons doivent être acheminés rapidement au laboratoire et incubés dans un 

automate dédié à 35°C ± 2°C. La pré-incubation des flacons avant introduction dans 

l’automate étant associée à un risque de faux-négatifs (44,45), il convient de laisser 

les flacons à température ambiante avant introduction dans l’automate et de les 

incuber aussi rapidement que possible, selon l’organisation propre à chaque 

laboratoire (46). 

 

C.2.b.ii. Analytique 

Deux systèmes analytiques sont très majoritairement utilisés en France : le 

BacT/ALERT®VIRTUO® de bioMérieux et le BD Bactec® de Becton-Dickinson. La 

croissance bactérienne est détectée via l’évolution du taux de CO2 dans le flacon, par 

réflectométrie (BacT/ALERT®) ou par fluorimétrie (BD Bactec®), avec une lecture de 

chaque flacon toutes les 10 minutes (Figure 7).  

Dans le système BacT/ALERT®VIRTUO®, la détection du CO2 repose sur 

l'utilisation d'un détecteur colorimétrique, appelé « pastille CO2 sensor », présent dans 

chaque flacon. Lorsque la croissance bactérienne se produit, la concentration en CO2 

augmente, entraînant une baisse du pH du milieu de culture. Cette variation de pH 

provoque un changement de couleur de la pastille, passant du vert au jaune. Une LED 

émet un faisceau lumineux vers le capteur, et une photodiode mesure l'intensité de la 

lumière réfléchie par le capteur sous forme d'unité de réflectance (Figure 7). 

Le système BD Bactec® utilise également un capteur associé à une membrane 

semi-perméable. Le CO2 produit par les micro-organismes présents dans l'échantillon 

provoque la réduction d'un sel de ruthénium contenu dans le capteur, entraînant ainsi 

l'émission de fluorescence, laquelle est mesurée par une photodiode (Figure 7).  

 

Une alarme visuelle et/ou sonore signale tout flacon positif. L’incubation dure 5 jours 

avant que le flacon ne soit considéré comme négatif. Pour le diagnostic des 

endocardites, il était auparavant recommandé de prolonger l’incubation jusqu’à 10 

jours pour détecter les bactéries à croissance lente comme les bactéries du groupe 

HACCEK. Avec les automates et flacons actuellement sur le marché, ce protocole 
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n’est plus recommandé car il n’améliore pas la sensibilité diagnostique. En effet, la 

plupart des germes retrouvés au-delà de 5 jours sont des contaminants (47–49). 

 

Figure 7 : Systèmes analytiques d’incubation des hémocultures 

A : BacT/ALERT®VIRTUO® de bioMérieux, B : BD Bactec® de Becton-Dickinson 

 
Lorsqu’une croissance bactérienne est détectée par l’automate dans un flacon, 

la première étape (Figure 9) consiste en l’examen microscopique du contenu du flacon 

après coloration de Gram permettant la description morphologique du micro-

organisme en cause (cocci/bacille, Gram négatif/positif). Un examen microscopique 

sans coloration (état frais entre lame et lamelle) peut être intéressant pour certaines 

bactéries à mobilité particulière, comme Campylobacter spp. En général, les espèces 

retrouvées dans les hémocultures présentent une morphologie et une mobilité 

caractéristiques (Figure 8). Cependant, l'apparence de certains germes peut parfois 

être trompeuse. Par exemple, un pneumocoque peut se décolorer, tandis que le 

méningocoque ou Acinetobacter spp., mal décolorés, peuvent être confondus avec 

des cocci à Gram positif. Il est donc crucial de rester vigilant et de mettre en 

perspective ces résultats avec le contexte clinique du patient. Le résultat de l’examen 

direct est un élément clé pour le clinicien afin de guider le choix de l’antibiothérapie, il 

doit donc être communiqué dès que possible. 
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En cas d’examen microscopique négatif, il convient de réintroduire le flacon dans 

l’automate pour compléter le processus d’incubation. Il arrive qu’un flacon soit 

faussement positif (aucun germe n’est retrouvé ni à l’examen microscopique, ni en 

subculture). Cela peut être dû à l’activité métabolique importante des leucocytes, chez 

les patients d’hématologie présentant une hyperleucocytose majeure par exemple, ou 

si le niveau de remplissage du flacon est trop élevé (50,51).  

Figure 8 : Aspect en coloration de Gram des bactéries principalement retrouvées dans les 

hémocultures (52) 

A : Cocci Gram positif en amas → Staphylocoques (ici Staphylococcus aureus) 
B : Cocci Gram positif en chainettes → Entérocoques, streptocoques (ici Enterococcus 
faecalis) 
C : Cocci Gram positif capsulés en diplocoques → Streptococcus pneumoniae 
D : Bacille Gram négatif droit → Enterobacterales, Pseudomonas spp. (ici Klebsiella 
pneumoniae) 
E : Bacille Gram négatif incurvé → Campylobacter spp. (ici Campylobacter coli) 
F : Cocci Gram négatif en "grain de café" → Neisseria spp. (ici Neisseria meningitidis) 

 

Suite à l’examen microscopique, le contenu du flacon d’hémoculture est 

subcultivé sur des milieux de culture gélosés. Le choix des milieux et de l’atmosphère 

d’incubation sont guidés par la morphologie bactérienne déterminée au microscope, 

le type de flacon concerné, mais aussi les antécédents du patient. Classiquement, 

après 18 à 24h de subculture, l’identification des colonies est réalisée par 

spectrométrie de masse MALDI-TOF (Figure 9) (53). 

 

L’étude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques, communément appelé 

antibiogramme, peut être réalisée par différentes techniques, en milieu liquide ou 

solide. En France, les recommandations de réalisation des antibiogrammes émanent 
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du CA-SFM (Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie) et 

se superposent en grande partie aux recommandations de la société européenne, 

l’EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (54). 

La méthode de référence est la détermination de la concentration minimale inhibitrice 

(CMI) par microdilution en milieu liquide. Toute autre technique utilisée doit lui être 

corrélée (55,56). Selon la valeur de CMI, il existe différentes catégorisations : sensible 

à posologie standard (S), sensible à forte posologie (SFP ou F) ou résistant (R). En 

routine, les laboratoires combinent en général une méthode en milieu liquide semi-

automatisée et une méthode de diffusion en milieu gélosé. Toutefois, la microdilution 

reste la seule technique validée pour certains antibiotiques comme la colistine. Des 

techniques supplémentaires peuvent être requises selon le germe et/ou le contexte. 

La recherche de β-lactamases à spectre étendu (BLSE) est par exemple réalisée pour 

les Enterobacterales par différentes méthodes selon que l’antibiogramme est réalisé 

en milieu liquide ou solide. Pour les Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa ou 

encore Acinetobacter baumannii, la recherche de production de carbapénémase est 

parfois nécessaire. Plusieurs méthodes sont commercialisées : milieu chromogène de 

dépistage, test immunochromatographique, ou encore techniques de biologie 

moléculaire permettant la détection des 5 familles majeures circulantes en France 

(KPC, NDM, VIM, IMP, OXA-48-like). Enfin, il existe des méthodes de dépistage de 

Staphylococcus aureus résistant à la méticilline (SARM) par recherche de la PLP2a 

ou du gène mecA. 

L’antibiogramme peut maintenant être réalisé directement à partir du flacon 

d’hémoculture positif, selon les recommandations du CA-SFM (54). Dans certains 

contextes et/ou pour certains germes, un antibiogramme complémentaire doit être 

réalisé à partir de la subculture et le dossier complet sera donc souvent rendu 24h plus 

tard (Figure 9). 

 

La prise en charge d'une hémoculture est donc un processus chronophage. En 

effet, après le prélèvement, les bactéries doivent être cultivées dans des conditions 

spécifiques, qui peuvent prendre plusieurs jours. De plus, des tests supplémentaires 

sont souvent nécessaires pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques, ce qui 

prolonge encore le délai avant d’obtenir un résultat complet. Ainsi, bien que les 
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premiers indices puissent être disponibles rapidement, un diagnostic définitif et précis 

peut prendre 48 à 72 heures, voire plus dans certains cas (Figure 9). 

Figure 9 : Prise en charge des hémocultures : du prélèvement au rendu complet 

 
 
C.2.b.iii. Post-analytique 

L’interprétation de l’examen dépend de plusieurs facteurs que sont l’espèce 

microbienne retrouvée, le nombre de flacons positifs et éventuellement le délai de 

positivité. Certaines espèces bactériennes sont considérées comme pathogènes dès 

le premier flacon positif et justifient l’instauration d’une thérapeutique appropriée : les 

Enterobacterales, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa, Listeria monocytogenes, … Des bactéries commensales de la peau 

(Corynebacterium spp.) ou environnementales (Bacillus spp., sauf Bacillus anthracis) 

peuvent être mises en évidence, mais sont presque toujours considérées comme 

contaminants de culture. On parle de contamination lorsque l’organisme retrouvé n’est 

pas présent dans la circulation sanguine du patient mais résulte d’une asepsie 

inadéquate lors du prélèvement et/ou du traitement des hémocultures. D’autres 

espèces peuvent être d’interprétation plus délicate, c’est le cas des staphylocoques 

coagulase négative (SCN) qui sont en général à considérer comme des contaminants, 

mais qui peuvent être pathogènes dans certaines situations. Le contexte clinique, la 

présence ou non de matériel endovasculaire, l’état d’immunité du patient et le nombre 
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de flacons positifs avec la même souche sont autant d’éléments permettant d’étayer 

le diagnostic de bactériémie à SCN (Figure 10). 

Figure 10 : Algorithmes d’interprétation des résultats d’hémocultures en cas de bactéries 

environnementales (2) 

Une hémoculture comprend un flacon aérobie et un flacon anaérobie. Elle est positive quand 

au moins un flacon est positif. 
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D. Prise en charge thérapeutique 

La Surviving Sepsis Campaign (SSC), portée par 55 experts et 25 sociétés savantes, 

propose des recommandations internationales pour la prise en charge du sepsis et du 

choc septique afin de guider les cliniciens (57). Les recommandations françaises 

publiées récemment par la HAS et élaborées par plusieurs sociétés savantes, 

préconisent de s’y conformer (26). Elles s’articulent autour de deux axes principaux : 

la prise en charge hémodynamique du choc et le traitement infectieux. 

 

 Prise en charge du choc 

La prise en charge hémodynamique est un élément clé de la réanimation en cas de 

sepsis et de choc septique. L’objectif est de restaurer le transport et la perfusion en 

oxygène des organes défaillants en corrigeant l’hypovolémie mixte. 

Elle repose sur le remplissage vasculaire en première intention, qui sera 

accompagné d’agents vasoactifs, et d’un transfert en réanimation en cas d’échec. La 

SSC recommande d’utiliser des cristalloïdes comme agent de remplissage de 

première intention pour la réanimation (57). Ils ont l’avantage d’être peu coûteux, 

largement disponibles et l’utilisation de colloïdes n’a pas montré de bénéfice clair. Il 

est suggéré d’ajouter de l’albumine si le volume administré est important. Le volume à 

utiliser est à adapter au contexte du patient, notamment la porte d’entrée du sepsis et 

la fonction cardiaque. 

Concernant les agents vasoactifs, la noradrénaline est la molécule de première 

intention. La vasopressine puis l’adrénaline sont ajoutés si l’objectif de PAM de 65 

mmHg n’est pas atteint. En cas de dysfonctionnement cardiaque avec hypoperfusion 

persistante malgré une PAM normale, l’ajout d’un inotrope tel que la dobutamine est 

recommandé, avec un contrôle du débit cardiaque (2). Par ailleurs, l’installation d’une 

voie veineuse centrale ne doit pas retarder l’administration des vasopresseurs, qui 

peuvent initialement être instaurés par voie périphérique. En dehors de la phase initiale 

urgente du choc septique, l’administration de fluides doit être adaptée à l’évaluation 

hémodynamique du patient. Ce monitorage doit être réalisé à l’aide d’un dispositif 

invasif de mesure de la pression artérielle, plutôt que non invasif, dès que cela est 

possible. 
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Pour assurer une perfusion en oxygène suffisante des organes, une 

oxygénothérapie adéquate est essentielle. Elle passe par un masque à haute 

concentration, voire par une intubation/ventilation artificielle si nécessaire. La 

transfusion de culots globulaires peut être envisagée pour corriger une anémie 

éventuelle et augmenter ainsi l’apport en oxygène (2). 

 

 Traitement anti-infectieux 

D.2.a. Recommandations générales 

L'administration précoce d’une antibiothérapie adaptée constitue l’un des moyens le 

plus efficace pour diminuer la mortalité chez les patients présentant un sepsis (Figure 

11). La réduction de la mortalité liée à l'administration précoce d’antibiotiques semble 

être particulièrement marquée chez les patients en état de choc septique, comparé au 

sepsis sans choc (58). Le diagnostic du sepsis est complexe, car ses symptômes 

peuvent être subtils et certaines présentations, initialement suspectées comme un 

sepsis, peuvent finalement être liées à des affections non infectieuses. L'évaluation de 

la probabilité d'infection et de la gravité de l'état de chaque patient suspecté de sepsis 

doit permettre de déterminer si une administration d'antibiotique est nécessaire et 

urgente. 

Les recommandations insistent sur l'importance de traiter rapidement les sepsis 

et chocs septiques, en administrant une antibiothérapie dans l'heure suivant le 

diagnostic (Figure 12)(57). Un traitement à large spectre, couvrant les différents types 

de micro-organismes possibles (bactéries, levures, virus selon le contexte) et composé 

d'une ou plusieurs molécules, doit être administré aux patients en état grave. 

