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1 Introduction 

 Le sang est un milieu normalement stérile. Un état bactériémique se caractérise par le 

passage répété de micro organismes dans le sang. L’examen qui permet d’établir le diagnostic 

biologique et étiologique de la présence de micro organismes dans le sang est l’hémoculture.  

 Les bactériémies, qu’elles soient d’origine communautaire ou nosocomiale, ont des 

conséquences importantes en termes de morbidité et de mortalité (1)(2). Il a été montré que la 

mortalité chez les patients bactériémiques recevant une antibiothérapie appropriée (à laquelle 

le germe causant l’infection est sensible) était significativement plus faible que chez ceux 

recevant une antibiothérapie inappropriée (3). D’autres études ont montré le bénéfice d’un 

traitement antibiotique approprié sur la prévention de l’émergence de résistances et sur le coût 

engendré par ces résistances, lié notamment aux journées d’hospitalisation, examens de 

laboratoires et mesures d’isolement supplémentaires éventuelles à mettre en œuvre (4). Il 

apparait dès lors important que l’antibiogramme soit disponible le plus rapidement possible 

afin d’ajuster le traitement antibiotique de manière précoce. 

 Les recommandations actuelles du CA-SFM/EUCAST (Comité de l’Antibiogramme de la 

Société Française de Microbiologie/European Committee on Antimicrobial Susceptibility 

Testing) préconisent la réalisation des antibiogrammes par diffusion en milieu gélosé en 

ensemençant des suspensions bactériennes réalisées à partir de cultures visibles (5). La 

détermination de la sensibilité aux antibiotiques de souches isolées de flacons d’hémocultures 

positifs se fait à partir de subcultures de ces germes sur milieux solides, ce qui nécessite 

généralement un délai de 24h après la positivation des flacons d’hémocultures. Ce travail a 

pour but la mise au point d’une méthode cadrée et maitrisée sur le plan analytique permettant 

la réalisation de l’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé directement à partir des 

flacons d’hémocultures positifs, afin de réduire de 24h le délai de rendu de l’antibiogramme.  

Ce travail s’inscrit dans le cadre du groupe travail « Réalisation de l’antibiogramme 

directement sur flacon d’hémoculture positif »  du CA-SFM, dont  l’objectif est de synthétiser 

les résultats des centres participants afin de proposer des recommandations pour la réalisation 

de l’antibiogramme directement à partir des flacons d’hémocultures positifs. 
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1.1 Bactériémies 

1.1.1 Définition 

 Une bactériémie correspond à la présence de bactéries dans le sang. Un état bactériémique 

est objectivé par la présence d’au moins une hémoculture positive (dont le prélèvement a été 

motivé par des signes cliniques), sauf pour des micro-organismes saprophytes ou 

commensaux à pouvoir pathogène limité (staphylocoques à coagulase négative, Bacillus spp. 

autres que B. anthracis, Corynebacterium spp., Propionibacterium spp., Micrococcus spp.) 

pour lesquels deux hémocultures positives prélevées à des moments différents dans un 

intervalle de temps limité (<48h) sont exigées pour retenir le diagnostic (6). 

 

1.1.1 Physiopathologie 

 Les bactériémies sont des évènements fréquents, résultant de lésions muqueuses ou 

tégumentaires, spontanées (à l’occasion de diverses pathologies) ou bien au décours de 

traumatismes. Le processus débute par l’inoculation du sang par un foyer infectieux initial, 

appelé « porte d’entrée ». Les bactériémies peuvent être classées selon trois schémas physio-

pathologiques, selon leur point de départ et l’existence ou non d’un relai endo-circulatoire 

(7) :  

 Les bactériémies à point de départ thrombophlébitique. Elles sont secondaires à la 

constitution au niveau de la porte d’entrée d’un thrombus colonisé par des germes, et 

dont la fragmentation entraîne un passage périodique de germes dans le torrent 

circulatoire. Ces « embols septiques » constituent aisément des localisations 

secondaires, notamment pulmonaires, ostéo-articulaires ou endocarditiques. Ce type 

de bactériémies est généralement causé par des germes pyogènes (entérobactéries dont 

Escherichia coli, cocci à Gram positif comme Staphylococcus aureus, streptocoques 

du groupe D, pneumocoque, ou bien germes anaérobies stricts tels que Bacteroïdes 

fragilis). 

 Les bactériémies à point de départ lymphatique. Dans ce cas, les bactéries sont 

transportées par des macrophages jusqu’aux ganglions drainant les territoires des 

portes d’entrée. Dans un second temps, la diffusion sanguine se fait depuis les 

ganglions via les vaisseaux lymphatiques. Les germes en cause dans ce type de 
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bactériémies sont des germes spécifiques donnant lieu à des syndromes spécifiques 

(Salmonella typhi et fièvre typhoïde, brucelles et brucelloses par exemple).  

 Les bactériémies secondaires à des endocardites. Ce type de bactériémies est lié à la 

constitution d’un foyer bactérien sur une lésion valvulaire ou sur du matériel 

prothétique, autour duquel un caillot de fibrine se forme. Cet ensemble constitue une  

« végétation », responsable des manifestations cliniques de l’endocardite. Les germes 

et leurs toxines sont libérés de manière permanente à partir de ce foyer. Les espèces 

bactériennes rencontrées dans ce type de bactériémies sont celles pourvoyeuses 

d’endocardites (principalement staphylocoques et streptocoques). 

Cet état peut être transitoire, intermittent ou bien permanent (8), et donner lieu ou non à des 

manifestations cliniques. 

 Les bactériémies transitoires correspondent à des décharges brèves de bactéries dans le 

sang, généralement sans manifestations cliniques et spontanément résolutives. C’est le 

cas lors des brossages de dents, au cours desquels on observe environ 10% de 

bactériémies sans que cela ne donne lieu à des manifestations cliniques (9).  

 Les bactériémies continues correspondent à des décharges continuelles à partir d’un 

foyer infectieux, notamment lors d’endocardites, ou encore de brucelloses ou fièvres 

typhoïdes. 

 Les bactériémies intermittentes correspondent à des décharges bactériennes répétées, à 

la suite d’infections diverses. 

 

1.1.2 Manifestations cliniques 

1.1.2.1 Sepsis et choc septique 

 Les bactériémies peuvent se compliquer de sepsis, c'est-à-dire un état inflammatoire 

généralisé (SRIS) secondaire à une infection. Ce terme tire son origine du grec ancien σῆψις 

signifiant « putréfaction ». Le consensus international de 2016 pour la définition du sepsis et 

du choc septique définit le sepsis comme un « dysfonctionnement d’organe mettant en jeu le 

pronostic vital, causé par une réponse inappropriée de l’hôte à une infection » (10).  

Le choc septique est défini comme un sepsis au cours duquel une défaillance circulatoire et 

des perturbations du métabolisme cellulaire sont observés et suffisamment marqués pour 

déterminer une surmortalité. Cliniquement, le choc septique est défini par une hypotension 
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résistant au remplissage (nécessitant l’administration de drogues vasopressives pour maintenir 

une PAM≥65 mmHg), et une hyperlactacidémie (>2 mmol/l). 

 

1.1.2.2 Localisations secondaires 

 Les bactériémies peuvent donner lieu à des localisations secondaires qui varient en 

fonction du germe impliqué et du terrain du patient. Le tableau ci-après résume les 

localisations secondaires en fonction des germes impliqués dans les bactériémies. 

 

Tableau 1 Germes impliqués et localisations secondaires associées (11). 

Germes  Localisations secondaires 

Staphylococcus aureus 
Endocarde, os, articulation, méninges, matériels 

étrangers implantés 
Streptocoques du groupe D, Streptocoques non 

groupables, Entérocoques 
Endocarde 

Streptococcus pneumoniae Méninges, articulations, péritoine, péricarde 
Bacteroides spp., Prevotella spp., Peptostreptococcus 

spp, Fusobacterium spp. 
Cerveau 

  

Toute bactériémie à germe pourvoyeur d’endocardite (S. aureus, streptocoques non 

groupables, streptocoques du groupe D et entérocoques) entraîne la réalisation systématique 

d’une échographie. Les autres localisations secondaires doivent être recherchées par des 

examens complémentaires en fonction de la clinique (12).  

 

1.1.3 Epidémiologie 

1.1.3.1 Incidence 

 Les surveillances épidémiologiques menées à travers le monde suggèrent que l’incidence 

des bactériémies est en hausse. Une étude norvégienne conduite par Haug et al. relevant tous 

les épisodes de bactériémie survenus à l’hôpital universitaire de Bergen fait état d’une 

augmentation du nombre global de bactériémies (communautaires et nosocomiales) de 4.26 

pour 1000 admissions de 1974 à 1979 à 8.71 pour 1000 admissions en 1988 et 1989 (13), 

tandis que le recueil des cas de sepsis aux Etats-Unis de 1979 à 2000 effectué par Martin et al. 

fait état d’une augmentation du nombre de cas de 82.7 à 240.4 pour une population de 
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100 000 personnes (14). En France, des études rapportent une prévalence globale de 10 

bactériémies pour 1000 admissions (15). L’étude de J. Rodriguez-Baño et al. menée en 2006 

dans 15 hôpitaux andalous fait état de 14.7 épisodes de bactériémie pour 1000 admissions 

(16). 

 Les bactériémies représentent 10,1% des infections nosocomiales en France d’après le 

rapport de l’enquête nationale de prévalence des infections nosocomiales de 2012 menée par 

l’Institut de Veille Sanitaire (17). Les résultats préliminaires de l’étude SPA-BACT 

(SPILF/ONERBA) menée dans les établissements de santé français de novembre 2014 à 

février 2015 et portant sur la prise en charge des épisodes bactériémiques a relevé 2348 

épisodes de bactériémie, avec une répartition équilibrée des bactériémies d’origine 

communautaire (51%) et nosocomiale (49%, parmi lesquelles 10% d’infections liées aux 

soins) (18).  Une répartition équivalente a été observée dans l’étude de J. Rodriguez-Baño et 

al. avec 57% d’infections nosocomiales (16).  