Toutefois, ces recommandations soulignent la nécessité de prélever des hémocultures 

avant de commencer l'antibiothérapie. Si ce prélèvement n'est pas effectué, la 

documentation de l'infection devient plus complexe. 

Un aspect clé de ces mesures est la désescalade thérapeutique dès que les 

résultats bactériologiques et le profil de sensibilité aux antibiotiques sont disponibles. 

La désescalade a été prouvée comme un moyen de réduire la sélection des 

résistances, les effets indésirables, tout en améliorant la survie des patients et en 

réduisant les coûts. Dans cette même optique, lorsque l'état du patient le permet, il 
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peut être recommandé d'attendre les résultats des cultures bactériologiques avant de 

commencer un traitement. 

Figure 11 : Instauration cumulative efficace des antibiotiques après l'apparition d'une 

hypotension associée à un choc septique et survie associée (59) 

L'axe des x représente le temps (en heures) après la première documentation d’hypotension 

associée à un choc septique. Les barres noires de l’histogramme représentent la fraction de 

patients vivants jusqu'à la sortie de l'hôpital pour un traitement efficace initié dans l'intervalle 

de temps donné. Les barres grises de l’histogramme représentent la fraction cumulée des 

patients ayant reçu des antibiotiques efficaces à un moment donné. 

 
Le traitement antibiotique doit être administré initialement par voie parentérale en 

utilisant des molécules bactéricides. En cas d’utilisation de bêta-lactamines, il est 

conseillé d’utiliser une perfusion prolongée pour l'entretien (après un bolus initial) plutôt 

qu'une perfusion en bolus conventionnelle. La durée de l’antibiothérapie dépend de 

plusieurs facteurs : l’agent infectieux, le terrain, le ou les foyer(s) infectieux associé(s). 

Les recommandations françaises préconisent une durée d’antibiothérapie inférieure 

ou égale à 7 jours en l’absence de justification d’une durée plus longue (26). Dans le 

cas où le foyer infectieux a été contrôlé de manière optimale et que la durée du 

traitement n'est pas claire, le consensus d’expert recommande d'utiliser la PCT 

associée à l'évaluation clinique pour décider de l’arrêt de l’antibiothérapie, plutôt que 

l'évaluation clinique seule (57). 
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Figure 12 : Recommandations sur le délai d’instauration de l’antibiothérapie (57) 

 

D.2.b. Choix de l’antibiothérapie 

En présence de signes de gravité, le traitement est instauré sans attendre le résultat 

des hémocultures (Tableau 7). Les recommandations françaises suggèrent de prendre 

en compte l’origine présumée du foyer infectieux, l’épidémiologie générale et locale, 

les risques spécifiques du malade, et les résultats d’éventuels examens directs de 

prélèvements (60). En cas d’absence d’hypothèse diagnostique, le traitement 

comporte en général une β-lactamine (Céphalosporine de 3ème génération en cas 

d’infection communautaire, β-lactamine large spectre en cas d’infection associée aux 

soins) et un aminoside, en fonction de la gravité (Tableau 7). L’intérêt des aminosides 

repose sur leur bactéricidie rapide et leur synergie avec les β-lactamines. Une fois le 

contrôle du sepsis obtenu, l’aminoside est souvent interrompu rapidement. Pour les 

patients à risque élevé d’infection par des bactéries multirésistantes (BMR), il est 

recommandé d’initier une bithérapie à activité contre les Gram négatifs pour le 

traitement empirique, plutôt qu’une monothérapie (57). 

L’antibiothérapie doit être réévaluée dès que possible et adaptée à l’espèce, puis à 

l’antibiogramme, dès connaissance des résultats du laboratoire (Tableau 8). 
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Tableau 7 : Antibiothérapie probabiliste en présence de signes de gravité (sepsis ou choc 

septique) (61) 

Foyer infectieux initial 
présumé 

Traitement probabiliste  

Digestif, voies biliaires C3G (Fluoroquinolone si allergie) + Métronidazole ± Aminoside 

Urinaire C3G (Aztréonam si allergie) + Aminoside 

Pneumonie aiguë 
communautaire 

C3G + Macrolide 

Pas de foyer, infection 
communautaire 

C3G ± Aminoside 

Pas de foyer, infection 
associée aux soins 

β-lactamine large spectre (Pipéracilline-tazobactam ou 
Céfépime ou Ceftazidime ou Méropénème) + Amikacine ± 
Vancomycine ± Echinocandine selon le terrain 

Infection liée au 
cathéter 

Idem, la Vancomycine pouvant être remplacée par la 
Daptomycine 

 

 
Tableau 8 : Exemples d’antibiothérapies ciblées (61,62) 

Bactérie 
responsable 

Antibiothérapie ciblée 

Staphylococcus 
aureus 

Daptomycine dans l’attente de l’antibiogramme 

❖ SAMS : (Cl)oxacilline (Céfazoline, voire Daptomycine si 
allergie aux pénicillines) 

❖ SARM : Daptomycine 

En cas d’atteinte pulmonaire, la Daptomycine doit être remplacée par la 
Vancomycine (ou la Teicoplanine, moins néphrotoxique) 

Streptococcus 
pyogenes 

Amoxicilline OU C3G si insuffisance rénale labile OU 
Pipéracilline/tazobactam si infection cutanée nécrosante 

+ Anti-toxinique si signe de gravité ou sepsis : Clindamycine ou 
Linézolide 

Enterococcus 
faecalis 

Amoxicilline ± Gentamicine (si sepsis ou suspicion d’endocardite) 

Enterobacterales 
du groupe 3 

Céfépime (ou Méropénème si facteur de risque de BLSE) ± 
Amikacine (si sepsis) 
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D.2.c. Traitement de la porte d’entrée 

Le traitement de la porte d’entrée est essentiel pour éviter les rechutes. Selon le 

contexte, il peut prendre différentes formes : drainage d’abcès, levée d’obstacle 

urinaire ou biliaire, résection de tissus nécrosés, … Il est aussi vivement recommandé 

de retirer rapidement les dispositifs intravasculaires qui sont une source possible de 

sepsis, après qu'un autre accès vasculaire ait été établi. Selon le foyer infectieux, il 

peut être nécessaire d’allonger la durée de l’antibiothérapie. 
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II. Approches actuelles permettant d’accélérer 
le rendu de résultats des bactériémies 
 
Bien que le processus diagnostique actuel des hémocultures soit essentiel pour 

identifier les agents pathogènes responsables des bactériémies, le délai de rendu 

reste un frein majeur à une prise en charge rapide et efficace des patients. En effet, 

l'attente prolongée des résultats peut retarder l'initiation d'une antibiothérapie ciblée, 

ce qui a un impact direct sur les chances de survie. Face à cet enjeu, il est important 

d'explorer des solutions permettant d'accélérer le diagnostic. C'est précisément ce que 

nous aborderons dans la deuxième partie de cette thèse, en nous intéressant aux 

outils diagnostic actuellement disponibles et/ou innovants qui visent à réduire ces 

délais et à améliorer la prise en charge des patients en situation de sepsis. 

 

A. Préambule : critères d’évaluation 

En ce qui concerne l’évaluation des performances pour une nouvelle méthode 

d’antibiogramme par rapport à la méthode de référence (microdilution), les critères 

d’évaluation sont les suivants (56): 

• Accord de catégorie (AC) : accord des résultats S-F-R avec la méthode de 

référence 

• Accord essentiel (AE) : CMI obtenues qui sont entre plus ou moins une double 

dilution de la valeur de CMI établie avec la méthode de référence 

• Ecart très majeur (ETM) : fausse sensibilité (nombre d’ETM divisé par le nombre 

de souches résistantes testées) 

• Ecart majeur (EM) : fausse résistance (nombre d’EM divisé par le nombre de 

souches sensibles testées) 

• Ecart mineur (Em) : sensible forte posologie par rapport à sensible ou résistant 

(nombre d’Em divisé par le nombre total de souches testées) 

 

Cette norme a été révisée en 2021 et recommande des mesures de performance de 

test uniquement, et non d’interprétation de résultats. C’est pourquoi, dans les études 

les plus récentes, les termes AC, ETM, EM et Em n’existe plus et la méthode est 

évaluée uniquement par l’AE et le calcul du biais sur la CMI. Malgré cela, la pertinence 
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clinique de l'AC ne doit pas être négligée car les cliniciens s'appuient souvent sur la 

catégorisation S-SFP-R, plus que sur les CMI, pour prendre les décisions de 

traitement. 

 

B. Tests phénotypiques 

 Spectrométrie de masse MALDI-TOF 

La méthode largement utilisée pour l’identification des bactéries est la spectrométrie 

de masse MALDI-TOF (53). C’est une technique d'ionisation douce pour l'analyse de 

biomolécules telles que les protéines, peptides, acides nucléiques et lipides. Elle 

permet d'identifier et de caractériser ces molécules intactes, en minimisant leur 

fragmentation. Une petite quantité de la culture bactérienne est déposée sur une 

plaque métallique et recouverte d'une matrice organique, généralement un acide 

phénolique comme l’acide α-cyano-4-hydroxycinnamique (HCCA). Ce mélange est 

ensuite séché, formant des cristaux co-cristallisés. Sous l'irradiation d'un laser pulsé 

(souvent à 337 nm ou 355 nm), la matrice absorbe l'énergie et se sublime rapidement, 

entraînant la désorption et l'ionisation de l'échantillon. Les ions produits sont accélérés 

dans un tube de vol sous vide. Leur temps de vol jusqu’au détecteur est mesuré, ce 

qui permet de déterminer leur rapport masse/charge (m/z) (63). Le spectre obtenu, 

correspondant aux protéines ribosomales bactériennes, est comparé à une base de 

données de spectres de référence. La correspondance des profils permet d'identifier 

l'espèce bactérienne avec précision. 

 

B.1.a. Identification sur culture jeune 

Comme décrit plus tôt, la méthode d’identification conventionnelle repose sur 

l’incubation pendant 18 à 24h d’une subculture du flacon. Divers auteurs ont évalué 

l'identification des bactéries après une incubation de plus courte durée sur milieu 

gélosé (2 à 6h en général), ce qui permet parfois d'obtenir un nombre suffisant de 

colonies pour les analyser. Afin de permettre la croissance optimale de tous les micro-

organismes, le milieu choisi est en général une gélose au sang incubée dans une 

atmosphère enrichie en CO2. 
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La sensibilité de cette méthode est évidemment corrélée à la durée d’incubation 

choisie. Les performances sont meilleures pour les bactéries à Gram négatif, et ce 

d’autant plus que le temps d’incubation sur gélose est prolongé (80 % à 2h, 95 % à 

4h). Pour les bactéries à Gram positif, une incubation moyenne de 6h minimum est 

nécessaire (64). Une extraction supplémentaire par l’éthanol/acide formique permet 

de réduire ce temps d’incubation à environ 3h pour les cocci à Gram positif (65). Dans 

le cas de flacons polymicrobiens, l’identification des différentes espèces présentes est 

difficile. Dans la majorité des cas BGN/CGP, l’identification sur culture jeune permet 

d’identifier le BGN, qui a une croissance plus rapide. 

Cette méthode est simple et économique. Le temps de manipulation, ainsi que le coût, 

est peu changé par rapport à la méthode d’identification conventionnelle. 

 

B.1.b. Identification directe sur flacon d’hémoculture 

Pour gagner encore plus de temps, l’identification directement à partir du flacon 

d’hémoculture, sans subculture, a été évaluée. 

Les flacons d'hémoculture renferment des substances, tels que le milieu de culture, 

les cellules et les protéines de l’hôte pouvant interférer avec les protéines 

bactériennes, rendant ainsi l’identification par MALDI-TOF inefficace. Divers 

protocoles « maisons » et kits commerciaux ont été décrits pour éliminer ces 

composants et permettre une identification directement à partir du flacon. La majorité 

des protocoles débutent par une étape de lyse, utilisant un tampon de lyse composé 

de saponine, de chlorure d'ammonium, d'acide trifluoroacétique, de Triton 10X ou 

d'eau stérile (64). Cette étape est suivie d'une centrifugation, après quoi le culot 

bactérien est lavé avec de l'eau, de l'éthanol ou une solution saline. Une dernière 

centrifugation est réalisée pour recueillir le culot bactérien, qui est ensuite déposé sur 

une cible, soit immédiatement, soit après avoir appliqué une méthode d'extraction 

standard pour les isolats bactériens. 

Le kit Sepsityper® (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, USA) utilise un 

processus similaire à celui des différents protocoles maisons publiés et offre l'avantage 

de fournir un protocole standardisé. Ce kit a été évalué pour la première fois en 2011 

(66). 507 bouillons d'hémoculture positifs ont été inclus dont 93,9 % étaient 
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monomicrobiens et 6,1 % polymicrobiens. Une identification au niveau du genre et de 

l'espèce a été obtenue dans 379/507 (74,8 %) et 301/507 (59,4 %) bouillons 

d'hémoculture, respectivement. Cinq des 379 (1,3 %) ont été mal identifiés au niveau 

de l’espèce, mais pas du genre. Il s’agissait de 4 souches de Streptococcus mitis/oralis 

identifiées à tort comme Streptococcus pneumoniae et une souche de Pseudomonas 

putida identifiée comme Pseudomonas fulva par le Sepsityper. Parmi 4 bactéries 

anaérobies, aucune n’a été identifiée. Parmi les 31 bouillons d'hémocultures 

polymicrobiennes, 20 (64,5%) ont permis d’obtenir l’identification d’un seul pathogène, 

10 (32,3 %) n'ont pas été identifiés, et 1 (3,2 %) a été mal identifié au niveau de 

l'espèce.  

Une méta-analyse réalisée en 2015 a colligé les données des études disponibles 

relatant des performances du kit Sepsityper®. Sur 21 études, au total 3320 

hémocultures monomicrobiennes ont été testées. Parmi celles-ci, 2 648 ont permis 

une identification fiable de l'espèce, soit 79,8 % (67). De manière générale, ce kit est 

plus performant pour les bactéries à Gram négatif (89,6%) que pour les bactéries à 

Gram positif (76,1%). Seules 2 études rapportent des meilleurs résultats pour les 

bactéries à Gram positif. Certains genres bactériens sont plus difficiles à identifier, 

comme les streptocoques pour lesquels plusieurs études rapportent de fréquentes 

erreurs d’identification à l’espèce (68). Les performances sont moins bonnes pour les 

hémocultures polymicrobiennes. Un seule espèce est souvent identifiée (69), voire 

aucune (70). Les fournisseurs proposent des seuils d’acceptation de l’identification, au 

genre et à l’espèce en général. Plusieurs auteurs ont montré qu’avec un abaissement 

du seuil, les mêmes performances peuvent être obtenues, augmentant ainsi le nombre 

de souches correctement identifiées (64). 

Le délai de réalisation des protocoles internes varie entre 15 minutes et 2 

heures et impliquent de multiples étapes, ce qui complique leur intégration dans le flux 

de travail des hémocultures positives. Une nouvelle version appelée Rapid MBT 

Sepsityper® commercialisée depuis 2021 permet de réduire le temps de manipulation 

à 10min (Figure 13). L'utilisation du kit Sepsityper® permet de gagner entre 8 et 48h 

en moyenne (jusqu’à 100 heures dans certaines études) sur le délai global d'obtention 

de l’identification (67). 
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Figure 13 : Protocoles techniques du Rapid Sepsityper® (a) et du Standard Sepsityper® (b) 

(71) 

Le protocole Standard Sepsityper nécessite d'abord d'effectuer le protocole Rapid Sepsityper, 

puis de poursuivre avec les étapes présentées dans la partie b de la figure. (FA : Acide 

formique ; ACN : Acétonitrile ; rpm : tours par minute). 

 

Comparé à l’identification sur culture jeune, le Sepsityper requiert l’investissement 

dans un kit commercial et plusieurs étapes techniques. L'identification des agents 

pathogènes à partir de cultures mixtes est un obstacle tant pour la méthode directe 

qu’avec des cultures jeunes, bien que les deux méthodes permettent d'identifier de 

manière fiable l'un des organismes dans la plupart des cas. La pureté des cultures doit 

donc être contrôlée de manière conventionnelle, quelle que soit la méthode 

d’identification précoce utilisée. 

 

B.1.c. Sensibilité aux antibiotiques 

La spectrométrie de masse MALDI-TOF permet aussi de recueillir des données de 

sensibilité aux antibiotiques. En effet, elle peut détecter la disparition d’un pic 

spécifique d’une molécule d’antibiotique suite à sa dégradation enzymatique après 

incubation avec la souche concernée. Cette méthode a d'abord été appliquée aux 

colonies avant d'être étendue aux hémocultures positives. Plusieurs tests ont été 

développés pour détecter la résistance aux C3G, classe d’antibiotique largement 
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utilisée en antibiothérapie probabiliste. L’un d’eux était capable de détecter les 

souches productrices de bêta-lactamase à spectre étendu (BLSE) ou hyperproductrice 

de la céphalosporinase AmpC en moins de 3 heures, ce qui permet de recourir 

raisonnablement aux C3G lorsque le test est négatif (72). Des valeurs élevées 

suggèrent une production probable de BLSE ou d'AmpC, indiquant que le traitement 

devrait être remplacé par un carbapénème. Ce protocole a été testé directement à 

partir du flacon d’hémoculture avec une extraction type Sepsityper® optimisée et 

également après une subculture de 24h sur gélose au sang. La sensibilité était de 

100% dans les 2 cas, mais la subculture améliorait la spécificité (97% vs 92%). Un 

protocole semblable pour la détection des souches productrices de carbapénémases 

en moins de 60 minutes a également été rapporté, utilisant l’hydrolyse de l’imipénème 

(73). Bien que la spécificité de 100% du test déconseille l’utilisation des carbapénèmes 

lorsque le test est positif, ces tests ne détectent que les mécanismes de résistance 

enzymatique, et pas les mécanismes d’imperméabilité ni la perte de porine (Figure 

14). 

Le temps de manipulation assez conséquent de cette technique doit être pris 

en compte. De plus, les réglages du spectromètre pour évaluer la dégradation 

enzymatique des antibiotiques diffèrent de ceux utilisés pour l’identification. Cette 

méthode nécessite donc un ajustement des paramètres du logiciel d’acquisition, ainsi 

qu’une interprétation des données qui n’est pas encore standardisée. Enfin, cette 

approche permet de tester un nombre limité de molécules. En attendant des 

développements supplémentaires, l’adoption de cette méthode dans le diagnostic de 

routine est limitée par ces contraintes pratiques majeures. 
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Figure 14 : Détection des souches d’Enterobacterales productrices de BLSE ou d’AmpC par 

mesure de l’hydrolyse enzymatique du céfotaxime (CTX) par spectrométrie de masse MALDI-

TOF (72) 

Une valeur seuil arbitraire de 0 a été fixée pour le logRQ. Chaque échantillon a été testé 4 fois 

pour évaluer la répétabilité, les résultats sont donc présentés en diagramme en boîte. Tous 

les isolats phénotypiquement résistants au CTX en raison d'une BLSE ou d'une activité 

enzymatique AmpC présentaient des valeurs logRQ >0. 

 

 Antibiogramme direct par dilution 

Le CA-SFM propose des modalités de réalisation d’antibiogramme en milieu gélosé 

directement à partir du flacon d’hémoculture positif pour les Enterobacterales, 

Pseudomonas aeruginosa, les staphylocoques, entérocoques et streptocoques. La 

dilution dépend du genre, présumé par la coloration de Gram. Cela permet de gagner 

en général 24h sur la méthode conventionnelle. De plus, depuis 2018, l’EUCAST 

propose de raccourcir le temps d'incubation. Cette méthode est validée pour 8 espèces 

fréquemment retrouvées dans les bactériémies (Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus 

pneumoniae, Enterococcus faecalis et faecium, Acinetobacter baumannii). Les 
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diamètres d’inhibition sont validés par espèce et par délai de lecture (4, 6 et 8 heures) 

(74). Pour faire face à la plus grande variation (car l’inoculum est moins précis) et à la 

séparation moins nette compliquant la lecture, la notion de zone d'incertitude technique 

(ZIT) a été introduite. Ainsi, pour chaque temps de lecture, les résultats possibles pour 

un antibiotique donné sont S, R et ZIT (interprétation non permise). Tous les diamètres 

ne peuvent pas être lus après 4 heures, il faut alors les lire à nouveau à 6 voire 8 

heures, ou lorsque cela est nécessaire, également après 16 à 20 heures (75). Cette 

méthode a été évaluée dans de nombreux laboratoires européens, en comparaison à 

la méthode de microdilution de référence. Les résultats montrent que, pour la plupart 

des hémocultures positives, un résultat valide peut être obtenu après 4 à 6 heures, 

avec un AC global de 97 % (76). La proportion de zones lisibles après 4, 6 et 8 heures 

d'incubation était de 88 %, 96 % et 99 % respectivement. Aussi, la proportion de 

résultats dans la ZIT diminue avec le temps d'incubation. Aucune différence 

systématique liée au système de culture (automate ou flacons) n'a été détectée. 

L’avantage majeur de cette méthode est qu’elle nécessite uniquement du matériel et 

des compétences déjà disponibles dans les laboratoires cliniques. 

 

 Microscopie en temps réel 

Plusieurs systèmes automatisés utilisent la technique de microscopie en temps réel 

pour la réalisation de l’antibiogramme : Accelerate Pheno®, QMAC-dRAST et ASTar®. 

Ils se différencient par leurs panels de bactéries et d’antibiotiques évaluables. 

 

B.3.a. Accelerate Pheno® 

Le système Accelerate Pheno® (Accelerate Diagnostics, Inc., Tucson, AZ, USA) utilise 

la technologie d'électrofiltration sur gel et l'hybridation in situ en fluorescence (PNA-

FISH) pour identifier les pathogènes, en complément de l'imagerie microscopique 

automatisée pour l'antibiogramme. Le panel comprend 7 bactéries à Gram positif, 8 à 

Gram négatif et 2 levures (Figure 15). Le temps de manipulation annoncé est inférieur 

à 5min puisque le système est ensuite entièrement automatisé pour l’identification et 

l’antibiogramme. L’identification est obtenue en 1 à 2h et l’antibiogramme en 7h. A 

l’heure actuelle, c’est la seule technologie disponible qui fournit à la fois une 
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identification rapide et un test de sensibilité phénotypique directement à partir des 

hémocultures (68). L'une des limites du système est qu'il ne peut traiter qu'un seul 

échantillon à la fois par module, bien qu'il puisse éventuellement accueillir jusqu'à 4 

modules. 

Figure 15 : Panel de micro-organismes identifiés par le système Accelerate Pheno® et 

antibiotiques disponibles 

 

La technique d'hybridation in situ par fluorescence (FISH) est une méthode éprouvée 

pour détecter et localiser des séquences spécifiques d’acides nucléiques. La 

technologie Accelerate Pheno® permet une hybridation rapide de plusieurs 

oligonucléotides d'ADN marqués, ciblant l'ARN ribosomique bactérien, grâce à un 

ensemble de tests FISH réalisés simultanément. Pour chaque test, un signal 

provenant d'une sonde cible est comparé à celui de sondes universelles bactériennes 
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et eucaryotes. Grâce à la microscopie numérique, la co-localisation du signal de la 

sonde cible avec celui de la sonde universelle confirme la présence et l'identité de la 

cible, tout en distinguant les colorations non spécifiques (Figure 16). L'identification 

détermine automatiquement le choix des antibiotiques à utiliser. L’évaluation de la 

sensibilité aux antibiotiques est effectuée par analyse morphocinétique cellulaire, qui 

analyse les caractéristiques phénotypiques des organismes, telles que leur taille, leur 

forme et leur taux de division, alors qu’ils se développent sous l'effet de concentrations 

spécifiques d'antibiotiques. A l'aide d'algorithmes et de régressions mathématiques 

basés sur la réponse d'isolats ayant des CMI connues pour un antibiotique donné, les 

courbes de croissance sont converties en valeurs de CMI (Figure 16). 

 

Figure 16 : Workflow schématique du système Accelerate Pheno® pour l'identification et 

l'antibiogramme à partir d'hémocultures positives (77) 

 
Depuis son approbation par la FDA en 2017, les performances du système Accelerate 

Pheno® ont été évaluées par de nombreuses équipes. 

Pour l’identification, si l’on considère uniquement les micro-organismes compris 

dans le panel, le taux de concordance avec les méthodes de culture conventionnelles 

varient de 96 à 100% (68). En revanche, si l’on prend en compte toutes les 

hémocultures (données pas toujours disponibles selon les articles), on trouve des taux 

d’identification avec succès de 88,7% à 92,3% (78,79). La différence est due aux 

micro-organismes que ce système n’est pas capable d’identifier. Les performances 

sont moins bonnes et plus hétérogènes sur les cultures polymicrobiennes, de 40% à 

100% selon les études (68). Quand la culture associe BGN et CGP, l’Accelerate 
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Pheno® rend en général l’identification du BGN (79). Pour un grand nombre de 

bactéries, l’identification n’est possible qu’au genre et pas à l’espèce (Figure 15) ce 

qui est dommageable pour certains genres comme Streptococcus spp. pour lequel ce 

système ne permet pas de trancher contaminant/pathogène selon l’espèce. Certaines 

bactéries intéressantes manquent à l’appel comme S. pyogenes, Morganella spp., 

Stenotrophomonas maltophilia ou les bacilles à Gram positif. 

Pour l’antibiogramme, l’AC entre le système Accelerate Pheno® et la méthode 

conventionnelle varie de 93,7 % à 96,4 % (78,80), une étude ayant constaté une baisse 

globale pour les bêta-lactamines (céfépime 84,4 %, pipéracilline-tazobactam 86,5 %, 

ceftazidime 87,6 %) et pour Pseudomonas aeruginosa (avec céfépime 33,3 %, 

pipéracilline-tazobactam 77,8 %, ceftazidime 0 %) (79). Des tests supplémentaires 

sont nécessaires pour certains organismes, par exemple Acinetobacter baumannii et 

les organismes Gram-négatifs produisant des carbapénémases. Des souches 

porteuses de BLSE ont été inclues dans les études et le système a correctement 

détecté les résistances à la pipéracilline-tazobactam, à la ceftriaxone et aux 

carbapénèmes. Cela démontre le potentiel du système Accelerate Pheno® à détecter 

les phénotypes MDR (68). L'évaluation des performances d’une nouvelle version du 

kit d'hémoculture et du système (version 1.4) indique des résultats plus fiables pour 

les Enterobacterales, pour la majorité des antibiotiques fréquemment utilisés (80). Par 

ailleurs, il ne rend pas d’antibiogramme pour Streptococcus spp. 

Concernant le délai de rendu des résultats, le système Accelerate Pheno® 

permet d'identifier les pathogènes environ 27h avant la culture traditionnelle (78). 