 

1.1.3.1 Germes impliqués 

 Au cours de l’étude SPA-BACT 2014, la grande majorité (93%) des cultures étaient mono-

microbiennes. Le germe retrouvé en premier lieu était Escherichia coli, présent dans 29% des 

infections devant S. aureus (17%), les entérobactéries des genres Klebsiella, Enterobacter, 

Serratia (11%), les autres entérobactéries (8%), les staphylocoques à coagulase négative 

(10%), les streptocoques (7%) et entérocoques (6%). Streptoccocus pneumoniae et 

Pseudomonas aeruginosa étaient retrouvés dans une proportion équivalente d’infections 

(3%). Au total, une proportion similaire de bactériémies à germes à Gram positif et négatif a 

été observée dans cette étude (18). Ces résultats sont corrélés à ceux d’une autre étude 

française, menée par Alfonsi et al. d’octobre à novembre 2011 dans 23 hôpitaux du nord de la 

France, qui faisait état d’une répartition des agents infectieux responsables des bactériémies 

analogue à celle observée dans l’étude SPA-BACT 2014 (19). Cette répartition des germes 

s’explique par les fréquences relatives des infections se compliquant de bactériémies : dans 

l’une et l’autre des études précitées la porte d’entrée urinaire était la plus fréquemment 

retrouvée, expliquant ainsi la prédominance de E. coli qui est le premier germe responsable 

d’infections urinaires communautaires.  
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 L’écologie des bactériémies semble liée à l’évolution des pratiques. L’étude norvégienne 

menée par Haug et al. a montré une augmentation de la proportion des cas de bactériémies à 

staphylocoques, notamment à coagulase négative, entre les années 1970 et 1980. Les auteurs 

expliquaient ce changement par une augmentation des bactériémies à portes d’entrée cutanées 

au cours de la seconde période étudiée, mise sur le compte d’une utilisation alors plus 

importante de dispositifs intra-vasculaires (13). La consommation d’antibiotiques a également 

un impact sur l’écologie des bactériémies. Ainsi, l’étude de M. Brady et al. a montré une 

augmentation conjointe entre 2008 et 2013 de la consommation d’antibiotiques en Irlande, de 

la proportion d’isolats cliniques de Klebsiella pneumoniae multi-résistantes et du nombre de 

bactériémies documentées à ce germe (20).  

 

1.1.3.2 Conséquences en terme de mortalité et de coût 

 Les études françaises récentes attribuent aux bactériémies une mortalité globale allant de 

12,2 % (attribuable : 60%) (19) à 13,38% (attribuable : 65%) (18). Ces chiffres corroborent 

ceux d’autres études dans le monde qui concernent des cohortes de patients atteints de 

bactériémies communautaires et nosocomiales (13)(14). L’étude américaine de Diekema et al. 

a montré que la mortalité des bactériémies était significativement plus importante lorsqu’il 

s’agissait d’infections nosocomiales : dans cette étude prospective qui comparait les infections 

communautaires et nosocomiales survenues dans deux hôpitaux américains entre 1999 et 

2000, une mortalité de 34% a été observée pour les bactériémies nosocomiales vs 14% pour 

les épisodes communautaires  (21). 

  La mortalité est différente selon la sévérité du tableau clinique. Ainsi l’étude d’Alfonsi et 

al. a montré une mortalité significativement plus élevée chez les patients en sepsis sévère et 

en choc septique (22,5% vs. 7,1%) (19). La mortalité de ces infections diffère également selon 

le germe en cause. Les bactériémies documentées à bacilles à Gram négatif (BGN) semblent 

de pronostic plus sombre que les bactériémies à staphylocoques. Dans la cohorte de patients 

de réanimation de l’étude menée par Diego Delle Rose et al., la prévalence des bactériémies à 

germes à Gram positif était supérieure à celle des bactériémies à germes à Gram négatif 

(48,6% vs 43,7%), mais la mortalité était nettement supérieure chez les patients infectés par 

un germe à Gram négatif (41% pour les staphylocoques vs 67.6 % pour K. pneumoniae) (22). 

Aussi la mortalité pour une espèce bactérienne donnée diffère en fonction des résistances 

acquises. Une étude grecque d’Eleni Mouloudi et al. a ainsi montré que la mortalité chez des 
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patients de réanimation bactériémiques à des souches de K. pneumoniae sensibles aux 

carbapénèmes était significativement moins élevée (41%) que chez les patients infectés par 

des souches de cette même espèce résistantes aux carbapénèmes par production 

carbapénèmases de type metallo-bêta-lactamase (56%) ou de type KPC (79%) (23). 

 Les bactériémies engendrent un coût important. L’étude multicentrique de Stewardson et 

al. portant sur les patients bactériémiques de 10 hôpitaux européens entre janvier 2010 et 

décembre 2011 a montré un allongement de la durée moyenne d’hospitalisation et un surcoût 

engendré allant de 4.4 jours et 4000 euros par patient hospitalisé présentant un épisode de 

bactériémie à entérobactérie sensible aux céphalosporines de troisième génération à 12.2 jours 

et 11 000 euros pour les bactériémies à S. aureus résistants à la méticilline (24). L’enjeu 

économique semble encore plus important chez les patients de réanimation : l’étude de Steven 

M. Brunelli et al. a montré parmi les patients porteurs d’un cathéter veineux central un 

allongement moyen de la durée d’hospitalisation de 7 jours  pour un surcoût de 128 000 $ 

chez ceux qui présentaient un épisode de bactériémie (25).  

 

1.1.4 Traitement  

1.1.4.1 Traitement probabiliste 

 Les patients bactériémiques doivent bénéficier d’un traitement antibiotique probabiliste 

précoce, parentéral, bactéricide et orienté en fonction de l’examen direct (12). Le traitement 

doit être adapté aux sensibilités naturelles des germes potentiellement en cause selon la porte 

d’entrée présumée, ainsi qu’à l’écologie locale des résistances acquises. 

 L’administration d’un traitement inapproprié, c'est-à-dire auquel le germe en cause n’est 

pas sensible, a des conséquences importantes en termes de mortalité. L’étude de Ching-Chi 

Lee et al. portant sur la prise en charge de patients bactériémiques au sein d’un service 

d’urgences taïwanais entre 2007 et 2008 a montré une mortalité à 28 jours significativement 

plus élevée chez les patients recevant une antibiothérapie inappropriée (16,3%) ou pas 

d’antibiothérapie (11,5%) versus ceux qui recevaient un traitement approprié (7%) (26). 

L’étude d’Abraham et al. portant sur la prise en charge des bactériémies en réanimation 

chirurgicale a par ailleurs montré un allongement de la durée moyenne d’hospitalisation de 47 

à 83 jours lorsque le traitement antibiotique n’était pas approprié (27). Le délai de mise en 

œuvre du traitement probabiliste est inversement proportionnel à la mortalité. L’étude de 
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Nagel et al. qui s’intéressait à des patients bactériémiques à staphylocoques à coagulase 

négative a montré qu’un délai moyen d’instauration de traitement efficace de 34 heures était 

associée à une mortalité de 3% contre 21% lorsque ce délai était de 58 heures (28).  

 

1.1.4.2 Importance de l’adaptation du traitement  

 La réévaluation de l’antibiothérapie selon les données de l’antibiogramme est primordiale. 

D’abord, elle permet d’instaurer une antibiothérapie efficace lorsque le traitement probabiliste 

ne l’était pas. Ensuite, les bénéfices individuels de la réadaptation de traitements efficaces 

vers des molécules de spectre moins large ont été rapportés dans la littérature. L’étude de Paul 

M. et al., qui est une revue systématique et une méta-analyse de toutes les études comparant la 

mortalité des patients bactériémiques ayant bénéficié d’une désescalade de l’antibiothérapie 

versus ceux pour lesquels le traitement de première ligne avait été maintenu, rapporte que la 

mortalité est significativement moins élevée chez les patients bénéficiant d’une désescalade 

de l’antibiothérapie (29). Une étude de Lee et al. qui évaluait l’impact de la réévaluation de 

l’antibiothérapie chez des patients bactériémiques à entérobactéries a montré un bénéfice de 

non seulement en terme de mortalité (10,5% vs 54,4%), mais également en terme de sévérité 

du tableau clinique, de durée d’hospitalisation et de durée de séjour en réanimation (30). Une 

altération de la flore intestinale engendrée par l’utilisation d’antibiotiques à spectre large peut 

expliquer ce constat. Le rôle protecteur de ce microbiote a des mécanismes multiples. Il 

protège l’hôte de germes potentiellement pathogènes en exerçant une compétition vis-à-vis de 

la consommation de nutriments et de la liaison à la muqueuse intestinale. Cette flore permet 

aussi le maintien d’une barrière muqueuse, régule la réponse inflammatoire, produit des 

substances antimicrobiennes et stimule les cellules de Paneth pour qu’elles excrètent des 

peptides aux propriétés antimicrobiennes au niveau de l’épithélium intestinal. Bacteroides 

fragilis et le polysaccharide A présent au niveau de sa capsule ont été identifiés comme 

participant activement à cette symbiose, en maintenant une réponse inflammatoire adaptée et 

protectrice pour l’hôte (31). Par conséquent, les molécules à spectre large comprenant les 

germes anaérobies semblent être les plus délétères. 
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Figure 1 Altération de la flore commensale et rupture de la tolérance immune dans l'intestin causées par le 
traitement antibiotique du sepsis. D’après A Lobo et al. (31). 

 

Enfin, l’adaptation de l’antibiothérapie aux données de l’antibiogramme a un intérêt collectif 

et écologique majeur. Dans une époque où le développement de nouvelles chimiothérapies 

antibactériennes est de plus en plus sporadique (32), la pression de sélection exercée par 

l’utilisation excessive d’antibiotiques, notamment à large spectre, menace la santé des 

populations. Ce constat incite les sociétés savantes à adopter des politiques de limitation de la 

consommation d’antibiotiques et à préconiser l’adaptation des traitements pour des molécules 

de spectre aussi étroits que les données de l’antibiogramme le permettent. Outre les politiques 

mises en œuvre, l’utilisation plus raisonnée des molécules disponibles passe par une évolution 

des pratiques de laboratoire. Les biologistes médicaux doivent œuvrer à mettre à disposition 

des cliniciens une documentation microbiologique aussi rapidement que possible. Le 

déploiement de la spectrométrie de masse (MALDI-TOF) au cours de la dernière décennie a 

permis une réduction du délai  de rendu des identifications bactériennes d’environ 24 heures 

par rapport aux techniques d’identification phénotypiques traditionnelles, et de nombreuses 

études ont d’ores et déjà mesuré le bénéfice apporté par cette technique sur le pronostic des 

patients (33)(34). Concernant la détermination de la sensibilité aux antibiotiques, la réduction 

des délais de rendu se heurte au fait que les méthodes employées (dilution en milieu liquide et 

diffusion en milieu solide) nécessitent des subcultures sur milieux gélosés. La Société de 
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Réanimation de Langue Française (SRLF) et la Société Française d’Anesthésie et de 

Réanimation (SFAR) ont proposé dans une conférence de consensus de 2014 que 

l’identification bactérienne et la réalisation de l’antibiogramme se fassent directement à partir 

du flacon d’hémoculture positif (35). Cette pratique demeure un axe d’amélioration, en 

l’absence de préconisation des sociétés savantes de microbiologie et des fournisseurs 

d’automates d’antibiogrammes en milieu liquide.   

 

1.2 Hémocultures 

 L’hémoculture est un examen biologique qui consiste à mettre en culture du sang circulant, 

qui est normalement stérile. Le but premier d'une hémoculture est la détection d'une 

bactériémie ou d'une fongémie. Elle permet d'obtenir en culture la souche bactérienne 

présumée responsable d'une infection en vue d'une identification et d'un antibiogramme. Cet 

examen est indiqué devant tout signe évocateur d'un syndrome infectieux ou de sepsis, à type 

de fièvre, d'hypothermie, de frissons, mais également pour documenter certains types 

d'infection comme une endocardite ou une infection sur dispositif intra-vasculaire 

(hémocultures avec délai de positivité). 