Certains auteurs ont évalué l’impact de l’utilisation de ce système sur la prise en 

charge du sepsis. Une diminution du délai médian de mise en place d’une 

l’antibiothérapie ciblée (– 21,2 heures) a été observée pour les bactériémies à BGN, 

ainsi qu’une diminution de l'utilisation des agents à large spectre au profit des bêta-

lactamines à spectre étroit. Aucune différence dans les résultats cliniques n’a été mise 

en évidence, notamment pour la mortalité hospitalière et à 30 jours, la durée 

d'hospitalisation, la réadmission ou la récidive de la bactériémie (81–83). Une étude a 

montré que la mise en œuvre du système Accelerate Pheno® était associée à une 

réduction de la durée du séjour (– 1,8 jours) lorsqu'il est intégré dans un système global 

avec une équipe d’infectiologie (84). 
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B.3.b. Autres automates 

Deux autres systèmes automatisés utilisent la microscopie en temps réel. 

Contrairement à l’Accelerate Pheno®, ils ne sont pas couplés à une méthode 

d’identification. 

Le système QMAC-dRAST™ (QuantaMatrix®, Inc., Seoul, République de 

Corée) permet de réaliser des tests phénotypiques de sensibilité directement à partir 

d’hémocultures positives, en 4 à 6 heures, après coloration de Gram (car il existe deux 

panels, un pour les bactéries à Gram négatif et un pour celles à Gram positif). 

L'échantillon d’hémoculture est directement mélangé avec de l'agarose et inoculé dans 

une micropuce plastique composée de 96 puits contenant des antibiotiques à 

différentes concentrations. Il ne nécessite pas d'inoculum précis pour obtenir des 

résultats reproductibles (68). Les études prospectives évaluant ses performances ont 

montré un AC supérieur à 94,6 % pour les cocci à Gram positif et 92,1 % pour les 

Gram négatif, même lorsque des organismes hautement résistants étaient inclus. 

Certaines études ont rapporté un manque de fiabilité pour certaines combinaisons 

antibiotique-bactérie, telles que E. coli et pipéracilline-tazobactam (taux d'erreur 

majeure de 70,6 %). Un essai contrôlé randomisé de 2021 a montré une réduction 

significative du temps nécessaire pour obtenir les résultats et une proportion plus 

élevée de patients recevant des antibiotiques optimaux à 72 heures par rapport aux 

méthodes conventionnelles. Cela n'a pas permis de réduire les taux de mortalité liés 

à la bactériémie (85). 

 

Le kit ASTar® BC G2 (Q-linea AB, Uppsala, Suède) est lui doté d’un panel de 

23 antibiotiques pour les bactéries à Gram négatif exclusivement (Enterobacterales, 

P. aeruginosa, A. baumannii, et H. influenzae). Il fournit des résultats en environ 6 

heures. Une étude réalisée sur 412 hémocultures simulées et 74 hémocultures 

cliniques a trouvé un AC de 97,6 % et un AE de 95,8 % par rapport à la méthode de 

référence, avec un taux d’ETM de 2,4 % (86). Des études plus petites ont trouvé des 

résultats très similaires (68). ASTar® a été capable d'identifier correctement tous les 

patients nécessitant une escalade thérapeutique et 75 % de ceux éligibles à une 

désescalade (86,87). Des erreurs ont été rapporté principalement pour l’association 

amoxicilline/acide clavulanique (68). 
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 Détection de composés organiques volatils 

Le système VITEK® REVEAL™ (bioMérieux SA, Marcy-l’Étoile, France) très 

récemment autorisé (juin 2024), utilise une technologie de capteurs colorimétriques 

pour détecter l’émission de composés organiques volatils produits par les populations 

bactériennes pendant leur croissance. Un réseau de capteurs de molécules volatiles 

est scellé sur une plaque antibiotique contenant 96 puits dans lesquels est inoculé 

l’échantillon bactérien. Au-dessus de chaque puit, on retrouve un réseau hexagonal 

de 7 capteurs qui changent de couleur en réponse aux émissions volatiles produites 

par la croissance bactérienne (Figure 17). 

Figure 17 : Manipulation et détermination de la CMI par le VITEK® REVEAL™ (88) 

Les signaux du contrôle positif (courbe noire) et des puits de méropénème à des 

concentrations ≤ 2µg/mL indiquent une croissance, tandis que les signaux du contrôle négatif 

(courbe jaune) et des puits de méropénème à des concentrations >2µg/mL indiquent une 

absence de croissance. La différence de réponse du capteur dans les puits de croissance par 

rapport au contrôle négatif permet de déterminer la CMI, qui est de 4µg/mL dans ce cas. 

 

C’est un système modulaire, chaque module pouvant traiter 4 échantillons à la fois, 

une pile de trois modules permet de traiter 12 échantillons. La préparation des 

échantillons est relativement peu complexe et demande en moyenne 3 minutes. Le 
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panel comprend 29 antibiotiques, exclusivement pour les bactéries à Gram négatif, et 

fournit des résultats phénotypiques en 5h30 en moyenne. La colistine ou de nouvelles 

combinaisons carbapénème/inhibiteur ne font pas partie du panel à l’heure actuelle. 

Le système requiert l’identification bactérienne pour permettre l’application des 

breakpoints correspondants et la catégorisation S/SFP/R. L’identification peut être 

saisie à tout moment par l’utilisateur, pendant ou après l’analyse. En pratique, 

l'intégration immédiate de ce système dans le flux quotidien après les résultats de la 

coloration de Gram pourrait entraîner l'échec de certains tests si les bactéries 

n’entraient pas dans le panel. Le fournisseur recommande de réaliser le test dans les 

16h après la positivité de l’hémoculture. Une étude a cependant montré que la 

précision était indépendante de la durée pendant laquelle le flacon est resté à 

température ambiante (88). Aussi, il n’y a pas de corrélation entre la quantité d’UFC et 

les performances du système, suggérant une certaine robustesse du test pour la 

gamme d'inoculum présent au moment de la positivité du flacon.  

De rares études ont évalué ses performances (Tableau 9) (88–91). La 

technique a été comparée à la méthode de référence de microdilution et aussi à des 

techniques très utilisées en routine comme le Vitek® 2. Des souches cliniques ont été 

utilisées, ainsi que des flacons d’hémocultures inoculés avec des souches connues 

pour certaines résistances, afin de tester ses performances sur des profils particuliers. 

Les organismes testés étaient les Enterobacterales (Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, oxytoca et aerogenes, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae et 

Citrobacter koseri), Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa. Les 

différentes données publiées montrent que les résultats du VITEK®REVEAL sont 

globalement concordants avec la méthode de référence ainsi qu’avec les techniques 

automatisées largement utilisées. Le test de dépistage des BLSE, qui utilise les CMI 

des combinaisons céfotaxime/clavulanate et ceftazidime/clavulanate, par rapport aux 

céphalosporines seules, a mis en évidence la présence de toutes les BLSE rapportées 

par les tests conventionnels. Plusieurs études s’entendent sur le fait que ce nouveau 

système a plutôt tendance à sous-estimer les CMI, parfois de façon majeure tel que 

pour l’association ceftazidime/avibactam vis-à-vis des Enterobacterales (biais de – 

78,9%)(90,91). Des performances moyennes ont été relevées concernant la sensibilité 

de K. pneumoniae au méropénème (AC de 61,9%) (90). Cela n’est pas retrouvé vis-

à-vis de l’imipénem et de l’ertapénème. Les auteurs mettent en cause les breakpoints 
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de l’EUCAST car avec les critères CLSI les performances sont rattrapées. Toutes les 

études ont exclu les hémocultures polymicrobiennes. Certaines espèces (C. koseri, K. 

aerogenes, E. cloacae ou encore K. oxytoca) sont peu représentées dans les cohortes, 

rendant les conclusions peu significatives, de même pour le phénotype AmpC 

inductible pour lequel il n’y a pas de données exploitables (88,91). 

 

Tableau 9 : Performances du rendu d’antibiogramme par le VITEK® REVEAL™ (88–91) 

 Délai 
moyen (h) 

AC (%) AE (%) ETM (%) EM (%) Em (%) 

Tibbetts et al. 4,6 96,3 98,0 1,3 0,3 3,5 

Bianco et al. - 97,6 97,7 1,6 1,2 2,4 

Menchinelli et al. 4,4 – 5,54 99,2 98,8 0,4 0,3 1,0 

Antonelli et al. 5,4 - > 90 - - - 

 

Le délai moyen de rendu des résultats varie entre 4 et 5 heures (Tableau 9), comme 

annoncé par le fournisseur. Il semble plus court pour les organismes résistants que 

pour les souches sensibles (91), bien que certaines études n’ai pas trouvé de 

différence significative (88). Une étude rétrospective monocentrique française a évalué 

l’impact potentiel du VITEK® REVEAL sur la gestion du flux de travail des hémocultures 

positives, ainsi que sur les adaptations potentielles de l’antibiothérapie (92). Son 

utilisation a conduit à une réduction significative du temps d'analyse et du délai de 

résultats par rapport à la méthode standard utilisant VITEK®2 (7,1 h VS 9,6 h, sans 

inclure le temps de sous-culture nécessaire, qui était en moyenne de 12,8 h). Le temps 

moyen d'adaptation des antibiotiques était significativement plus court lors de 

l'implémentation du VITEK®REVEAL (34,9 h VS 51,6 h). Il est important de noter que, 

tandis que les données de la méthode standard sont observées, les données 

concernant le VITEK®REVEAL sont simulées. Des études supplémentaires dans 

divers contextes de laboratoire sont nécessaires pour valider ces résultats 

encourageants. 
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 Cytométrie en flux 

Grâce à la cytométrie en flux, il est possible de suivre les changements de 

morphologie, d'activité physiologique et métabolique, ainsi que la survie des micro-

organismes après leur exposition aux antibiotiques (93). Les effets du traitement sont 

visibles en quelques heures. En utilisant des colorants nucléaires qui ne traversent 

pas les parois cellulaires des organismes sains, il est aussi possible de déterminer 

rapidement le nombre de cellules mourantes et mortes. Pour déterminer le spectre 

d'émission, les cellules doivent passer dans un canal de flux et être excitée par un 

laser pour libérer le colorant.  

La méthodologie brevetée et semi-automatisée FASTinov® (FASTinov SA, 

Porto, Portugal) repose sur la détection précoce des lésions cellulaires microbiennes 

ou des changements métaboliques, en utilisant une combinaison de sondes 

fluorescentes spécifiques qui ciblent ces changements et les rendent identifiables par 

cytométrie en flux. Des antibiotiques sont utilisés à différentes concentrations 

permettant l’interprétation catégorielle (et non le rendu des CMI) basée sur les critères 

EUCAST ou CLSI par un logiciel propriétaire intégré (bioFAST). Il existe un panel de 

7 antibiotiques pour les bactéries à Gram positif, utilisable sur les souches de 

Staphylococcus spp. et Enterococcus spp. (pénicilline, ampicilline, céfoxitine, 

oxacilline, vancomycine, linézolide et gentamicine). Il inclut la CMI de la vancomycine 

pour S. aureus. Le panel Gram négatif comprend lui 12 antibiotiques pour les souches 

d'Enterobacterales, Pseudomonas spp. et Acinetobacter spp. (ampicilline, 

amoxicilline-acide clavulanique, céfotaxime, ceftazidime, céfépime, pipéracilline-

tazobactam, ceftolozane-tazobactam, ceftazidime-avibactam, méropénème, 

ciprofloxacine, gentamicine et amikacine). Il inclut la détection des BLSE et le 

dépistage de la présence d'AmpC et des carbapénémases (68). En pratique, la 

préparation à partir de l’hémoculture positive prend une dizaine de minutes, après quoi 

une intervention humaine est requise de manière intermittente pendant quelques 

minutes. Les résultats sont obtenus en moins de 2 heures, ce qui est l’avantage majeur 

de cette technologie. 

Les études sont rares, essentiellement dans des équipes portugaises d’où 

provient l’automate. Dans la première étude publiée évaluant l'impact potentiel de 

FASTinov®, seules les bactéries à Gram négatif ont été incluses, avec un AC de 98% 

avec la méthode de microdilution de référence et un taux d'Em, EM et ETM 



 
 
 

72 
 

respectivement de 1,03%, 1,59% et 1,06%. Il a également permis une détection 

correcte des souches productrices de BLSE (AC = 100%) (94). D'autres études 

incluant des hémocultures simulées et cliniques, tant Gram positives que négatives, 

ont trouvé des valeurs d’AC supérieures à 96,4% pour les Gram négatif et 98,6% pour 

les Gram positif. Les ETM variaient jusque 0,6% (95,96). 

Un des principaux défis futurs sera d'améliorer la capacité du système à différencier 

les dommages cellulaires causés par des antibiotiques bactéricides ou 

bactériostatiques, tout en résolvant le problème de l'autofluorescence chez certaines 

espèces bactériennes. De plus, une validation considérable est nécessaire pour 

confirmer la base de données cliniques et la méthode elle-même. 

 

 Diffusion de la lumière laser 

L’Alfred 60 AST® (Alifax S.r.l., Polverara, Italie) est un dispositif automatisé basé sur 

la technique de diffusion laser, qui fournit des résultats de sensibilité aux antibiotiques 

directement à partir de flacons d'hémoculture positive, en 4 à 6 heures. Chaque 

préparation prend environ 15 minutes. Le nombre d’échantillons pouvant être testés 

dépend de la quantité d'antibiotiques choisis (par exemple, 10 isolats peuvent être 

testés simultanément pour 6 antibiotiques). Le panel d’antibiotiques étant choisi par 

l’utilisateur, une identification préalable (ou a minima le résultat de la coloration de 

Gram) est nécessaire. Il n’est pas validé pour les streptocoques et Stenotrophomonas 

maltophilia (97). Cette technologie ne rend pas de valeur de CMI mais uniquement une 

catégorisation.  

En pratique, 30 μL d’une hémoculture positive sont inoculés dans un bouillon. 

La diffusion de la lumière est mesurée jusqu'à ce que la turbidité atteigne un niveau 

de 0,4-0,6 McFarland. Une série d’antibiotiques est ensuite inoculée de façon 

automatisée. Les interférences causées par des substances non réplicatives, telles 

que les érythrocytes, les leucocytes, les cellules mortes et les sels présents dans 

l'échantillon, sont éliminées lors de la première lecture du zéro. Un faisceau laser 

traverse l'échantillon, et deux photodétecteurs placés à des angles de 30° et 90° 

captent les signaux générés par la lumière diffusée par les bactéries présentes. Les 

courbes de croissance cinétique sont générées pour chaque détecteur et présentées 

sous forme de deux courbes (Figure 18). Un pourcentage d’inhibition de croissance 
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est calculé en comparant à la croissance d’un contrôle positif (sans antibiotique). Il est 

rapporté en trois catégories : résistant (inhibition < 50 %), intermédiaire (inhibition entre 

50 et 65 %) et sensible (inhibition > 65 %). Afin de garantir une détection fiable de 

l'inhibition de la croissance, il est nécessaire de détecter une croissance suffisante (≥ 

700 000 UFC/ml). Si ce critère n’est pas respecté, le test est rendu invalide (98). 

Figure 18 : Représentation des courbes de croissance analysées par le système Alfred 60 

AST™(98) 

Les courbes représentent les signaux lumineux diffusés reçus par les photodétecteurs placés 

à 30° et 90° du faisceau laser. A) représente la courbe de croissance standard (sans présence 

d'antibiotique) B) représente un résultat sensible, pas de courbe de croissance C) représente 

un résultat résistant, la courbe de croissance est positive, comparable à celle du flacon de 

référence. 

 
Il est difficile de comparer les études évaluant l'Alfred 60 AST™ entre elles, car 

les souches incluses (espèces et profils de sensibilité) mais surtout les panels 

d'antibiotiques choisis varient d'une étude à l'autre comme l’utilisateur est totalement 

libre. L’AC avec les méthodes conventionnelles est supérieure à 90 % dans la plupart 

des études, une seule étude montrant une faible AC de 62,1 % (68). Cela peut être 

expliqué par le fait qu’il s’agit de l’étude la plus ancienne (2016) et que le fabricant a 

depuis optimisé les réactifs au fil des évaluations. Les équipes s’entendent sur des 

problèmes de discordances pour la pipéracilline/tazobactam vis-à-vis des bactéries à 

Gram négatif. Ceci est connu du fabricant et des modifications dans la formulation du 

réactif ont permis de corriger une partie de ces erreurs. De même, des incohérences 

de concentration de la céfoxitine dans le panel ont été rapportées pour le dépistage 

de la méticillino-résistance chez les SCN (98), ce qui rend difficile l’interprétation des 

résultats. Un taux non négligeable d’exclusion est rapporté dans certaines études, 

jusqu’à 21%, en raison d’absence de croissance bactérienne (organismes anaérobies 

ou microaérophiles), de croissance insuffisante ou de culture polymicrobienne (97). 
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La durée de l’analyse est en moyenne de 6h (1h à 1h30 pour atteindre la 

turbidité requise puis 5h en présence d’antibiotiques). Dans une étude évaluant 

l’impact clinique de ce nouveau système, le rendu plus rapide de l’antibiogramme a 

permis d’initier plus tôt un traitement efficace (chez les patients qui ne recevaient pas 

d’antibiothérapie empirique), d’éviter une deuxième dose d’aminosides et de réduire 

le délai d’introduction d’une antibiothérapie optimale (99). Cependant, même s'il a été 

démontré que les résultats de sensibilité peuvent être obtenus plus rapidement, 

aucune étude n'a encore mis en évidence un impact sur la mortalité ou la durée de 

séjour des patients. 

 

 Adaptation des tests immunochromatographiques de détection 

de la résistance 

En parallèle de ces méthodes rendant des antibiogrammes complets, des tests rapides 

complémentaires peuvent être utiles pour détecter de façon précoce certains profils 

de résistance. Ces tests ne fournissent aucune information sur l'identification 

bactérienne, ils se limitent à détecter la présence ou l’absence de certains 

mécanismes de résistance. Il est donc nécessaire d’avoir identifié la bactérie au 

préalable. 

Des tests colorimétriques ont été développés pour détecter la dégradation 

enzymatique des β-lactames en utilisant un substrat chromogène ou un indicateur de 

pH pour provoquer un changement de couleur dans le milieu. Initialement conçus pour 

être réalisés sur des colonies, certains de ces tests ont été évalués directement sur 

des culots d’hémocultures positives, avec des résultats obtenus en moins d'une heure. 

Une étude prospective sur 132 hémocultures positives à BGN a étudié les 

performances du βLacta® Test (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France) 

comparé à la méthode de diffusion standard comprenant la recherche de BLSE par 

synergie. La sensibilité était de 95,7% et la spécificité de 100% (100). Ils ont montré 

que la présence simultanée d’Enterobacterales et de cocci à Gram positif n’avait pas 

d’impact sur le résultat du test. Comme l’avait déjà démontré de précédentes études 

sur les colonies, ce test ne parvient pas à détecter les souches surexprimant AmpC. 

Des tests similaires existent pour détecter les Enterobacterales résistantes à la 

colistine. 
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De la même manière, les souches de Staphylococcus aureus résistantes à la 

méticilline (SARM) peuvent être mises en évidence à l’aide d’un test 

immunochromatographique détectant la protéine de liaison à la pénicilline 2a (PLP2a). 

Le test BinaxNOW® PBP2a (Abbott Laboratories, Chicago, IL, USA) peut être utilisé 

directement sur flacon d’hémoculture. Il a montré de très bonnes performances pour 

S. aureus (Se = 95,24 – 100% et Sp = 100%) mais n’est pas fiable pour les autres 

espèces de staphylocoques (101,102). 

 

C. Tests génotypiques 

La plupart des méthodes de biologie moléculaire sont basées sur l'amplification, 

l'hybridation ou le séquençage. Dans les méthodes basées sur l'amplification, la 

séquence du gène cible est amplifiée pour permettre la détection ; dans les techniques 

basées sur l'hybridation, des sondes d'acide nucléique hybridées ciblent des 

séquences de gènes permettant la détection ; et dans les approches basées sur le 

séquençage, les séquences du génome sont entièrement analysées.  

 

 PCR multiplex 

La méthode d'amplification la plus couramment utilisée pour la détection de gènes 

spécifiques est la réaction en chaîne par polymérase (PCR). Des tests multiplex, 

permettant d'analyser simultanément différentes espèces et plusieurs déterminants 

génétiques, ont été conçus. Ces tests permettent généralement d'identifier une large 

gamme de gènes, tels que ceux codant pour les céphalosporinases ou les 

carbapénémases, ainsi que le gène mecA, responsable de la résistance à la méticilline 

chez les SARM. Ces méthodes moléculaires ont été développées et testées en tant 

qu'alternative ou complément à l'antibiogramme conventionnel. Ils sont plus rapides 

que les tests phénotypiques basés sur la culture, les résultats étant disponibles dans 

un délai d'une à quelques heures. 

Actuellement, 3 systèmes principaux permettent d’identifier les micro-organismes et 

les gènes de résistance associés à partir des flacons d’hémoculture positifs. Ils se 

différencient par leurs technologies moléculaires mais aussi par l’étendue de leur(s) 

panel(s). 
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C.1.a. BioFire® Blood Culture Identification 2 (BCID2) 

Les tests BioFire® FilmArray® (BioFire Diagnostics, Salt Lake City, UT, USA) sont des 

tests PCR en deux étapes, réalisés dans un système en plastique fermé, jetable et à 

usage unique. La préparation du test nécessite quelques minutes et fournit des 

résultats en 1 heure environ. Le panel BCID2 est conçu pour identifier simultanément 

30 agents étiologiques de sepsis (9 Gram positif, 14 Gram négatif et 7 levures) ainsi 

que des gènes de résistance courants (Figure 19). L’instrument Biofire® Torch® peut 

abriter 2 à 12 modules selon le débit prévu. Les échantillons peuvent être lancés au 

coup par coup sans impact sur le délai de résultat. 

Figure 19 : Panel de micro-organismes et de gènes de résistance détectés par le BioFire® 

BCID2 

 
Les études évaluant le BioFire® BCID2 ont démontré de bonnes performances pour la 

détection de ces cibles, particulièrement pour les cultures monomicrobiennes. Un taux 

de résultats invalides très faible est rapporté (103). Une méta-analyse de 2022 a 

montré que la spécificité du test était particulièrement excellente pour toutes les cibles 

étudiées. La sensibilité du BCID2 était élevée (> 95 %) pour les cibles cruciales, telles 

que les Enterobacterales, S. aureus, Streptococcus spp., P. aeruginosa, Enterococcus 

spp. et Candida spp., ainsi que pour certains facteurs majeurs de résistance comme 

les BLSE de type CTX-M, les carbapénémases et mecA/C (> 90 %). Certains résultats 
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faussement positifs ont été observés, notamment pour Staphylococcus epidermidis, 

où la limite inférieure de l'intervalle de confiance pour la spécificité était de 93,1 %, 

ainsi que pour mecA/C. Dans la majorité de ces cas, S. epidermidis a souvent été 

identifié à la place d'autres SCN. Une autre limitation observée était l'incapacité à 

prédire systématiquement la résistance aux céphalosporines de troisième génération 

dans les isolats présentant des mécanismes de résistance. Le système n'a pas 

toujours détecté le gène ctx-m codant pour les BLSE lorsqu'il était présent. En effet il 

n’est pas capable de détecter tous les variants CTX-M, bien qu'il détecte la majorité 

d'entre eux (103). De plus, les autres gènes codant une résistance aux 

céphalosporines ne sont pas recherchés. Cela peut limiter l’interprétation notamment 

pour les souches d’E. cloacae pour lequel la proportion de CTX-M parmi les BLSE est 

moindre que pour E. coli ou K. pneumoniae. 

Cinq études ont fourni des données sur la concordance pour des échantillons 

d'hémocultures polymicrobiennes. Dans l'ensemble, la concordance totale entre les 

deux méthodes était de 83%, comprenant l'identification des pathogènes et la 

détection des marqueurs de résistance (103). 

Plusieurs études ont montré que le délai de résultat à partir du prélèvement de 

l’hémoculture était significativement diminué grâce à l’utilisation du Biofire® par rapport 

à la méthode conventionnelle, que ce soit pour l’identification (jusqu’à 10h) ou pour la 

mise en évidence de résistance (jusqu’à 28h) (103). Un essai randomisé axé 

principalement sur la durée du traitement antibiotique, a montré que l'ajout de 

commentaires d'interprétation aux résultats du BioFire® entraînait une réduction de 

l'utilisation d'antibiotiques à large spectre (– 12 heures pour l’association pipéracilline-

tazobactam) (83). Une autre étude menée par MacVane et al. a démontré que l'ajout 

du BioFire® à un programme de gestion des antibiotiques existant permettait une 

identification plus rapide des micro-organismes (17 heures contre 57 heures) et une 

désescalade plus rapide des antibiotiques (48 heures contre 63 heures) (104). 

Toutefois, dans les deux études, aucun impact n'a été observé en termes de mortalité, 

de durée d'hospitalisation ou de coût. 
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C.1.b. Verigene® 

Le Verigene® System (Luminex Corporation, Austin, TX, USA) utilise la technologie 

des puces à ADN pour détecter la présence de séquences spécifiques d'acides 

nucléiques grâce à de courts oligonucléotides complémentaires immobilisés sur une 

surface solide. Étant donné que ces oligonucléotides peuvent être disposés très 

rapprochés les uns des autres, cette méthode permet de détecter plusieurs séquences 

en un seul essai. Elle offre ainsi la possibilité de détecter simultanément et en parallèle 

différents agents pathogènes et un grand nombre de gènes de résistance. Il comprend 

2 panels avec respectivement 13 bactéries à Gram positif et 9 à Gram négatif, ainsi 

que les gènes de résistance associés (Figure 20). Une coloration de Gram est donc 

nécessaire afin de choisir le panel à utiliser. Il ne sait pas distinguer E. coli de Shigella 

spp. (105). Les résultats sont disponibles dans un délai de 2h30 avec un temps de 

manipulation de 5 minutes (68). 

Figure 20 : Panel de bactéries et de gènes de résistance détectés par le Verigene® 

En Europe, Micrococcus spp. et Serratia marcescens font aussi partie du panel. 

 

Pour le panel Gram positif, les différentes études rapportent des taux d’identification 

d’environ 90% pour les hémocultures monomicrobiennes, mais ce pourcentage chute 
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à 62,5 % pour les cultures polymicrobiennes. Concernant les Gram-négatif, le système 

identifie correctement les pathogènes dans 80 à 93 % des flacons d'hémocultures 

monomicrobiennes et dans 77,8 % des cultures polymicrobiennes (68). Le gène de 

résistance mecA/C est détecté avec une sensibilité de 95,2 %, avec des performances 

de détection légèrement plus élevées chez S. aureus que chez S. epidermidis. Ce 

gène n’est pas détecté pour les autres espèces de staphylocoques. 

Quelques études ont évalué l’impact clinique de ce système. Pour exemple, une 

étude de Walker et al. a révélé que les patients atteints de bactériémie à Gram négatif 

avaient une durée de séjour en soins intensifs plus courte (12 jours contre 16,2 jours), 

une mortalité à 30 jours plus faible (8,1 % contre 19,2 %) et plus particulièrement une 

mortalité due aux bactéries multirésistantes moins élevée (12,5 % contre 63 %) (106). 