 

1.2.1 Prélèvement 

 Le prélèvement des flacons d’hémoculture est une étape primordiale de l’examen. Il 

consiste en une collecte de sang veineux avec laquelle des milieux de culture liquide, 

contenus dans des flacons, sont immédiatement ensemencés. Sa bonne réalisation conditionne 

la valeur diagnostique de celle-ci. Les risques associés à des prélèvements non conformes  

sont :  

 Une fausse négativité, qui peut survenir en cas de remplissage insuffisant des flacons, 

d’un nombre insuffisant de flacons prélevé, un prélèvement réalisé après instauration 

d’un traitement antibiotique ou encore un délai trop important entre le prélèvement et 

l’incubation des flacons. 

 Une fausse positivité, qui correspond à la mise en évidence de germes qui n’étaient 

pas présents dans le sang du patient, mais inoculés au moment du prélèvement. On 

parle de « contamination » des flacons d’hémocultures. Les germes responsables de 
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ces contaminations peuvent provenir de la peau ou de l’environnement immédiat du 

patient, du matériel utilisé pour la ponction ou encore des mains du personnel 

soignant. 

 Les éléments de maîtrise et les bonnes pratiques de prélèvement découlent de ces risques. 

Plusieurs études récentes se sont intéressées à ces pratiques et à la stratégie de prélèvement 

offrant la meilleure sensibilité et spécificité. Une revue de B. Lamy et al. présentait un état de 

l’art en 2015 (36). Plusieurs enseignements quant aux pratiques de prélèvement peuvent en 

être tirés :  

 L’antisepsie stricte de la peau et de l’opercule des flacons réduit le risque de 

contamination, et la chlorhexidine en solution alcoolique est à ce titre l’antiseptique 

offrant la meilleure efficacité.  

  La ponction veineuse périphérique expose à un risque de contamination moins élevée 

que la ponction par cathéter. Elle doit être privilégiée, excepté si une infection par le 

matériel est suspectée. Dans ce cas, des prélèvements doivent être réalisés 

simultanément par le dispositif et en périphérie pour déterminer la différence de délai 

de positivité (en faveur d’une infection de dispositif intra-vasculaire si la détection de 

la positivité est plus précoce d’au moins 2 heures). 

 Le prélèvement doit être fait avant la mise en œuvre d’un traitement antibiotique. Si 

un traitement est déjà instauré, une fenêtre thérapeutique peut être observée. Si cela 

est impossible, le prélèvement doit être réalisé juste avant une administration, à la 

vallée de la concentration sanguine en antibiotiques. 

 La sensibilité est proportionnelle au volume de sang prélevé. Aussi la Société 

Française de Microbiologie préconise le prélèvement de 4 à 6 flacons pour obtenir 

une sensibilité optimale (37). 

 La stratégie du prélèvement unique d’un nombre suffisant de flacons correctement 

rempli versus des prélèvements répétés d’un nombre moins important de flacons 

garantit une sensibilité équivalente tout en étant plus spécifique (moins de flacons 

contaminés). 
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1.2.2 Milieux de culture 

 La plupart des flacons d’hémoculture commercialisés contiennent un milieu trypticase-soja 

additionné de nombreux facteurs de croissance (vitamines, sucres, hémine, cystéine, etc.) 

permettant la croissance des germes les plus exigeants et d’un anticoagulant (généralement du 

polyanéthol sulfonate de sodium). Il existe des flacons aérobies (contenant de l’oxygène) et 

des flacons anaérobies (contenant de l’hydrogène), souvent prélevés par paires afin de cultiver 

indifféremment des germes préférant l’une ou l’autre des atmosphères. Ces deux types de 

flacons contiennent également du CO2, pour permettre la culture de bactéries exigeantes telles 

que les Streptococcus, Neisseria, Haemophilus ou encore Brucella et Campylobacter. 

 

1.2.3 Incubation des flacons 

 Il existe des systèmes manuels (dont la détection de la positivité est visuelle) et des 

systèmes automatisés d’incubation des flacons d’hémoculture. 

 Les systèmes automatisés comportent des étuves assurant de manière autonome une 

incubation à 35°C et une agitation continue des flacons. Ils comprennent un système de 

détection de la croissance microbienne. Le principe de détection des trois systèmes 

disponibles en France est fondé sur une mesure du CO2 produit par le métabolisme des micro-

organismes. Cette mesure est directe  en ce qui concerne le système VersaTREK® 

(Thermoscientific), grâce une sonde externe qui mesure la variation de pression au sein de 

chaque flacon. Elle est indirecte pour les systèmes Bact/ALERT 3D® (bioMérieux) et BD 

BACTEC® (Beckton Dickinson), via un sensor situé au fond de chaque flacon qui réagit au 

CO2 en produisant de la fluorescence (système BD BACTEC®) ou un virage coloré détecté 

par réflectométrie (système bioMérieux). Quel que soit le système, chaque flacon est placé 

dans une cellule pourvue d’un système de lecture qui effectue des mesures toutes les 10 

minutes. La mesure est ensuite interprétée par le système en fonction de paramètres de 

positivité préprogrammés. Un signal lumineux et/ou sonore indique la présence de flacons 

détectés positifs, pour que ceux-ci soient pris en charge. 
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Figure 2 Système automatisé BD BACTEC® (Beckton Dickinson) utilisé au CHU de Rouen 

 

1.2.4 Prise en charge  des flacons positifs au CHU de Rouen 

 Le CHU de Rouen est équipé d’un automate BD BACTEC® (Beckton Dickinson). Les 

flacons sont réceptionnés au laboratoire et incubés dans l’automate 24h/24h tous les jours de 

la semaine. La gestion des hémocultures et de l'automate constitue un poste technique 

individualisé au sein du laboratoire. Les flacons détectés positifs sont pris en charge de 7h à 

17h tous les jours. Sous un poste de sécurité microbiologique (PSM), du milieu de culture est 

prélevé de façon aseptique à l'aide d'aiguilles de subculture afin de réaliser :  

 Un état frais pour observer la morphologie et la mobilité des bactéries. 

 Une coloration de Gram après réalisation d'un frottis, permettant une orientation 

thérapeutique. 

 Un ensemencement sur des milieux de culture gélosés sélectifs et non sélectifs, 

adaptés au type de bactérie observé afin de réaliser une identification et un 

antibiogramme. 

Le résultat de l'examen direct est communiqué au médecin du service prescripteur par un 

interne, sous la responsabilité du biologiste, et confronté aux renseignements cliniques. 
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 Les recommandations actuelles du CA-SFM/EUCAST préconisent la réalisation des 

antibiogrammes par ensemencement de suspensions bactériennes réalisés à partir de cultures 

visibles (5). Les fioles détectées positives avant midi font l’objet d’une subculture sur gélose 

de plusieurs gouttes du milieu liquide sans étalement pendant quatre heures. Cette technique 

est mise en œuvre dans le but d’obtenir des colonies isolées dès l’après-midi. Une 

identification par spectrométrie de masse (MALDI-TOF) et un antibiogramme sont réalisés à 

partir de ces colonies, permettant ainsi la mise à disposition du clinicien de l’identification 

bactérienne le jour de la détection de la positivité, et celle de l’antibiogramme le lendemain.  

Les fioles se positivant après 12h ne bénéficient pas de ce traitement, l’identification n’est 

alors rendue que le lendemain et l’antibiogramme 48h plus tard. 

 

 

Figure 3 Rendu des identifications et antibiogrammes en fonction de l’heure de prise en charge des flacons 
d’hémoculture positifs au CHU de Rouen. 
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1.3 Objectifs de ce travail 

 Ce travail a pour but de réduire de 24h le délai de rendu de l’antibiogramme pour les 

flacons d’hémoculture détectés positifs après midi au CHU de Rouen. Nous avions comme 

objectifs :    

 La mise au point d’une méthode cadrée et maitrisée sur le plan analytique permettant 

la réalisation de l’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé directement à partir 

des flacons d’hémocultures positifs. Cette méthode devait pouvoir faire l’objet d’une 

accréditation.  

 L’évaluation du bénéfice potentiel du rendu de l’antibiogramme de manière plus 

précoce sur une période de 41 jours au CHU de Rouen. 

 Les recommandations du CA-SFM/EUCAST définissent la méthode de réalisation des 

suspensions bactériennes devant être ensemencées pour réaliser les antibiogrammes : « A 

partir d’une culture visible du prélèvement réalisée sur milieu non sélectif, réaliser une 

suspension bactérienne en solution salée pour atteindre une turbidité équivalente à celle de 

l’étalon 0,5 de la gamme de McFarland » (5). La détermination de la densité bactérienne 

d’une solution obtenue en diluant le milieu de culture contenu dans les flacons d’hémoculture 

positifs par turbidimétrie (au moyen d’un densitomètre) est impossible de par la présence 

d’hématies et d’autres éléments en suspension. La mise au point de la méthode avait donc 

pour but premier de définir un mode opératoire permettant d’obtenir de manière fiable et 

reproductible des suspensions bactériennes équivalentes à des suspensions de 0,5 McFarland 

(McF) à partir de dilutions des flacons d’hémoculture positifs. 

  Ce travail s’inscrit dans le cadre du groupe « Réalisation de l’antibiogramme directement 

sur flacon d’hémoculture positif » du CA-SFM, dont l’objectif est de synthétiser les résultats 

des centres participants afin de proposer des recommandations pour la réalisation de 

l’antibiogramme directement à partir des flacons d’hémocultures positifs. 
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2 Matériels et méthodes 

2.1 Mise au point de la méthode de l’antibiogramme directement à 

partir du flacon d’hémoculture positif 

 La mise au point de la méthode s’est déroulée en 3 étapes, en adéquation avec le protocole 

proposé par le CA-SFM. 

 Création d’un abaque permettant de contrôler l’inoculum obtenu lors de la dilution de 

flacons d’hémoculture positifs.  

 

 Définition du volume le mieux adapté pour obtenir l’inoculum requis : cette étape vise 

à déterminer la dilution des flacons d’hémocultures positifs permettant l’obtention 

d’une densité bactérienne équivalente à celle d’une suspension de 0,5 McF, afin de 

reproduire les conditions de réalisations de l’antibiogramme recommandées par le 

CASFM/EUCAST (5).  

 

 Validation des performances de  la méthode : Nous avons effectué les vérifications 

préconisées par le Comité Français d’Accréditation (COFRAC) pour une méthode 

adaptée de la méthode de référence, dite « de portée B » (38) afin d’apporter la preuve 

de la maitrise de la méthode. 

 

2.1.1 Création d’un abaque permettant le contrôle de l’inoculum  

 Le CASFM/EUCAST rapporte qu’une suspension de 0.5 McF correspond à un inoculum 

« d’environ 1 à 2 x10
8
 UFC/mL pour E. coli » (5). Une suspension de 3 McF correspond à 

une densité bactérienne d’environ 10
9
 UFC/ml. Nous souhaitions réaliser un abaque visuel 

obtenu après ensemencement de 10 µl de suspensions bactériennes dont la densité variait de 

10
4
 UFC/ml à 10

9
 UFC/ml. Pour cela, des suspensions mères de 3 McF et 0.5 McF ont été 

réalisées à partir des souches E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa 

ATCC 27853 et Enterococcus faecalis ATCC 29212. Plusieurs dilutions successives de ces 

suspensions ont été réalisées selon le schéma suivant :   

 La suspension de densité 3 McF (« suspension 1 », 10
9
 UFC/ml) a été diluée au 

1/1000
ème

 afin d’obtenir une suspension de 10
6
 UFC/ml (dilution 1).  
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 La suspension de densité 0.5 McF (« suspension 2 », 10
8
 UFC/ml) a été diluée au 

1/1000
ème

 afin d’obtenir une suspension de 10
5
 UFC/ml (dilution 1). 

 La suspension de densité 0.5 McF a été diluée au 1/10
ème

 afin d’obtenir une suspension 

de 10
7
 UFC/ml (suspension 3).  Cette suspension a été diluée au 1/1000

ème
 pour obtenir 

une suspension de 10
4
 UFC/ml (dilution 1). 

 Afin de vérifier la valeur exacte de la densité bactérienne de chaque suspension, les 

suspensions mères ont été diluées jusqu’à obtenir des suspensions permettant le 

dénombrement des colonies après ensemencement de cent microlitres au râteau sur des 

géloses. 

 Afin de construire l’abaque permettant d’évaluer l’inoculum bactérien, dix microlitres des 

différentes suspensions allant de 10
4
 UFC/ml à 10

9
 UFC/ml ont été ensemencées à l’aide 

d’une oëse déchargée sur la gélose en réalisant une strie verticale jusqu’au milieu de la boite 

puis des stries horizontales en partant du point de dépôt. Des milieux de culture appropriés 

aux différentes espèces bactériennes ont été utilisés (milieu chromogène chromID CPS 

Biomérieux pour E. coli, TSA Biomérieux pour S. aureus et P. aeruginosa et géloses au sang 

COS biomérieux pour E. faecalis). Les géloses ont été incubées 18 à 24 heures puis 

photographiées. 

 Les différents essais de dilution réalisés sur les flacons d’hémoculture positifs ont été 

ensemencés de la même façon afin d’estimer leur densité bactérienne par comparaison avec 

l’abaque. 

 

2.1.2 Définition du volume le mieux adapté pour obtenir l’inoculum requis. 

2.1.2.1 Essais de dilution  

 Différents essais de dilution des flacons d’hémocultures positifs dans du sérum 

physiologique ont été effectués de manière quotidienne afin de déterminer le rapport nombre 

de gouttes/volume de solution saline optimal pour l’obtention d’un inoculum permettant la 

réalisation d’antibiogramme direct. A chaque essai, dix microlitres de ces suspensions ont été 

ensemencés pour évaluation de la densité bactérienne. Les ensemencements ont été faits sur 

milieux chromogènes chromID CPS Biomérieux pour les germes dont la morphologie 

évoquait une entérobactérie, TSA Biomérieux pour les staphylocoques et géloses au sang 
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COS Biomérieux pour les streptocoques. Les cultures ont été incubées 18 à 24h à 35°C en 

aérobiose pour les bacilles à Gram négatif et les staphylocoques, en atmosphère à 5% de CO2 

pour les streptocoques.  

Les essais de dilutions ont été faits sur : 

 70 souches d’entérobactéries parmi lesquelles 47 E. coli, 8 Enterobacter cloacae, 5 

K. pneumoniae 4 Klebsiella oxytoca, 4 Proteus mirabilis et 2 Citrobacter freundii. 

 77 souches de staphylocoques parmi lesquelles 32 S. aureus, 25 Staphylococcus 

epidermidis, 12 Staphylococcus hominis, 5 Staphylococcus capitis, 2 Staphylococcus 

haemolyticus et 1 Staphylococcus caprae. 

 49 souches de Streptocoques dont 14 Streptococcus gallolyticus, 12 E. faecalis, 6 

Enterococcus gallinarum, 6 Streptococcus pyogenes, 4 Streptococcus agalactiae, 4 

Streptococcus sanguinis et 3 Streptococcus dysgalactiae. 

 25 bacilles à Gram négatif non fermentaires parmi lesquels 14 P. aeruginosa, 10 

Burkholderia multivorans et 1 Pseudomonas spp. 

 Des essais de 1, 5 et 10 gouttes dans 2 ml et de 5 et 10 gouttes dans 10 ml ont été réalisés. 

 Il n’a pas été fait d’essais pour les cultures dont la morphologie évoquait à l’examen direct 

un germe anaérobie, ni pour les bacilles à Gram positif.  

 Il est à noter que les essais effectués sur des souches de S. pneumoniae ont été exclus de 

l’étude en raison de l’obtention de résultats insatisfaisants et aléatoires (cette espèce devra 

faire l’objet d’une étude complémentaire ultérieure). 

 

2.1.2.2 Evaluation de l’impact des facteurs liés aux flacons sur les inocula obtenus 

 A chaque essai de dilution, des données relatives aux flacons d’hémoculture positifs ont été 

relevés :  

 Le délai de positivité en heures.  

 Le type de flacon (aérobie ou anaérobie). 

 La richesse de l’examen direct, évaluée au grossissement x1000 sur une échelle de 

1 à 3 (1 = moins d’un germe par champ ; 2 = un à 10 germes par champ ; 3 = plus 

de 10 germes par champ). 
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 L’indice de fluorescence à la détection de la positivité par l’automate.  

 Nous avons voulu évaluer l’influence de ces facteurs sur l’obtention de l’inoculum 

souhaité pour une même dilution (5 gouttes dans 2ml de sérum physiologique pour les 

staphylocoques, les entérobactéries et les bacilles à Gram négatifs non fermentaires ; 15 

gouttes dans 2ml de sérum physiologique pour les streptocoques). Nous avons dénombré les 

essais ayant abouti à l’obtention de l’inoculum attendu et les essais ayant abouti à l’obtention 

d’inocula différents de l’inoculum attendu. Afin d’évaluer le lien entre ces différentes données 

et les inocula obtenus, un test de Student a été réalisé pour les variables quantitatives (délai de 

positivité, indice de fluorescence) et un test du Khi² (avec correction de Yates pour les 

tableaux à 2x2 entrées) a été utilisé pour les variables qualitatives (richesse de l’examen direct 

et type de flacon). Les tests statistiques ont été réalisés avec l’outil de statistiques en ligne 

BiostaTGV (39). 

 

2.1.3 Validation  des performances de la méthode 

  La réalisation de l’antibiogramme direct sur flacons d’hémocultures positifs est définie par 

le COFRAC comme un sous-processus du processus complexe « Antibiogramme manuel par 

diffusion en milieu gélosé », ayant déjà fait l’objet d’un dossier de vérification de méthode 

(Famille: Microbiologie – Sous-domaine: Microbiologie – Sous-famille : Bactériologie)(40). 

Selon le CASFM/EUCAST, l’antibiogramme doit être réalisé en ensemençant une « solution 

salée [de] turbidité équivalente à celle de l’étalon 0,5 de la gamme de McFarland [élaborée] à 

partir d’une culture visible du prélèvement » (5). La méthode développée ici ne respecte pas 

cette préconisation, ce qui la place en portée B. Les points à évaluer, selon le SH-GTA 04 

(38), sont résumés dans le tableau ci-après.  
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Tableau 2 Validation des performances de la méthode en portée B - Critères à évaluer. 

Critères à évaluer 
Exigences relatives à la 

validation d'une méthode 

qualitative en portée B 
Modalité d'évaluation Justification 

Fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire) Essai Essai   

Justesse/exactitude (approche) Essai Essai   

Incertitudes/facteurs de variabilité et évaluation Maîtrise des facteurs de variabilité Analyse de risques   

Comparaison avec méthode déjà utilisée au laboratoire ou 

autre méthode du laboratoire (appareil en miroir, EBMD) 

et analyse des discordances 
Essai Essai   

Interférences (lipémie, hémoglobine plasmatique, 
bilirubine, médicaments, …) 

Essai Non applicable   

Contamination entre échantillons (s'il y a lieu) Essai 
Vérifiée au moment de 

la lecture de 
l’antibiogramme 

Formation/habilitation 

du personnel 

Robustesse Essai Essai   

Intervalle de référence (valeurs usuelles) Essai 
Données 

bibliographiques 

Recommandations 

CASFM/EUCAST 

pour les diamètres 
critiques des 

antibiotiques   

Limite de détection Essai Non applicable   

Spécificité/sensibilité analytique Essai Non applicable   

  

La validation des performances de la méthode a consisté en une évaluation des points 

énumérés dans le tableau ci-dessus. Aucune évaluation des incertitudes de mesure n’a été 

effectuée car « l’apport de l’estimation de l’incertitude de mesure et les aspects mathématiques 

associés à l’estimation de l’incertitude de mesure, outre la faisabilité, apparaissent inappropriés 

aux besoins cliniques réels» selon le QUAMIC (41). 

 

2.1.3.1 Fidélité 

 L’évaluation de la répétabilité a été faite en inoculant des flacons d’hémoculture avec des 

suspensions des souches E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 

27853 et E. faecalis ATCC 29212. Les flacons ont été incubés dans l’automate et à la 

détection de leur positivité, dix antibiogrammes ont été réalisés pour chaque souche à partir de 

dix dilutions (réalisées selon la méthode définie par les essais d’inocula) des flacons et les 

diamètres d’inhibition ont été relevés à l’aide d’un pied à coulisse après 18 à 20h d’incubation 

afin d’évaluer les CV de répétabilité pour chaque pastille d’antibiotique testée.  

 La fidélité intermédiaire a été évaluée en faisant varier le paramètre « opérateur ». Un 

flacon d’hémoculture a été inoculé avec une suspension de la souche de référence S. aureus 

ATCC 29213. A partir de ce même flacon d’hémoculture, cinq opérateurs ont réalisé 2 
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antibiogrammes chacun à partir de deux dilutions (réalisées selon la méthode  définie par les 

essais d’inocula), et relevé à l’aide d’un pied à coulisse les diamètres d’inhibition après 18 à 

20h d’incubation. Des CV de reproductibilité ont été calculés pour chaque pastille 

d’antibiotique testée. 

 

2.1.3.2 Exactitude 

 Le laboratoire est abonné à différents programmes d’évaluation externe de la qualité 

(EEQ), notamment auprès du CTCB et  d’AGLAE, et participe aux contrôles nationaux de 

qualité de l’ANSM. Il est prévu de réaliser les antibiogrammes directement à partir des 

flacons d’hémoculture positifs à chacun des programmes d’EEQ « hémoculture ». A l’heure 

actuelle, nous avons réalisé des antibiogrammes directement à partir des flacons 

d’hémoculture positifs qui avaient été inoculés avec les 2 suspensions envoyées lors de l’EEQ 

« hémoculture » AGLAE de juin, afin de déterminer la concordance des phénotypes retrouvés 

par rapport au groupe de pairs et ainsi évaluer l’exactitude de notre méthode. 