 

C.1.c. Cobas® eplex  

L’ePlex® System (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) est un système de 

diagnostic moléculaire automatisé. Il comprend une préparation d'échantillons basée 

sur la microfluidique et l’amplification associée à la technologie de détection eSensor® 

(GenMark Diagnostics, Carlsbad, CA, USA) pour la détection électrochimique de l'ADN 

cible au sein de la même cartouche. 

Les panels d'identification des hémocultures Cobas® eplex sont les plus larges 

disponibles pour le diagnostic des bactériémies (Figure 21). Ils incluent la détection de 

contaminants potentiels des hémocultures (Corynebacterium spp., Lactobacillus spp., 

Bacillus spp., Cutibacterium acnes), ce qui peut permettre une désescalade plus 

rapide du traitement antibiotique. L'inclusion de pathogènes résistants à de nombreux 

antibiotiques, tels que Stenotrophomonas maltophilia, peut faciliter l'initiation précoce 

du traitement et les bacilles anaérobies à Gram négatif, tels que Fusobacterium spp. 

ou Bacteroides fragilis, ce qui incite à ajouter une couverture anaérobie aux 

antibiothérapies probabilistes. En ce qui concerne les gènes de résistance, on peut 

noter la présence du gène mecC, plus rarement responsable de la méticillino-

résistance. Comme pour le Verigene®, la coloration de Gram est primordiale pour 

choisir le panel à utiliser. Cependant, le panel Gram positif comprend un marqueur 
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Pan Gram négatif et inversement, ce qui peut aider à détecter les hémocultures 

polymicrobiennes. 

Figure 21 : Panel de micro-organismes et de gènes de résistance détectés par le cobas 

ePlex® BCID 

 
Selon les études, la concordance avec la méthode conventionnelle varie de 89 

à 97% pour le panel Gram négatif et de 89 à 100% pour panel Gram positif (68). La 

présence de marqueurs Pan dans les deux panels aident à l’analyse des hémocultures 

polymicrobiennes, bien que la plupart des divergences retrouvées dans les résultats 

concernent encore des échantillons polymicrobiens. Ces marqueurs uniques peuvent 

alerter sur la présence éventuelle d’un deuxième organisme. 
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Comme pour les deux techniques similaires vues précédemment, l’impact 

clinique de ce système repose sur la réduction significative du délai de résultat 

amenant à un traitement optimal plus rapide, que ce soit un arrêt des antibiotiques 

inutiles ou une escalade en cas de gènes de résistance détectés (107–110). 

 

 Résonance magnétique T2MR® 

La résonance magnétique T2 est une méthode basée sur les changements dans le 

signal de relaxation T2 des protons de l'eau en présence de champs magnétiques. 

Plus précisément, le T2MR® System (T2 Biosystems, Lexington, MA, USA) détecte les 

acides nucléiques en utilisant deux populations différentes de nanoparticules 

superparamagnétiques, qui se lient aux sondes hybridant respectivement aux 

extrémités 5' et 3' de l'ADN cible. Lors de l'hybridation aux sondes, l'ADN cible induit 

l'assemblage des nanoparticules en un cluster, nécessitant seulement quelques 

copies d'acides nucléiques pour que le signal du cluster soit détecté (Figure 22) (111–

113). Toutes les étapes du test sont automatisées par l'instrument T2Dx. Il a été mis 

au point pour détecter les cellules microbiennes à des concentrations aussi faibles que 

1 UFC/mL directement sur du sang total (tube EDTA), sans passer par l'étape 

d'incubation de l’hémoculture. Il semblerait qu’il détecte les organismes entiers et non 

l’ADN circulant. Le panel T2Bacteria peut détecter six espèces (E. faecium, S. aureus, 

K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, et E. coli), appelés pathogènes 

ESKAPE, en 3 à 5 heures. La préparation est simple et dure environ 5 minutes. 

Les études évaluant la performance clinique de la méthode pour détecter les 

pathogènes cibles dans le sang total ont montré des sensibilités allant de 83 à 100 % 

et des spécificités de 90 à 100 % (68,113). La sensibilité chute à 43 % pour la détection 

de tout organisme d'infection sanguine dans une étude de 2019 menée par Nguyen et 

al. (114), ceci dû à la faible couverture du panel. Un résultat problématique des études 

comparant la concordance entre le panel T2Bacteria et les hémocultures était les 

résultats T2Bacteria-positif/hémoculture négative. Ce taux peut inclure soit des 

hémocultures faussement négatives, soit des faux positifs du T2Bacteria. Un travail de 

2018 de De Angelis et al. montré que les résultats T2Bacteria-positif/hémoculture 

négative étaient significativement plus fréquents chez les patients recevant un 

traitement antibiotique (115), ce qui peut expliquer l’inhibition de la culture. Les 
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performances du test se sont améliorées lorsqu'un « critère d'infection véritable » a 

été utilisé comme comparateur au lieu des hémocultures (c'est-à-dire le micro-

organisme détecté uniquement par T2Bacteria, mais cultivé à partir d'un autre type 

d'échantillon reflétant la source de l'infection) (115), ou lorsque les bactériémies 

probables et possibles étaient incluses comme comparateurs en plus des bactériémies 

avérées (114). Cela a permis de classer certains des résultats T2Bacteria-

positifs/hémoculture négative comme des vrais positifs. De même, d'autres études ont 

montré que les résultats discordants T2Bacteria-positif/hémoculture négative étaient 

associés à des infections localisées (abcès, pneumonie, ostéomyélite), ce qui pourrait 

alors correspondre à la détection d’une bactériémie intermittente de concentration trop 

faible pour être détectée par la culture conventionnelle (116). 

Figure 22 : Principe de la détection d’acides nucléiques par le système T2MR® (117) 

a) Les particules magnétiques sont fonctionnalisées avec des sondes oligonucléotidiques qui 

provoquent le regroupement des particules en présence de l’ADN cible. b) Lorsque le signal 

magnétique normalisé (M(t)) est tracé en fonction du temps, les particules regroupées (B) 

présentent une décroissance du signal plus lente, ou un signal T2MR plus long, que les 

particules dispersées (A). 

 
Dans une revue systématique récente de Giannella et al., l'utilisation du T2MR a été 

associée à un délai plus court pour l'identification de l'espèce (– 77 heures) permettant 

une antibiothérapie ciblée plus précoce (– 42 heures). Une durée d'hospitalisation plus 
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courte (– 4,8 jours) et une durée de séjour en unité de soins intensifs plus courte (– 5 

jours) ont aussi été mises en évidence mais de manière moins significative (118). 

Un panel T2Resistance a été développé mais n’est utilisable qu’en recherche. 

Il détecte les gènes de résistance suivants : KPC, CTXM-14/15, NDM/IMP/VIM, AmpC, 

OXA, vanA, vanB, et mecA/mecC. Une unique étude observationnelle prospective a 

évalué ses performances. La sensibilité du T2R pour identifier les gènes du panel, en 

comparaison avec les systèmes standards de détection de résistance moléculaire et 

les tests phénotypiques, était de 100 % pour les gènes CTXM-14/15, NDM/IMP/VIM, 

AmpC et mecA/mecC, et de 87,5 % pour KPC (119). 

Malheureusement, la société T2 Biosystems a tout récemment cessé ses activités. 

Nous avons malgré tout choisi de présenter leur technologie en raison de son 

caractère innovant. 

 

 Métagénomique 

La métagénomique fait référence au séquençage des acides nucléiques d'un 

échantillon. Il existe deux grandes stratégies de séquençage : le séquençage ciblé et 

le séquençage non ciblé, aussi appelé métagénomique sans a priori ou shotgun. Le 

séquençage ciblé vise des régions conservées universelles. Chez les bactéries, on 

utilise en général l’ARN 16S. Contrairement à ça, la métagénomique shotgun cible 

l’ensemble du contenu génétique présent dans l’échantillon, ce qui permet de détecter 

tous les agents pathogènes potentiels que sont les bactéries, virus, champignons et 

parasites, mais aussi les gènes impliqués dans la résistance aux antimicrobiens, ce 

qui rend cette technique très intéressante.  

Elle fait l'objet de nombreuses études en raison de la grande diversité des technologies 

de séquençage actuellement disponibles dans de nombreuses plateformes 

commerciales. Chaque méthode présente des avantages et des inconvénients 

spécifiques en termes de longueur des lectures (allant de 25 pb à 10 kb), de débit, de 

temps d'exécution, du taux d'erreur global, ainsi que du coût. Des approches 

transcriptomiques basées sur l'ARN ont également été explorées. Cependant, malgré 

ces avantages, il n'est pas encore utilisé dans la pratique clinique en raison des délais 
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d'exécution, des contaminations parasites et du coût élevé par rapport aux méthodes 

traditionnelles et émergentes. 

 

C.3.a. Description générale 

La première étape dans la réalisation d'un test mNGS est l'extraction des acides 

nucléiques (Figure 23), qui est effectuée à l'aide de méthodes standards, similaires à 

celles utilisées dans les tests PCR classiques. 

Après l'extraction, le mélange d'acides nucléiques présent dans l'échantillon est 

traité pour préparer une bibliothèque compatible avec l'analyse de séquences à haut 

débit. La préparation de la bibliothèque est un processus en plusieurs étapes qui vise 

à préserver ou à enrichir les séquences pathogènes présentes, tout en maintenant la 

diversité complexe des séquences. La plupart des tests cliniques mNGS utilisent une 

approche de bibliothèque d'ARN ou d'ADN total non biaisée dans le but de détecter 

tout type de pathogène. Cependant, des sous-ensembles spécifiques peuvent être 

analysés par amplification PCR, comme l’ARNr 16S ou les panels PCR viraux. Une 

fois que l'échantillon est prêt pour la création de la bibliothèque, des codes-barres sont 

ajoutés (Figure 23). Ce sont de courtes séquences d'ADN qui sont placés aux 

extrémités de chaque bibliothèque d'échantillon. Cela permet de regrouper plusieurs 

échantillons pour le séquençage et d'identifier l'origine de chaque séquence. Les 

méthodes les plus courantes pour ajouter ces oligonucléotides sont la ligature ou 

l'ajout médié par transposase. Il est essentiel que les méthodes de préparation de la 

bibliothèque ne génèrent pas de biais ou de contaminations significatifs. En effet, la 

contamination est un des enjeux majeurs de ces techniques de mNGS, rendant 

l’interprétation des résultats plus difficile. Par conséquent, un contrôle de qualité 

rigoureux des lots de réactifs utilisés est nécessaire pour garantir l'absence de 

contamination (120). 

Le séquençage à proprement parlé se fait sur différentes plateformes qui offrent 

une analyse à haut débit. La quantification peut se faire par différentes méthodes, 

comme la quantification totale de l'ADN, la PCR quantitative ou des stratégies de 

normalisation par billes. La concentration finale des bibliothèques dans le pool doit être 

optimisée afin de garantir des données de bonne qualité. Les fichiers de données 

brutes peuvent être très volumineux, ce qui nécessite une gestion efficace du 
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traitement et du stockage des données en milieu clinique. Les deux technologies les 

plus couramment utilisées actuellement sont le séquençage Illumina (Illumina, San 

Diego, CA, USA) et le séquençage par nanopore utilisant des instruments de Oxford 

Nanopore Technologies (120). Les lectures issues du séquençage Illumina sont plus 

courtes (50–300 pb), peuvent être générées à des profondeurs de séquençage très 

élevées (par exemple, 25-40 millions et 350-400 millions de lectures par cycle de 12 à 

24 heures sur les instruments MiSeq et NextSeq, respectivement) et sont plus précises 

(taux d'erreur <1%) que les lectures par nanopore. En effet, ces dernières ont un débit 

plus faible (0,5 million de lectures/h) avec des taux d'erreur plus élevés (10-15%), mais 

elles peuvent être plus longues (>1 kB) et produire des données de séquençage avec 

des délais plus rapides (< 6 heures). Ainsi, le séquençage Illumina est plus adapté 

pour traiter de nombreux échantillons multiplexés en parallèle, tandis que le 

séquençage par nanopore permet une analyse en temps réel et des résultats le jour 

même à partir d'un nombre plus limité d'échantillons.  

L'analyse des données de séquençage implique une analyse bioinformatique 

utilisant un pipeline établi pour identifier les séquences de pathogènes présentes. Les 

étapes principales comprennent le filtrage de qualité, la soustraction des séquences 

humaines, l'alignement avec une base de données de pathogènes et la caractérisation 

taxonomique (Figure 23). La confiance dans la détection d'un organisme est liée au 

nombre de lectures de séquences identifiées pour cet organisme (normalisé par 

rapport au nombre total de lectures obtenues pour cet échantillon). 

Après l'analyse des données de séquençage mNGS, les informations cliniquement 

pertinentes sont compilées dans un compte rendu qui précise les organismes identifiés 

et peut inclure un commentaire interprétatif concernant la signification clinique 

potentielle de la détection. Étant donné que ces tests sont relativement nouveaux, 

discuter des résultats avec les cliniciens peut aider à clarifier leur signification. 

 

Afin de simplifier le discours et de comprendre les enjeux de ces nouvelles 

technologies, nous décrirons une technique de séquençage ciblé, le SepsiTest™ 

(Molzym GmbH & Co. KG, Brême, Allemagne) et une technique de métagénomique 

shotgun, le Karius® Test (Karius, Inc., Redwood City, CA, USA). 
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Figure 23 : Principe général des techniques de métagénomique shotgun (121) 

A) Après le prélèvement de l'échantillon et l'extraction des acides nucléiques (ADN ou ARN), 

le matériel génétique doit être fragmenté. Les courts fragments générés sont tous séquencés 

en parallèle à l'étape suivante. Les lectures courtes qui en résultent doivent être assemblées 

in silico afin de créer des segments suffisamment longs pour l'annotation des gènes et/ou 

l'assemblage du génome entier. Pour ce faire, on utilise soit le génome de référence de la 

base de données, soit un assemblage de novo. Dans l'étape suivante, une variété de 

procédures peut être entreprise, y compris le regroupement phylogénétique des séquences 

résultantes. B) Une représentation suffisante des fragments amplifiés (profondeur de 

couverture) doit être obtenue pour que les algorithmes informatiques puissent réassembler 

avec succès les séquences d'intérêt. Compte tenu de la grande complexité des échantillons 

(étendue de la couverture), cet aspect est particulièrement important pour les études 

métagénomiques. 

 

C.3.b. Sepsitest™ (Molzym) 

Ce test approuvé en 2008, est réalisé sur 1 mL de sang total et combine la PCR des 

gènes de l’ARNr 16S (bactéries) et 18S (champignons) et le séquençage Sanger 

(séquençage dit de première génération). Une étape de lyse sélective et de 

dégradation de l'ADN humain est utilisée pour améliorer la sensibilité (122). Le résultat 

de la PCR, disponible après 4 heures, indique si des bactéries ou champignons sont 

présents dans l'échantillon. Les amplicons des échantillons positifs sont ensuite 

séquencés pour confirmer le résultat de la PCR et déterminer l'espèce (Figure 24). Le 

résultat final est rendu en 8 à 12h (123). Il nécessite de multiples étapes qui ne sont 
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pas intégrées dans une seule plateforme, ce qui augmente le risque de contamination 

et peut rallonger le délai d'exécution selon l’organisation du laboratoire. Douze 

échantillons peuvent être traités simultanément. La sensibilité analytique du test varie 

de 10 à 80 UFC/mL, selon l’espèce.  

Figure 24 : Différentes étapes du Sepsitest™ du prélèvement au résultat d’identification (124) 

 

Dans les différentes études publiées, le Sepsitest™ présente une sensibilité 

allant de 11 à 87 % et une spécificité élevée allant de 85 à 96 % par rapport à 

l'hémoculture chez des patients adultes et pédiatriques atteints de syndrome de 

réponse inflammatoire systémique (SIRS) , de sepsis, de neutropénie fébrile ou encore 

d’endocardite infectieuse (122). De nombreuses études font état de valeurs prédictives 

négatives prometteuses (jusque 97 %) par rapport à l'hémoculture. Des sensibilités 

similaires allant de 37 à 78 % et des spécificités allant de 86 à 94 % ont été observées 

dans des études incluant le contexte clinique afin d’exclure les contaminants (122). Il 

peut, en pratique, détecter les infections polymicrobiennes. Les agents pathogènes 

détectés dans les échantillons polymicrobiens ont souvent été identifiés comme des 

contaminants (122). 

Le test reste peu implanté, comme en témoigne l'absence d'études depuis 2016, 

probablement en raison de sa sensibilité très variable et de son incapacité à détecter 

les résistances. 

 

C.3.c. Karius® Test 

Le Karius® Test repose sur un NGS sans a priori de l'ADN libre (ou acellulaire) dans 

5mL de plasma. Il permet d'identifier plus de 1000 pathogènes cliniquement pertinents. 
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Le séquençage est réalisé via la technologie Illumina. Il rend des résultats en 24h 

(123). Par rapport au séquençage Sanger, le NGS permet une couverture génomique 

plus importante et la possibilité de fournir des données quantitatives. L'ADN provenant 

d'organismes présents au-delà d'un seuil statistique est rapporté et quantifié en 

molécules par microlitre. Depuis plus récemment, le test Karius inclut 

automatiquement une recherche complémentaire de sept marqueurs de résistance 

aux antimicrobiens (SCCmec, mecA, mecC, vanA, vanB, CTX-M, KPC), dès lors qu’un 

ou plusieurs des pathogènes concernés par ces résistances sont détectés. Les 

résultats liés à la résistance sont communiqués sous forme d’ajout au rapport initial 

d’identification, environ 24 heures plus tard (68). 

Dans l'essai SEP-SEQ de 2017, le test NGS Karius® sur le plasma a permis 

d'identifier un large éventail d'agents pathogènes chez les patients atteints de sepsis, 

trois fois plus souvent que l'hémoculture (125). Une étude ultérieure a démontré la 

validation analytique et clinique du test, avec une concordance globale de 93,7 % par 

rapport aux hémocultures (126). Dans cette cohorte de 350 patients suspectés de 

sepsis aux urgences, le test avait une sensibilité de 92,9 % et une spécificité de 62,7 

%, comparé à la référence qui incluait les hémocultures initiales, des tests 

microbiologiques supplémentaires (cultures de tissus/fluides, sérologies, PCR 

spécifiques) et l'évaluation clinique. Il a permis de déterminer l'étiologie du sepsis dans 

37 cas supplémentaires par rapport aux tests conventionnels. Une étude rétrospective 

plus récente, menée sur un ensemble de patients ayant bénéficiés d’un test Karius® 

dans cinq hôpitaux américains pendant plus d’un an, a révélé que l'impact clinique du 

test, basé sur l’interprétation des résultats par l'équipe médicale, reste limité. 

Cependant, cette étude a évalué l’utilisation du test Karius® pour diverses indications, 

y compris pour le diagnostic d’infections autres que les infections sanguines 

(notamment les infections respiratoires et fongiques invasives), et ses résultats ne 

peuvent donc pas être généralisés au sepsis (127). Des conclusions similaires ont été 

observées dans une étude rétrospective sur une cohorte pédiatrique, où le mNGS a 

montré une faible valeur ajoutée lorsqu'il était prescrit en parallèle des méthodes 

conventionnelles, lesquelles ont en moyenne fourni les mêmes résultats, mais plus 

rapidement (128). 
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III. Discussion 
Les bactériémies, en particulier dans un contexte de sepsis, représentent une urgence 

médicale avec un impact fort sur la mortalité. Le diagnostic rapide est crucial, car 

chaque heure de retard dans l'antibiothérapie appropriée augmente le risque de décès 

(59). L’hémoculture reste la méthode de référence pour détecter une bactériémie, mais 

elle présente plusieurs limites telles qu’un délai de rendu de résultat important (souvent 

> 24h) et une dépendance à la culture microbienne. Ces contraintes freinent parfois la 

mise en place rapide d’un traitement ciblé. Dans ce contexte, des tests de diagnostic 

rapide (TDR) ont été développés pour améliorer la prise en charge, soit à partir 

d’hémocultures positives, avec ou sans subculture, soit directement sur le sang total, 

sans passer par l’étape de culture. Leur intégration en pratique clinique soulève 

cependant des enjeux techniques, organisationnels et économiques que cette 

discussion analysera. Les performances des outils ayant déjà été analysées dans la 

partie précédente, nous ne les aborderons pas de nouveau ici. 

 

A. Impacts techniques 

Les différentes méthodes à partir d’hémocultures positives (Sepsityper®, PCR 

multiplex, Accelerate Pheno®…) sont de plus en plus utilisées dans la pratique clinique. 

Elles peuvent accélérer le diagnostic étiologique par rapport à la microbiologie 

conventionnelle, en fournissant non seulement l’identification de l’agent pathogène, 

mais aussi, dans certains cas, des profils de résistance spécifiques (Tableau 10). 

Toutefois, ces technologies dépendent de la positivité de l’hémoculture ce qui introduit 

un délai incompressible de plusieurs heures à plusieurs jours après le prélèvement 

sanguin (Figure 25). En parallèle, la métagénomique de nouvelle génération (mNGS) 

est une technologie de séquençage prometteuse, indépendante de la culture, pour la 

détection d’une multitude de pathogènes (bactéries, virus, champignons) comprenant 

des pathogènes rares, voire inattendus ou nouveaux, sans aucune préconception. 

Toutefois, dans l'état actuel des connaissances, la métagénomique n'est pas toujours 

bien placée pour aider les cliniciens à prendre rapidement des décisions 

thérapeutiques en raison de l'expertise requise pour la préparation des échantillons, le 

séquençage et l'analyse bioinformatique, ainsi que de la grande variabilité des 

méthodologies et des interprétations. Si le mNGS tend à être plus sensible que les 
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méthodes traditionnelles, l'un des inconvénients de cette sensibilité est qu’il peut 

détecter une contamination microbienne provenant de l'environnement, des 

contenants et des réactifs ou encore des micro-organismes colonisateurs de l’hôte, ce 

qui donne des résultats faussement positifs. En effet, l'homme étant l'hôte de divers 

organismes commensaux, distinguer les micro-organismes responsables d'une 

véritable bactériémie de ceux issus de la flore gastro-intestinale ou orale transitoire 

dans les échantillons sanguins représente un défi pour l'interprétation des résultats. 

Par ailleurs, le mNGS détecte aussi bien l’ADN persistant d’agents pathogènes morts, 

ce qui peut poser des problèmes d’interprétation lors du suivi thérapeutique. Une 

solution possible consiste à détecter l'ARN, dont l'abondance est directement liée au 

niveau d'activité transcriptionnelle des gènes, ce qui permet de différencier les 

organismes morts des organismes vivants dans un échantillon clinique (129). 

 

Tableau 10 : Résumé des principales caractéristiques des différentes techniques 

 Panel d’identification 
Test rapide de 

sensibilité 
Coût 

Sepsityper Illimité Non 10-15€ 

Culture jeune Illimité Non < 5€ 

Accelerate 
Pheno 

17 (7GP, 8GN, 2F) Oui (8GP, 19GN) ~ 150 € 

QMAC-dRAST - Oui (18GP, 19GN) NC 

ASTar BC G2 - Oui (23GN) NC 

Vitek Reveal - Oui (29GN) ~ 150 € 

FASTinov - Oui (7GP, 12GN) NC 

Alfred 60 AST - Oui (35 au choix) 30 – 40 € 

Biofire BCID2 30 (9GP, 14GN, 7F) Oui, 12 gènes ~ 250 € 

Verigene 22 (13GP, 9GN) Oui, 9 gènes ~ 150 € 

eplex 56 (20GP, 21GN, 15F) Oui, 10 gènes 150 € 

T2Bacteria 6 (2GP, 4GN) Non ~ 200 € 

Sepsitest Illimité Non 125 – 174€ 

Karius Illimité Oui, 7 gènes ~ 1700 € 

GP = bactérie à Gram positif, GN = bactérie à Gram négatif, F = espèce fongique 

 

Les thérapeutiques importantes sur le plan clinique pour les pathogènes à Gram 

positif sont principalement prédites par l'identification bactérienne (par exemple 

Enterococcus faecalis contre faecium ou Staphylococcus aureus contre les 

staphylocoques coagulase-négative) ainsi que par des marqueurs de résistance 

limités, tels que mecA/mecC pour les staphylocoques résistants à la méticilline et 
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vanA/vanB pour les entérocoques résistants à la vancomycine. Par conséquent, les 

tests moléculaires peuvent suffire à orienter les décisions cliniques (130). En 

revanche, la résistance parmi les pathogènes à Gram négatif peut être induite par de 

nombreux mécanismes de résistance différents (BLSE, carbapénémases et une 

combinaison de niveaux d'expression d'enzymes, de porines et de pompes d'efflux). 

De plus, la présence d'un gène de résistance ne signifie pas qu'il est exprimé ni que 

l'organisme présentera un phénotype de résistance. Certains gènes comme ampC 

peuvent n'être exprimés qu'en présence d'antibiotiques ou par des mutations de gènes 

régulateurs. Il n'existe donc pas un petit nombre de marqueurs de résistance capables 

de prédire avec certitude la sensibilité. Par conséquent, les cliniciens ont besoin de 

l'ensemble de l’antibiogramme pour décider de manière fiable du traitement approprié 

(130). 

Les études comparatives portant sur les approches diagnostiques rapides 

restent encore peu nombreuses. Parmi les plus rigoureuses méthodologiquement, 

celle menée par Sze et al. compare l’utilisation en pratique de l’Accelerate Pheno® 

versus PCR BCID2® associée à l’antibiogramme direct (Vitek 2) (131). Cette étude 

comparative montre que ces deux approches offrent des alternatives efficaces au 

diagnostic conventionnel à partir d’hémocultures positives. Le premier permet une 

identification et un antibiogramme intégrés en environ 7 heures avec un temps de 

manipulation minimal, ce qui en fait une solution adaptée aux laboratoires à effectifs 

réduits. Il présente une bonne concordance globale, bien que sa couverture soit limitée 

(Tableau 10). En comparaison, BCID2 fournit une identification génotypique rapide et 

une détection des gènes de résistance, complétée par un antibiogramme direct sous 

9 à 20 heures, mais au prix d’un processus plus complexe. Le choix entre ces 

méthodes dépend des ressources disponibles et des contraintes du laboratoire, 

l’approche combinée génotype/phénotype restant la plus complète (131). 

Enfin, malgré les limitations des méthodes traditionnelles, leur utilisation demeure 

essentielle en pratique clinique pour obtenir des résultats fiables conformément aux 

protocoles standardisés, ou pour effectuer des comparaisons avec les résultats des 

nouvelles techniques. 
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Figure 25 : Délais de rendu des résultats des différentes techniques 

Au-dessus de la frise sont représentées les techniques réalisées à partir d’un flacon 

d’hémoculture positif, ce qui explique le délai avant leur mise en œuvre. En dessous figurent 

les techniques effectuées directement sur sang total. Les flèches en pointillés correspondent 

à des durées variables de rendu de résultat. 