 

2.1.3.1 Analyse des risques 

 Une analyse de risque concernant les phases pré-analytique, analytique et post-analytique  

de cette méthode a été menée. Elle a consisté en une étude bibliographique, ainsi qu’en une 

analyse des risques selon la méthode des 5M. Les différents risques et éléments de maîtrise 

propres à cette méthode ont été représentés sous la forme d’un diagramme d’Ishikawa et d’un 

tableau.  

 

2.1.3.2 Comparaison de méthodes 

 La comparaison de méthodes a consisté à réaliser quotidiennement des antibiogrammes à 

partir des flacons d’hémocultures positifs, et à comparer les résultats obtenus avec ceux des 

antibiogrammes réalisés à partir de ces mêmes échantillons selon la méthode de référence 

(suspensions de 0,5 McF réalisées à partir de cultures visibles à J+1 de la positivité des 

flacons).  
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 Les résultats ont été exprimés  en pourcentage de concordance de catégorisation S/I/R de 

chaque couple famille bactérienne/antibiotique. Nous avons fixé notre seuil de concordance 

minimum à 80%. 

Les erreurs ont été catégorisées selon la méthode proposée par le QUAMIC 2014 (41) et 

dénombrées.  

VME : Erreur très majeure soit une souche R rendue S. 

ME : Erreur majeure soit une souche S rendue R. 

mE : Erreur mineure soit une souche S rendue I ou I rendue R (et inversement). 

 Le protocole du groupe de travail « Réalisation de l’antibiogramme directement sur flacon 

d’hémoculture positif »  du CASFM impose le nombre de souches à tester pour la 

comparaison de méthodes, à savoir 25 entérobactéries, 10 bacilles à Gram négatif non 

fermentaires, 25 staphylocoques et 25 streptocoques.  

 

2.1.3.3 Robustesse 

 La robustesse d’une procédure d’analyse est définie comme « une mesure de sa capacité à 

ne pas être affectée par des variations faibles, mais délibérées, des paramètres de la méthode » 

(38). Nous avons estimé que les essais réalisés lors de la détermination de la variabilité inter-

opérateur vérifiaient à ce titre la robustesse de la méthode. 

 

2.1.4 Essais de mise au point complémentaires 

2.1.4.1 Evaluation de l’impact du type de flacon et du temps passé à température 

ambiante sur les inocula obtenus à partir des échantillons  positifs à 

pneumocoque. 

 Les souches de S. pneumoniae isolées d’échantillons cliniques sont fragiles. Le 

pneumocoque est un germe se lysant facilement au sein des flacons d’hémoculture une fois la 

positivité détectée, ce qui le rend particulièrement difficile à subcultiver. La mise au point 

d’une méthode permettant d’obtenir des inocula compatibles avec la réalisation de 

l’antibiogramme de façon répétable en diluant des fioles positives à ce germe est de ce fait 
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plus difficile. Afin d’évaluer l’influence du type de flacon et du temps passé à température 

ambiante après détection de la positivité pour les fioles positives à pneumocoque, nous avons 

inoculé deux paires de flacons (aérobies et anaérobies) avec la souche S. pneumoniae ATCC 

49619. Nous les avons incubées dans notre automate et extrait lorsque toutes avaient été 

détectées positives. Une paire a été laissée à température ambiante, l’autre a été maintenue à 

35°C dans une étuve. Des essais de dilution de 15 gouttes dans 2 ml de sérum physiologique 

ont été réalisés toutes les deux heures pendant 8 heures sur chacune des fioles. Dix microlitres 

de ces suspensions ont été étalés sur géloses au sang COS biomérieux et incubées en 

atmosphère aérobie plus 5% de CO2 pendant 18 à 24h.  Les inocula ont été estimés  à l’aide 

de l’abaque pour chacun des essais. 

 

2.1.4.2 Evaluation de l’influence de la nature de la gélose employée et de l’atmosphère 

d’incubation sur l’évaluation du niveau de résistance des entérocoques aux 

aminosides.  

 Lorsque des diplocoques en chainettes sont observés à l’examen direct d’un flacon positif, 

il est impossible de déterminer s’il s’agit d’une souche de l’espèce Streptococcus ou 

Enterococcus. Le CA-SFM préconise de réaliser les antibiogrammes sur gélose MH+sang et 

d’incuber en aérobiose sous 5% de CO2  les espèces du genre Streptoccocus et sur gélose MH 

en aérobiose pour les espèces du genre Enterococcus. Dans le but d’harmoniser les pratiques, 

nous avons choisi de réaliser les antibiogrammes de tous les flacons positifs à diplocoques 

dans les conditions préconisées pour le genre Streptococcus.  

Afin d’évaluer l’influence de cette pratique sur la détermination du niveau de résistance aux 

aminosides des entérocoques, nous avons inoculé un flacon avec la souche E. faecalis ATCC 

29212. Ce flacon a été incubé dans notre automate, et à la détection de la positivité, deux 

géloses MH et deux géloses MH+sang ont été inoculées à partir d’une dilution de 15 gouttes 

de milieu dans 2 ml de sérum physiologique. Des pastilles de gentamicine 30 µg ont été 

disposées sur chaque gélose. Ces géloses ont été incubées pendant 20h en aérobiose sous 5% 

de CO2. Les diamètres d’inhibition autour des pastilles ont été mesurés au pied à coulisse et 

comparés aux diamètres attendus pour ce couple souche/antibiotique (5). 
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2.2 Evaluation du service rendu au CHU de Rouen 

 Selon les recommandations du CASFM, les antibiogrammes doivent être lus 16 à 24h 

après leur ensemencement (5). Nous estimons que la lecture des antibiogrammes peut être 

faite jusqu’à 16h au laboratoire. Par ailleurs, les hémocultures détectées positives entre minuit 

et midi font l’objet d’une culture rapide le matin qui permet l’obtention de colonies isolées, à 

partir desquelles l’antibiogramme peut être réalisé dès l’après-midi par la méthode 

conventionnelle pour un rendu le lendemain. Ceci est impossible pour les fioles détectées 

positives après midi, et il apparait donc que la réalisation de l’antibiogramme directement à 

partir des flacons d’hémocultures positifs permettrait une réduction de 24h du délai de rendu 

de l’antibiogramme pour les hémocultures détectées positives entre midi et minuit. 

 Nous avons évalué le service rendu par la mise en place de cette méthode pour les flacons 

d’hémocultures détectés positifs par l’automate durant une période de 41 jours (21/07/2016 au 

31/08/2016). Les flacons ont été classés en trois catégories : 

 Flacons constituant des diagnostics, c'est-à-dire premières hémocultures à germes 

considérés comme pathogènes ou deuxièmes hémocultures positives aux mêmes 

micro-organismes saprophytes ou commensaux. 

 Flacons qui documentaient des bactériémies connues.  

 Flacons considérés comme contaminés (cultures isolées à germes commensaux ou 

saprophytes). 

 Des données ont été recueillies à partir des informations consignées dans le système 

informatique du laboratoire et dans le dossier médical informatisé des patients : 

 Date et heure de détection de la positivité par l’automate. 

 Résultat de l’examen direct. 

 Traitement probabiliste instauré avant communication de l’examen direct et traitement 

probabiliste instauré après communication de l’examen direct le cas échéant. 

 Identification du/des germe(s) impliqué(s) et phénotype(s) de résistance.  

 Caractère multi-résistant du/des germe(s) (BMR). 

 A partir de ces données, nous avons défini la proportion de flacons pour lesquels la 

réalisation de l’antibiogramme directement à partir des fioles positives aurait permis un gain 

de 24h dans le délai de rendu de l’antibiogramme (flacons détectés positifs entre midi et 
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minuit). Parmi ces flacons nous avons établi la proportion de ceux pour lesquels le rendu de 

l’antibiogramme aurait permis de modifier une antibiothérapie inefficace (à laquelle le germe 

impliqué n’était pas sensible), de modifier l’antibiothérapie pour des molécules à spectre plus 

étroit ou encore d’identifier une BMR et de mettre en œuvre un isolement contact des 

patients. Il est à noter que le traitement évalué était celui que recevait le patient au moment du 

rendu de l’antibiogramme (modifié ou non après communication de l’examen direct). 
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3 Résultats 

3.1 Mise au point de la méthode de l’antibiogramme directement à 

partir du flacon d’hémoculture positif 

3.1.1 Création d’un abaque permettant l’obtention de l’inoculum souhaité 

 Les colonies des différentes souches ont été dénombrées à partir des cultures de 10 µl des 

dilutions de chaque suspension. Les résultats des dénombrements et des densités bactériennes 

pour les différents germes testés ont été consignés dans le tableau ci-après. Les densités 

correspondant à la suspension de 0.5McF (soit la densité attendue pour la réalisation de 

l’antibiogramme) ont été représentées en rouge. 

 

Tableau 3 Dénombrement des colonies et détermination des inocula pour la création de l'abaque. 

 
Suspension 3 (0.5 McF 1/10ème) Suspension 2 (0.5 McF) Suspension 1 (3 McF) 

Dilution 3 
Dilution  

2 
Dilution 1 

Suspension 

mère 
Dilution 

3 
Dilution  

2 
Dilution 1 

Suspension 

mère 
Dilution 

3 
Dilution  

2 
Dilution 1 

Suspension 

mère 

E .coli 
7 UFC/ 

100 µl 

72 UFC/ 

100 µl 

(7.102 

UFC/ml) 

7.103 

UFC/ml 

(~104 

UFC/ml) 

7.106 

UFC/ml 

(~107 

UFC/ml) 

7 UFC/ 

100 µl 

67 UFC/ 

100µl 

(7.102 

UFC/ml) 

7.104 

UFC/ml 

(~105 

UFC/ml) 

7.107 

UFC/ml 

(~108 

UFC/ml) 

5 UFC/ 

100 µl 

60 UFC/ 

100 µl 

(6.102 

UFC/ml) 

6.105 

UFC/ml 

(~106 

UFC/ml) 

6.108 

UFC/ml 

(~109 

UFC/ml) 

P. aeruginosa 
1 UFC/ 

100 µl 

30 UFC/ 

100 µl 

(3.102 

UFC/ml) 

3.103 

UFC/ml 

(~103 

UFC/ml) 

3.106 

UFC/ml 

(~106 

UFC/ml) 

6 UFC/ 

100 µl 

20 UFC/ 

100µl 

(2.102 

UFC/ml) 

2.104 

UFC/ml 

(~104 

UFC/ml) 

2.107 

UFC/ml 

(~107 

UFC/ml) 

5 UFC/ 

100 µl 

50 UFC/ 

100 µl 

(5.102 

UFC/ml) 

5.105 

UFC/ml 

(~105 

UFC/ml) 

5.108 

UFC/ml 

(~108 

UFC/ml) 

S. aureus 
19 UFC/ 

100 µl 

97 UFC/ 

100 µl 

(103 

UFC/ml) 

104 

UFC/ml 
107 UFC/ml 

17 UFC/ 

100 µl 

135 UFC/ 

100µl 

(103 

UFC/ml) 

105 

UFC/ml 
108 UFC/ml 

22 UFC/ 

100 µl 

180 UFC/ 

100 µl 

(~2.103 

UFC/ml) 

2.106 

UFC/ml 

(~106 

UFC/ml) 

2.109 

UFC/ml 

(~109 

UFC/ml) 

E. faecalis 
6 UFC/ 

100 µl 

77 UFC/ 

100 µl 

(8.102 

UFC/ml) 

8.103 

UFC/ml 

(~104 

UFC/ml) 

8.106 

UFC/ml 

(~107 

UFC/ml) 

7 UFC/ 

100 µl 

80 UFC/ 

100µl 

(8.102 

UFC/ml) 

8.104 

UFC/ml 

(~105 

UFC/ml) 

8.107 

UFC/ml 

(~108 

UFC/ml) 

7 UFC/ 

100 µl 

87 UFC/ 

100 µl 

(9.102 

UFC/ml) 

9.105 

UFC/ml 

(~106 

UFC/ml) 

9.108 

UFC/ml 

(~109 

UFC/ml) 

 

 Les géloses correspondant aux suspensions mères et aux dilutions 1 ont été photographiées 

pour construire les abaques ci-après. 
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Figure 4 Abaque de référence – Staphylocoques. 