 

B. Impacts cliniques et organisationnels 

L'un des principaux obstacles à la mise en œuvre de méthodes rapides pour les 

hémocultures réside dans leur intégration au flux de travail. La plupart de ces 

méthodes, difficiles à automatiser intégralement, peuvent nécessiter un temps de 

manipulation non négligeable en raison de la fréquence peu élevée des hémocultures 

positives. Par conséquent, le gain de temps réel en pratique clinique est souvent moins 

significatif que prévu (64). L'intégration dans le flux de travail du laboratoire est 

particulièrement complexe la nuit, lorsque la disponibilité du personnel est limitée. Les 

méthodes de biologie moléculaire basées sur la PCR nécessitent en général un temps 

de manipulation minimal et permettent d’obtenir des résultats en 1 à 2 heures sans 

intervention humaine (Figure 25). L’identification par ces méthodes doit rivaliser avec 

les protocoles d'identification rapide par spectrométrie de masse MALDI-TOF 

directement à partir des flacons positifs, ce qui convient parfaitement aux diagnostics 

à la demande et permet d'obtenir un résultat en une trentaine de minutes. Cependant, 

le Sepsityper® implique une manipulation plus complexe avec plusieurs étapes 
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manuelles et des temps d’attente, mais il offre des résultats rapides sans être limité à 

un panel prédéfini d’agents pathogènes (Tableau 10) (132). L'une des limites actuelles 

de ces techniques est qu'elles ne fournissent pas de données précises sur la sensibilité 

aux antimicrobiens, à savoir les CMI. Ces technologies d'identification précoce des 

bactéries, sans données de sensibilité aux antibiotiques peuvent ne pas avoir d’impact 

significatif sur la thérapeutique, sauf si l'identification de l’espèce prédit une sensibilité 

spécifique (par exemple, Streptococcus pyogenes) ou une possible contamination 

(133). 

Pour remédier à cela, de nombreux laboratoires de microbiologie ont introduit 

l’approche d’antibiogramme direct dans la routine des hémocultures positives, comme 

préconisé par le CA-SFM, ce qui permet de réduire le délai d'obtention des résultats à 

environ 24 h après la positivité du flacon (54). Néanmoins, les résultats restent souvent 

indisponibles le jour de la détection de la positivité de l'hémoculture. Les différents 

systèmes automatisés décrits permettent d’obtenir des résultats dans la journée 

(Figure 25). Cependant, ces avancées doivent être mises en perspective avec 

l’organisation du laboratoire. En effet, dans la majorité des études, les hémocultures 

prises en charge le matin peuvent bénéficier de ces avancées, permettant d’obtenir 

des résultats en fin de journée. En revanche, une extension du délai d’inclusion 

repousserait la disponibilité des résultats vers la soirée ou la nuit, ce qui impliquerait 

un fonctionnement du laboratoire en 24h/24 et la disponibilité immédiate d’un clinicien 

référent pour adapter sans délai le traitement antibiotique. Une étude comparative 

récente, évaluant les tests Sepsityper® et BCID2® pour l’identification et dPhoenix 

(microdilution en milieu liquide) et QMAC-dRAST™ pour l’antibiogramme rapide a 

montré que même sans activité continue, toutes les méthodes rapides ont réduit 

significativement les délais par rapport aux méthodes conventionnelles (132). 

Cependant, une part importante du temps total est liée au retard avant le démarrage 

du test, soulignant qu’un fonctionnement 24/7 pourrait encore améliorer l’efficacité de 

ces outils. Pourtant, peu de laboratoires fonctionnent en continu : une étude 

européenne a montré que seuls 13 % assurent un traitement immédiat des 

hémocultures positives, et une étude coréenne indique que seulement 0,9 % réalisent 

une identification microbienne ou un antibiogramme la nuit en semaine (132). 

En complément, une étude récente a comparé l’utilisation de plusieurs TDR en 

termes de sensibilité, délai de rendu de résultats, temps de manipulation et attentes 
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des cliniciens (134). L’utilisation de la méthodologie BED FRAME (Bayesian 

Evaluation to Determine the Functional Role of Advanced Molecular Diagnostics 

Evidence) permet de modéliser la performance d’un test (sensibilité, spécificité, délai, 

etc.) et de pondérer ces performances selon la prévalence des pathogènes ciblés dans 

un contexte donné (hôpital, pays, etc.) pour estimer l’utilité clinique globale d’un test 

pour un établissement de santé donné. Cette étude met notamment en parallèle le 

Sepsityper® et la PCR BioFire® BCID2. Les deux techniques affichent une sensibilité 

globale comparable, avec de meilleures performances pour les Gram négatif pour le 

Sepsityper®, et pour les Gram positif pour la PCR. En conditions réelles, le délai de 

rendu reste similaire (~1 heure), rendant le choix entre les deux difficile du point de 

vue organisationnel. Toutefois, les cliniciens ont en majorité préféré la PCR, en raison 

des informations complémentaires sur certains gènes de résistance présents dans le 

panel. L’étude révèle également une tendance marquée des cliniciens à privilégier des 

tests plus précis, même légèrement plus lents, à condition que les résultats soient 

disponibles dans les quatre heures suivant la détection de la positivité (134). Cet 

aspect soulève l'importance de l’intégration des TDR dans une stratégie clinique 

coordonnée. 

 

Plusieurs études ont montré que l’impact clinique des tests de diagnostic rapide des 

bactériémies n’est significatif que lorsqu’ils sont associés à un Antimicrobial 

Stewarship Program (ASP) (83,133,135–137). Ce terme, largement utilisé dans la 

littérature, fait référence à toute action visant à optimiser la prescription des 

antibiotiques et impliquant une équipe pluridisciplinaire (microbiologiste, infectiologue, 

pharmacien) (138). De manière concrète, cela peut passer par diverses stratégies 

d’aide à la décision clinique : recommandations de prescription dans les comptes 

rendus microbiologiques, réunions de concertation pluridisciplinaire (RCP) ou encore 

des systèmes informatisés intégrant données cliniques, prescriptions et résultats 

biologiques pour suggérer ou ajuster un traitement (133). Dans ce contexte, une méta-

analyse récente a montré un avantage en termes de survie associé au TDR par rapport 

aux méthodes conventionnelles lorsque les deux sont associés à l'ASP (137). 
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C. Impacts économiques 

Les TDR alourdissent le coût du diagnostic d'une bactériémie en raison des frais 

supplémentaires liés à leur utilisation. Parmi les différentes approches, les tests 

d’identification phénotypique par spectrométrie de masse (directe ou sur culture jeune) 

sont les moins coûteux. Les tests commerciaux, comme le Sepsityper®, sont plus 

onéreux que les protocoles internes, ces derniers ne coûtant que quelques centimes 

d'euro par test. En revanche, les kits de biologie moléculaire appliqués aux flacons 

positifs représentent au minimum une centaine d’euros par échantillon (107). Les tests 

indépendants de la culture sont généralement plus onéreux que les méthodes 

conventionnelles, avec un coût variant autour de 200€ pour les tests basés sur 

l’amplification, et pouvant atteindre jusqu’à 2000$ (~1700€) pour certains tests de 

métagénomique comme le Karius (Tableau 10). Pour les plateformes, ce coût varie 

selon le nombre d’échantillons analysés par jour et en incluant ou non l’investissement 

dans un outil de PCR et un séquenceur par exemple. 

Ces dépenses doivent cependant être mises en balance avec les économies 

potentielles, notamment grâce à une réduction de la durée d’hospitalisation, une 

utilisation plus ciblée des antibiotiques, et de meilleurs résultats cliniques. Par 

exemple, l’étude de Perez et al. a montré que l’intégration de l’identification rapide par 

MALDI-TOF et d’un programme de gestion de l’antibiothérapie permettait de réduire 

significativement la durée d’hospitalisation (de 11,9 à 9,3 jours) ainsi que les coûts 

moyens par patient (de 45 709$ à 26 162$) (139). De même, une étude sur la PCR 

multiplex Biofire® a démontré la rentabilité du test pour les patients avec hémocultures 

positives (140). Une collaboration étroite entre laboratoire et cliniciens a permis une 

utilisation plus ciblée des antibiotiques et une réduction des durées d’hospitalisation, 

notamment pour les patients présentant des contaminations à staphylocoques à 

coagulase négative, générant environ 30 000$ d’économies pour 100 patients — un 

montant suffisant pour compenser le coût du test. Plus récemment, la société 

FASTinov a évalué les retombées économiques de sa solution d’antibiogramme ultra-

rapide, comparée à l’antibiogramme automatisé standard. Cette solution a permis une 

réduction de la mortalité de 8 %, une diminution de la durée d’hospitalisation de 30,1 

% et une baisse des coûts de 28 %, soit environ 2 395€ économisés par patient (141). 
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Toutefois, une méta-analyse récente a mis en évidence que l'impact du TDR ou de 

l'ASP sur la durée du séjour hospitalier est généralement restreint. Cela est important 

d'un point de vue clinique, mais aussi lors de l'estimation des coûts associés à 

l'implémentation du TDR. En effet, les dépenses supplémentaires engendrées par 

l’utilisation de ces nouveaux outils ne sont pas forcément compensées par la réduction 

de la durée d'hospitalisation des patients (137). Il faut donc prendre en considération 

l’ensemble des dépenses liées à l’hospitalisation d’un patient pour sepsis. En raison 

de son coût plus élevé, l'antibiogramme rapide pourrait par exemple être introduit dans 

des établissements présentant une forte prévalence d'agents pathogènes multi-

résistants et son utilisation devrait être prioritaire pour les patients critiques qui 

bénéficieraient potentiellement davantage d'un ajustement rapide de l’antibiothérapie 

probabiliste. 

Enfin, l’évaluation de la rentabilité des TDR reste complexe (142). Les données issues 

d’études en conditions réelles sont limitées et fortement dépendantes du contexte 

d’installation de la solution retenue. 

 

Dans l'ensemble, les TDR disponibles ou en développement présentent un 

potentiel indéniable pour améliorer la prise en charge du sepsis, notamment en 

réduisant les délais d’obtention des résultats microbiologiques et en augmentant la 

sensibilité de détection de certains pathogènes, notamment ceux difficilement 

identifiables par les méthodes conventionnelles. Toutefois, leur évaluation et leur 

comparaison restent complexes. Les études disponibles sont hétérogènes, tant sur le 

plan de la méthodologie (études observationnelles, essais randomisés, analyses 

rétrospectives) que des contextes d’application (soins intensifs, services d’urgences, 

hôpitaux universitaires ou périphériques, infections nosocomiales/communautaires), 

et utilisent des techniques de référence variables pour évaluer la performance des 

nouveaux outils (131,132,134,143,144). Cette diversité méthodologique rend difficile 

une méta-analyse rigoureuse et une comparaison directe entre technologies. En outre, 

les critères d’évaluation utilisés sont souvent différents d’un travail à l’autre : certains 

se concentrent sur des paramètres microbiologiques (délai d’identification, 

concordance avec les cultures standards), d’autres sur des indicateurs thérapeutiques 

(délai d’instauration de l’antibiothérapie appropriée, ajustement thérapeutique), tandis 

que les études évaluant des critères tels que la durée de séjour, les complications ou 
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la mortalité sont plus rares et généralement peu concluantes (133). En effet, si la 

majorité des publications suggèrent une amélioration significative du délai 

d’instauration d’un traitement ciblé, cette avancée ne se traduit pas systématiquement 

par une amélioration des issues cliniques majeures, probablement en raison de 

nombreux facteurs confondants (gravité initiale, comorbidités, variabilité des pratiques 

locales, prise en charge globale du patient). L’intégration réussie de ces outils dans 

les algorithmes décisionnels doit donc également s’accompagner de stratégies 

organisationnelles (accès 24/7, formation des équipes, réponse clinique rapide aux 

résultats) pour en maximiser les bénéfices (135). 

  



 
 
 

98 
 

IV. Conclusion et perspectives 
Dans la prise en charge du sepsis, l'administration rapide d'un antibiotique efficace est 

cruciale pour améliorer les résultats cliniques des patients. L'hémoculture reste le 

moyen le plus accessible et le moins coûteux pour vérifier la présence d'un pathogène 

dans une bactériémie. Pour intégrer efficacement les méthodes rapides dans le flux 

de travail, les équipes doivent tenir compte non seulement des performances du test 

mais également du délai de rendu des résultats, de la simplicité de mise en œuvre, du 

rapport coût-efficacité, ainsi que de la disponibilité du personnel. Il convient également 

de prendre en considération les besoins cliniques, la gestion des antibiotiques, la 

présence d'un clinicien référent et l’épidémiologie locale. L'éventail diversifié de 

méthodes actuellement proposées pour améliorer le diagnostic des bactériémies 

permet aux laboratoires de développer une approche sur mesure. Étant donné 

l'absence de solution universelle, la microbiologie clinique évoluera sans doute vers 

des méthodes plus rapides, tout en maintenant une approche complexe basée sur 

l’utilisation de multiples techniques. À l’avenir, l’intelligence artificielle pourrait jouer un 

rôle clé en microbiologie, en particulier pour l’analyse rapide et automatisée des 

données complexes issues de la métagénomique (145). En facilitant l’interprétation 

des résultats et la détection des profils de résistance, elle pourrait contribuer à une 

prise en charge plus précoce du sepsis. Si des aspects tels que le format unitaire, la 

mutualisation des plateformes, la robustesse des techniques, l'analyse des données 

et l'interprétation clinique sont correctement pris en compte, la métagénomique 

pourrait représenter une avancée majeure, à l'instar de l'introduction de la 

spectrométrie de masse MALDI-TOF dans le diagnostic microbiologique, offrant ainsi 

un potentiel significatif pour améliorer la qualité des soins aux patients. 
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