 
Figure 5 Abaque de référence – Bacilles à Gram négatif.

 
Figure 6 Abaque de référence - Pseudomonas. 

 
Figure 7 Abaque de référence - Streptocoque
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3.1.2 Définition du volume le mieux adapté pour obtenir l’inoculum requis 

 Les différents essais de dilution effectués ont permis de déterminer les dilutions permettant 

d’obtenir le plus fréquemment des inocula se rapprochant d’une suspension de 0,5 McF. 

 

3.1.2.1 Staphylocoques 

 Concernant les staphylocoques, la dilution des fioles positives permettant l’obtention la 

plus fréquente de l’inoculum souhaité était 5 gouttes dans 2 ml de sérum physiologique avec 

67% d’obtention de l’inoculum souhaité pour les staphylocoques toutes espèces confondues, 

62% pour l’espèce S. aureus, et 64% pour les staphylocoques à coagulase négative. Un 

tableau résumant les inocula obtenus en fonction des dilutions testées a été consigné en 

annexe. Les graphiques ci-après représentent les inocula obtenus selon les essais de dilution 

effectués (les boîtes représentent les inocula minimum, maximum et moyens obtenus et la 

ligne en pointillés l’inoculum cible pour la réalisation de l’antibiogramme). 
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Figure 8 Représentation des inocula obtenus selon les différents essais de dilution - Staphylocoques 
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Figure 9 Représentation des inocula obtenus selon les différents essais de dilution – S.aureus 
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Figure 10 Représentation des inocula obtenus selon les différents essais de dilution – Staphylocoques à coagulase 
négative 

 

3.1.2.2 Entérobactéries 

 Pour les entérobactéries la dilution des fioles positives permettant l’obtention la plus 

fréquente de l’inoculum souhaité était également 5 gouttes dans 2 ml de sérum physiologique 

avec 71% d’obtention de l’inoculum souhaité. Un tableau résumant les inocula obtenus en 

fonction des dilutions testées a été consigné en annexe. Le graphique ci-dessous représente les 

inocula obtenus selon les essais de dilution effectués ont été représentés dans le graphique ci-

après.  
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Figure 11 Représentation des inocula obtenus selon les différents essais de dilution - Entérobactéries 

 

3.1.2.3 Bacilles à Gram négatifs non fermentaires 

 Les essais effectués sur les bacilles à Gram négatifs non fermentaires nous ont permis 

d’établir que  la dilution des fioles positives permettant l’obtention la plus fréquente de 

l’inoculum souhaité était 5 gouttes dans 2 ml de sérum physiologique avec 44% d’obtention 

de l’inoculum souhaité de 10
7
UFC/ml. Un tableau résumant les inocula obtenus en fonction 

des dilutions testées a été consigné en annexe. Le graphique ci-dessous représente les inocula 

obtenus selon les essais de dilution effectués  
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Figure 12 Représentation des inocula obtenus selon les différents essais de dilution – Bacilles à Gram négatif non 
fermentaires 
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3.1.2.4 Streptocoques 

 Les essais effectués sur les streptocoques nous ont permis d’établir que  la dilution des 

fioles positives permettant l’obtention la plus fréquente de l’inoculum souhaité était 15 

gouttes dans 2 ml de sérum physiologique pour les streptocoques autres que Streptococcus 

pneumoniae (67% d’obtention de l’inoculum souhaité). Le graphique ci-dessous représente 

les inocula obtenus selon les essais de dilution effectués. 
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Figure 13 Représentation des inocula obtenus selon les différents essais de dilution – Streptocoques autres que 

S.pneumoniae 

  

 Les essais effectués sur des pneumocoques (n=14) ont donné des résultats aléatoires et 

insatisfaisants, cette espèce a donc été exclue de l’étude et devra faire l’objet d’une étude 

ultérieure afin de mettre au point une méthode permettant d’obtenir un inoculum compatible 

avec la réalisation de l’antibiogramme. 

 

3.1.3 Impact des facteurs liés aux flacons d’hémocultures positifs sur les inocula 

obtenus 

3.1.3.1 Type de flacon 

 Afin d’évaluer l’influence du type de flacon sur l’inoculum obtenu, les essais de dilution 

ont été classés en deux groupes selon qu’ils aient abouti ou non à l’inoculum correspondant à 

l’inoculum souhaité pour l’antibiogramme. La variable « type de flacon » est une variable 

qualitative. L’indépendance des variables « type de flacon » et « incoculum obtenu 
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correspondant à l’inoculum souhaité» a été évaluée pour les différents types de germe par un 

test du Khi² avec correction de Yates (tableau à 2x2 entrées). Les résultats de ces tests ont été 

consignés dans le tableau ci-dessous.  

 

Tableau 4 Evaluation de l’influence du type de flacons sur les inocula obtenus 

Germes Type de flacon Inocula obtenus de 10
8
UFC/ml Autres P-value 

Staphylocoques 
Aérobie 25 8 

0,19 
Anaérobie 9 8 

Entérobactéries 
Aérobie 16 9 

0,42 
Anaérobie 21 6 

Streptocoques autres que S.pneumoniae 
Aérobie 15 13 

0,97 
Anaérobie 12 9 

 

La P-value est supérieure à 0,1 pour chaque test. Il ne semble pas y avoir de lien entre le type 

de flacon et l’inoculum. 

 

3.1.3.2 Richesse de l'examen direct 

 L’évaluation de l’influence de la richesse de l’examen direct sur les inocula obtenus a été 

faite à partir de données de flacons positifs à staphylocoques et entérobactéries uniquement, 

afin d’étudier des effectifs statistiquement significatifs. Pour la même raison, les flacons avec 

une richesse d’examen direct d’indice 1 et 2 ont été regroupés. L’indépendance des  variables 

qualitatives « richesse de l’examen direct » et « inoculum obtenu correspondant à l’inoculum 

souhaité pour l’antibiogramme » ont été évalués par un test du Khi² avec correction de Yates. 

 

Tableau 5 Evaluation de l’influence de la richesse des examens directs sur les inocula obtenus 

Germes Richesse de l'examen direct Inocula obtenus de 10
8
UFC/ml Autres P-value 

Staphylocoques 
1 ou 2 19 9 

0,92 
3 13 7 

Entérobactéries 
1 ou 2 15 6 

0,66 
3 13 8 
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La P-value est supérieure à 0,1 pour les deux tests, nous ne mettons pas en évidence de 

relation entre la richesse de l’examen direct et l’inoculum. 

 

3.1.3.3 Délai de positivité 

 Le délai de positivité d’un flacon d’hémoculture est une variable quantitative. Afin 

d’évaluer l’influence du délai de positivité sur l’inoculum obtenu, nous avons effectué pour 

les différents groupes de germes un test de Student avec comme hypothèse l’égalité des délais 

de positivité au sein des groupes « inoculum obtenu compatible avec l’antibiogramme » et 

« inoculum obtenu différent de l’inoculum attendu pour l’antibiogramme ». Les résultats de 

ces tests ont été consignés dans le tableau ci-après. 

 

Tableau 6 Evaluation de l’influence du délai de positivité sur les inocula obtenus 

Germes Inocula obtenus Délai de positivité moyen (h) Délai min-max (h) 
Nombre 

d'essais 
P-value 

Staphylocoques toutes espèces 
108 UFC/ml 18.54  1,93-84,12 34 

0,87 
Autres 19.14  5,95-38,2 17 

S.aureus 
108 UFC/ml 13,79  1,93-84,12 18 

0,77 
Autres 12,36  5,95-26,73 8 

Staphylocoques à coagulase négative 
108 UFC/ml 23  9,28-53,93 16 

0,56 
Autres 25,17  17,17-38,2 9 

Entérobactéries 
108 UFC/ml 9,52 1,12-48,43 37 

0,8 
Autres 10,13 2,27-35,27 15 

Streptocoques autres que S.pneumoniae 
108 UFC/ml 14,42 1,4-37,22 17 

0,3 
Autres 19,5 8,12-33,22 6 

Bacilles à Gram négatifs non fermentaires 
107 UFC/ml 18,62 13,62-24,58 4 

0,99 
Autres 18,66 19,58-46,72 5 

 

La P-value pour chaque test est supérieure à 0,1 : nous ne mettons pas en évidence de 

différence entre le délai de positivité des flacons dont la dilution avait abouti à un inoculum 

compatible avec l’antibiogramme et celui des autres flacons. L’obtention d’un inoculum 

compatible avec l’antibiogramme ne semble pas dépendre du délai de positivité. 
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3.1.3.4 Indice de fluorescence à la détection de positivité 

 De la même façon, l’indice de fluorescence à la détection de positivité des flacons est une 

variable quantitative. Afin d’évaluer l’influence de ce paramètre sur l’inoculum obtenu, nous 

avons effectué pour les différents groupes de germes un test de Student avec comme 

hypothèse l’égalité des indices de fluorescence au sein des groupes « inoculum obtenu 

compatible avec l’antibiogramme » et « inoculum obtenu différent de l’inoculum attendu pour 

l’antibiogramme ». Les résultats ont été consignés dans le tableau ci-après. 

 

Tableau 7 Evaluation de l’influence de l’indice de fluorescence à la détection de la positivité sur les inocula obtenus 

Germes Inocula obtenus Indice de fluorescence moyen Indice min-max 
Nombre 

d'essais 
P-value 

Staphylocoques toutes 

espèces 

10
8
 UFC/ml 0,62 0,43-0,89 34 

0,23 
Autres 0,58 0,43-0,81 17 

S.aureus 
10

8
 UFC/ml 0,64 0,51-0,89 18 

0,14 
Autres 0,57 0,46-0,79 8 

Staphylocoques à coagulase 

négative 

10
8
 UFC/ml 0,6 0,43-0,77 16 

0,85 
Autres 0,6 0,43-0,81 9 

Entérobactéries 
10

8
 UFC/ml 0,7 0,44-0,98 37 

0,56 
Autres 0,68 0,5-0,92 15 

Streptocoques autres que 

S.pneumoniae 

10
8
 UFC/ml 0,65 0,53-0,83 17 

0,54 
Autres 0,61 0,48-0,91 6 

Bacilles à Gram négatifs non 

fermentaires 

10
7
 UFC/ml 0,57 0,46-0,63 4 

0,61 
Autres 0,6 0,53-0,65 5 

 

Pour chaque test la P-value est supérieure à 0,1. De la même façon ces résultats ne montrent 

pas de corrélation entre l’indice de fluorescence à la détection de la positivité et l’inoculum 

obtenu en diluant les flacons. 

 

3.1.4 Validation  des performances de la méthode 

3.1.4.1 Répétabilité 

 Pour effectuer les essais de répétabilité, dix antibiogrammes ont été réalisés à partir de dix 

dilutions pour chacune des souches. Il n'existe pas de recommandations concernant une valeur 

acceptable de CV pour les diamètres d’inhibition, nous avons retenu 7%, ce qui correspond à 

un écart type maximum de 0,7 mm pour un diamètre de 10 mm. Les valeurs cibles pour 
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chaque couple souche/antibiotique sont celles données par le CA-SFM (5). Nous avons 

calculé des bornes correspondant à la moyenne obtenue plus ou moins un écart type. Le 

résultat était considéré conforme si les bornes retrouvées expérimentalement étaient incluses 

dans celles fournies par le CA-SFM, acceptable si la moyenne et l’une des deux bornes étaient 

incluses dans l’intervalle des diamètres limites et non conforme si les bornes retrouvées 

n’étaient pas incluses dans l’intervalle des diamètres limites CA-SFM. Les résultats des essais 

effectués ont été consignés dans les tableaux ci-après. 

 

Tableau Essais de répétabilité - S.aureus ATCC 29213 

S. aureus 
ATCC 29213 

Diamètre 
cible CA SFM 

(mm) 

Moyenne 
(mm) Ecart-type 

(mm) 
CV(%) 

Bornes Diamètres 
limites CA 
SFM (mm) 

Conclusion 

Antibiotique n= 10 (m +/- 1 ET) 

Pénicilline G 15 16 0,5 3,23 15,5-16,5 12-.18 Conforme 

Céfoxitine 27 26 0,5 1,78 25,5-26,5 24-30 Conforme 

Tobramycine 23 24 0,7 3,09 23,3-24,7 20-26 Conforme 

Gentamicine 22 24 0,8 3,21 23,2-24,8 19-25 Conforme 

Erythromycine 26 28 1 3,57 27-29 23-29 Conforme 

Clindamycine 26 28 1 3,57 27-29 23-29 Conforme 

Norfloxacine 21 22 0,8 3,52 21,2-22,8 18-24 Conforme 

Lévofloxacine 26 26 0,3 1,15 25,7-26,3 23-29 Conforme 

Rifampicine 33 32 0,5 1,42 31,5-32,5 30-36 Conforme 

Ac fusidique 29 31 0,5 1,56 30,5-31,5 26-32 Conforme 

Cotrimoxazole 29 28 0,8 2,9 27,2-28,8 26-32 Conforme 

Furanes 20 20 0,3 1,49 19,7-20,3 17-23 Conforme 

Triméthoprime 25 26 0,7 2,59 25,3-26,7 22-28 Conforme 

Linézolide 24 24 1 4,36 23-25 21-27 Conforme 

 

 Les résultats des essais de répétabilité sont conformes aux exigences pour l’ensemble des 

antibiotiques testés concernant la souche S. aureus ATCC 29213. 
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Tableau 8 Essais de répétabilité - P. aeruginosa ATCC 27853 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

Diamètre 
cible CA SFM 

Moyenne 
(mm) 

Ecart-type 
(mm) 

CV(%) 
Bornes 

Diamètres 
limites CA 

SFM Conclusion 

Antibiotique (mm) n=10 (m +/- 1ET) (mm) 

Ticarcilline NC 25 0,5 2,16 24,5-25,5 NC Conforme 

Ticar + ac clav 24 28 0,8 2,98 27,2-28,8 20-28 Acceptable 

Pip+tazobactam 26 28 0,7 2,65 27,3-28,7 23-29 Conforme 

Ceftazidime 24 26 0,5 1,86 25,5-26,5 21-27 Conforme 

Céfépime 27 31 1,1 3,68 29,9-32,5 24-30 Acceptable 

Aztréonam 26 30 0,9 3,1 29,1-30,9 23-29 Non conforme 

Imipénème 24 23 0,8 3,63 22,2-23,8 20-28 Conforme 

Méropénème 30 31 1 3,21 30-32 27-33 Conforme 

Gentamicine 20 22 0,5 2,33 21,5-22,5 17-23 Conforme 

Tobramycine 23 26 0,6 2,29 25,4-26,6 20-26 Acceptable 

Amikacine 22 26 0,5 2,08 25,5-26,5 18-26 Acceptable 

Lévofloxacine 23 22 0,6 2,87 21,4-22,6 19-26 Conforme 

Ciprofloxacine 29 28 1,1 3,89 26,9-29,1 25-33 Conforme 

 

 Les résultats des essais de répétabilité sont conformes aux exigences pour 8 molécules sur 

13, acceptables pour 4 et non conforme pour l’aztréonam concernant la souche P. aeruginosa 

ATCC 27853. 

 

Tableau 9 Essais de répétabilité - E.faecalis ATCC 29212 

E. faecalis 
ATCC 29212 

Diamètre 
cible CA SFM  

Moyenne 
(mm) 

Ecart-type 
(mm) 

CV(%) 
Bornes 

Diamètres 
limites CA 

SFM Conclusion 

Antibiotique (mm)  n=10 (m +/- 1ET)  (mm)  

Ampicilline 18 20 1,0 4,8 19-21 15-21 Conforme 

Imipénème 27 25 1,0 3,8 24-26 24-30 Conforme 

Pristinamycine 14 19 0,7 3,5 18,3-19,7 11.-17 Conforme 

Norfloxacine 19 17 0,7 4,4 16,3-17,7 16-22 Conforme 

Lévofloxacine 22 20 0,7 3,4 19,3-20,7 19-25 Conforme 

Vancomycine 13 15 0,5 3,6 14,5-15,5 10.-16 Conforme 

Teicoplanine 18 18 0,6 3,2 17,4-18,6 15-21 Conforme 

Cotrimoxazole 30 29 0,9 3,3 28,1-29,9 26-34 Conforme 

Gentamicine  15 22 1,0 4,7 21-23 12-18 Non conforme 

 

 Les résultats des essais de répétabilité sont conformes aux exigences pour 8 molécules sur 

9 et non conformes pour la gentamicine concernant la souche E. faecalis ATCC 29212. 
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Tableau 10 Essais de répétabilité - E.coli ATCC 25922 

E. coli 25922 
Diamètre Moyenne 

(mm) Ecart-type 
(mm) 

CV(%) 
Bornes 

Diamètres 
limites CA 

SFM Conclusion cible (mm) 

Antibiotique CA SFM (n= 10) (m +/- 1ET)  (mm)  

Ampicilline 19 21 0,6 3,09 20,4-21,6 15-22 Conforme 

Amox+clav 21 22 0,7 3,20 21,3-22,7 18-24 Conforme 

Ticarcilline 27 26 1,0 3,86 25-27 24-30 Conforme 

Ticar +clav 27 26 0,9 3,64 25,1-26,9 24-30 Conforme 

Pipéracilline 24 23 0,60 2,63 22,4-23,6 21-27 Conforme 

Pip+tazobactam 24 23 1 3 22-24 21-27 Conforme 

Céfalexine 18 20 0,5 2,26 19,5-20,5 15-21 Conforme 

Céfoxitine 26 24 0,7 2,72 23,3-24,7 23-29 Conforme 

Céfotaxime 28 30 0,9 3,10 29,1-30,9 25-31 Conforme 

Ceftazidime 26 29 0,7 2,42 28,3-29,7 23-29 Conforme 

Céfépime 34 33 0,4 1,20 32,6-33,4 31-37 Conforme 

Aztréonam 32 34 1,3 3,77 32,7-35,3 28-36 Conforme 

Imipénème 29 30 1,0 3,32 29-31 26-32 Conforme 

Méropénème 31 33 0,9 2,71 32,1-33,9 26-34 Conforme 

Ertapénème 33 34 1,3 3,72 32,7-35,3 29-36 Conforme 

Gentamicine 23 23 0,6 2,82 22,4-23,6 19-26 Conforme 

Tobramycine 22 22 0,4 1,80 21,6-22,4 18-26 Conforme 

Nétilmicine 21 23 0,5 2,35 22,5-23,5 18-24 Conforme 

Amikacine 23 23 0,3 1,31 22,7-23,3 19-26 Conforme 

Ac nalidixique 25 28 1,5 5,37 26,5-29,5 22-28 Acceptable 

Norfloxacine 32 30 1,5 4,92 28,5-31,5 28-35 Conforme 

Ofloxacine 31 30 0,5 1,69 29,5-30,5 29-33 Conforme 

Ciprofloxacine 35 34 1,2 3,45 32,8-35,2 30-40 Conforme 

Furanes 20 22 0,5 2,46 21,5-22,5 17-23 Conforme 

Triméthoprime 25 27 0,6 2,35 26,4-27,6 21-28 Conforme 

Cotrimoxazole 26 28 0,7 2,34 27,3-28,7 23-29 Conforme 

Céfixime 25 25 0,9 3,46 24,1-25,9 23-27 Conforme 

Céfuroxime 23 24 0,8 3,30 23,2-24,8 20-26 Conforme 

Mécillinam 27 26 0,8 3,16 25,2-26,8 24-30 Conforme 

 

 Concernant la souche E. coli ATCC 25922, les résultats des essais de répétabilité sont 

conformes aux exigences pour 28 molécules sur 29 et acceptables pour une molécule. 

 

3.1.4.2 Fidélité intermédiaire 

 La fidélité intermédiaire a été évaluée en faisant varier le paramètre « opérateur ». Cinq 

opérateurs ont réalisé 2 antibiogrammes chacun à partir de deux dilutions d’un flacon 

d’hémoculture positif inoculé avec la souche S. aureus ATCC 29213. Il n'existe pas de 
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recommandations concernant une valeur acceptable de CV, nous avons retenu 10%, ce qui 

correspond à un écart type maximum de 1 mm pour un diamètre moyen de 10 mm. Les 

valeurs cibles sont celles données par le CA-SFM (5). Nous avons calculé des bornes et 

catégorisé les résultats en « conformes », « acceptables » et « non conformes » de la même 

façon que lors des essais de répétabilité. 

 

Tableau 11 Variabilité inter-opérateur pour l’antibiogramme - S. aureus ATCC 29213 

S. aureus 
ATCC 29213 

Diamètre 
cible CA SFM 

(mm) 

Moyenne 
(mm) Ecart-type 

(mm) 
CV(%) 

Bornes Diamètres 
limites CA 
SFM (mm) 

Conclusion 

Antibiotique n= 10 (m +/- 1 ET) 

Pénicilline G 15 16 1,1 7,01 14,9-17,1 12-.18 Conforme 

Céfoxitine 27 26 0,7 2,73 25,3-26,7 24-30 Conforme 

Tobramycine 23 26 0,9 3,69 25,1-26,9 20-26 Acceptable 

Gentamicine 22 25 1 4,16 24-26 19-25 Acceptable 

Erythromycine 26 29 1,3 4,51 27,7-30,3 23-29 Acceptable 

Clindamycine 26 29 1,8 6,25 27,2-30,8 23-29 Acceptable 

Norfloxacine 21 23 1,1 4,76 21,9-24,1 18-24 Acceptable 

Lévofloxacine 26 27 1,4 5,06 25,6-28,4 23-29 Conforme 

Rifampicine 33 34 1,7 4,99 32,3-35,7 30-36 Conforme 

Ac fusidique 29 35 2,3 6,54 32,7-37-3 26-32 Non conforme 

Cotrimoxazole 29 29 1,8 6,2 27,2-30,8 26-32 Conforme 

Furanes 20 21 0,8 3,79 20,2-21,8 17-23 Conforme 

Triméthoprime 25 27 1 3,85 26-28 22-28 Conforme 

Linézolide 24 25 1,4 5,77 23-6-26,4 21-27 Conforme 

 

 Les résultats des essais de fidélité intermédiaire sont conformes aux exigences pour 8 

molécules sur 14, acceptables pour 5 molécules et non conformes pour l’acide fusidique.  

 

3.1.4.3 Exactitude 

 Les flacons qui avaient été incoculés avec les suspensions de l’EEQ « hémoculture » 

AGLAE de juin ont été détectés positifs avec une souche de S. aureus pour l’une et de 

P. aeruginosa pour l’autre. Les antibiogrammes réalisés directement à partir de ces flacons 

ont montré des phénotypes de résistance  sauvages pour les deux souches. Ces résultats étaient 

en accord avec ceux obtenus dans le groupe antibiogramme par diffusion en milieu gélosé. 
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3.1.4.4 Comparaison de méthodes 

3.1.4.4.1 Entérobactéries 

 Nous avons comparé les résultats obtenus lors de la réalisation des antibiogrammes 

directement à partir des flacons d’hémocultures positifs à ceux de la méthode de référence 

(suspensions de 0,5 McF réalisées à partir de cultures visibles à J+1 de la positivité des 

flacons). Trente antibiotiques différents ont été testés pour 25 souches d'entérobactéries dont 

18 E. coli, 1 P. mirabilis, 1 K. pneumoniae, 1 C. freundii, 1 P. vulgaris, 1 Pantoea spp. 1 

Aeromonas spp. et 1 H.alvei. Les résultats montrent 100% de concordances entre les deux 

méthodes pour la catégorisation de 25 molécules sur 30, ≥ 90% de concordance pour les 

molécules suivantes : mécillinam (une VME, une ME), nétilmicine (une mE), pipéracilline 

(une mE), ticarcilline/acide clavulanique (une ME) et céfépime (une mE). Ces résultats ont été 

consignés dans un tableau en annexe. Par ailleurs, 4 germes étaient producteurs de bêta-

lactamase à spectre étendu (BLSE), et ce phénotype a pu être détecté à chaque fois par 

l’antibiogramme réalisé directement à partir du flacon d’hémoculture. 

 

3.1.4.4.2 Staphylocoques 

 Pour les staphylocoques, seize antibiotiques différents (pénicilline G, céfoxitine, 

kanamycine, tobramycine, gentamicine, erythromycine, clindamycine, pristinamycine, 

norfloxacine, lévofloxacine rifampicine, acide fusidique, cotrimoxazole nitrofurantoïne 

triméthoprime et linézolide) ont été testés pour 25 souches parmi lesquels 7 S. aureus, 9 

S. epidermidis, 4 S. haemolyticus, 3 S. hominis et 2  S. capitis. Les résultats montrent 100% 

concordance des résultats entre les deux méthodes. Parmi les S.aureus, 2 étaient résistants à la 

méticilline et l’antibiogramme réalisé à partir du flacon a permis d’identifier ce phénotype à 

chaque fois. 

 

3.1.4.4.3 Streptocoques 

 Pour les streptocoques, les essais ont été effectués sur 20 souches parmi lesquels 5 

E. faecalis,  5 S. mitis/oralis, 5 S. dysgalactiae, 3 S. pyogenes, et 1 S. gallolyticus et 1 

S.lutetiensis. Nous avons testé 12 antibiotiques (pénicilline G, érythromycine, clindamycine, 

pristinamycine, rifampicine, norfloxacine, lévofloxacine, vancomycine, teicoplanine, 

cotrimoxazole, tétracyclines, gentamicine) pour les espèces du genre Streptococcus 
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appartenant aux groupes A,B,C ou G de la classification de Lancefield, 11 pour les autres 

souches de l’espèce Streptococcus et 9 pour les entérocoques. Les résultats montrent 100% de 

concordance pour la catégorisation de 11 molécules sur 12. Seule l’érythromycine avait un 

taux de concordance de 95% (une mE).  

 

3.1.4.4.4 Bacilles à Gram négatif non fermentaires 

 Pour les bacilles à Gram négatif non fermentaires, douze antibiotiques différents ont été 

testés (lévofloxacine, ciprofloxacine, amikacine, tobramycine, gentamicine, méropénème, 

imipénème, aztréonam, céfépime, céftazidime, pipéracilline+tazobactam, pipéracilline, 

ticarcilline+clavulanate, ticarcilline) pour les 6 souches de P. aeruginosa recueillies à ce jour. 

Les résultats montrent 100% de concordance entre les résultats obtenus par les deux 

méthodes.  

 

3.1.4.5 Analyse des risques 

3.1.4.5.1 Etude bibliographique 

 Le risque le plus important concernant la réalisation de l’antibiogramme directement à 

partir des flacons d’hémoculture positifs est la mauvaise maitrise de l’inoculum. L’étude 

menée par Noussair L. et Nicolas-Chanoine M-H. en 2007 a montré que les concentrations 

bactériennes dans les flacons d’hémoculture positifs étaient sensiblement identiques pour un 

type de germe donné (entérobactérie, pneumocoque ou staphylocoque) au moment de la 

détection de la positivité des flacons, car cette détection se fait à la moitié ou à la fin de la 

phase exponentielle de croissance bactérienne. Cette étude a par ailleurs montré que la 

concentration bactérienne ne variait pas de manière significative au delà du délai de positivité 

des flacons (42). Il s’agit de la seule étude publiée proposant un protocole pour la réalisation 

d’antibiogramme directement à partir de flacons d’hémocultures positifs par inoculation de 

milieu dilué sans prétraitement préalable. D’autres études ont proposé des protocoles reposant 

sur des prétraitements (centrifugations) permettant d’isoler les bactéries du milieu de culture. 

La plupart utilisaient des automates d’antibiogrammes en milieu liquide. Ces protocoles 

étaient trop éloignés du nôtre pour que nous puissions en tirer des enseignements quand à la 

maitrise des inocula (43) (44). 
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3.1.4.5.2 Analyse des risques selon la méthode des 5M 

 Les risques associés à la méthode  ont été analysés selon la méthode d’Ishikawa, dite « des 

5 M » (Matériel, Méthode, Matière, Milieu, Main d’œuvre). Ces risques et les moyens de 

maitrise associés ont été retranscris dans un diagramme et dans un tableau, ci-après. 

 

Figure 14 Diagramme d'Ishikawa représentant les facteurs susceptibles d’influencer le résultat. 

 
Tableau 12 Maîtrise des risques. 

Type Points critiques Risques 
Eléments de 

maîtrise 
Moyens de maîtrise 

M
a

té
ri

el
 

Etuve automatisée Non détection des flacons positifs 

Température 35 +/-

1°C 
Contrôle quotidien T° incubateurs 

Maintenances Respect programme maintenance 

Suivi délai de 

détection  
Procédure CIQ mensuel 

Microscope Mauvaise lecture/interprétation de l'état frais ou du GRAM 

Périodicité des 

maintenances 
Fiche de vie microscope 

Maîtrise des 

équipements 
CIQ quotidien avec souches de 

référence 

Dispositif de 

repiquage des flacons 
positifs 

Nombre et volume des gouttes  délivrées non maîtrisés, 
dilutions aléatoires, antibiogrammes erronés 

Utilisation d'un 

dispositif compte-
gouttes  

BD Luer-Lok ®, dispositif 

individuel  prêt à l'emploi pour le 
repiquage de flacons positifs. 

Pastilles 

d'antibiotiques 
Pastilles périmées ou altérées, résultats erronés 

Respect des 

préconisations 
fournisseur pour le 

stockage 

Suivi et cartographie des enceintes 
réfrigérées 

Suivi des dates de 

péremption  

Logiciel de gestion de stocks 

SAPANET, dater les cartouches à 

ouverture (validité de 6 semaines à 
+4°C) 
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Type Points critiques Risques 
Eléments de 

maîtrise 
Moyens de maîtrise 

M
a

té
ri

el
 

Géloses 
Géloses périmées ou altérées, pas de croissance bactérienne, 

croissance bactérienne insuffisante 

Respect des 

préconisations 
fournisseur pour le 

stockage 

Suivi et cartographie des enceintes 
réfrigérées 

Suivi des dates de 
péremption  

Logiciel de gestion de stocks 
SAPANET 

Etuves 
Température ou atmosphère non maîtrisée. Pas de croissance 

bactérienne. 

Atmosphères et 

températures 

contrôlées 

 Surveillance de l'atmoshère par 

sonde interne et souche témoin de 

croissance. 

Cartographie des étuves, suivi 
continu informatisé, sondes 

raccordées.   

M
é
th

o
d

e 

Dilution des flacons 
positifs 

Suspension de concentrations non adaptées à la réalisation de 
l'antibiogramme 

Procédure de 

dilution pour 
reproduire un 0,5 

McF 

Etude expérimentale 

Milieux de culture et 

batteries 
d'antibiotiques  

adaptés 

Inoculation de milieux de culture inadaptés, certaines 
sensibilités non rendues 

Choix de milieu et 
des batteries d'ATB 

adaptés 
Procédure analytique 

Personnel formé 
Formation et habilitation du 

personnel 

Incubation en 

atmosphère adaptée 
Pas de croissance bactérienne 

Choix d'atmoshère 

adapté 
Procédure analytique 

Personnel formé 
Formation et habilitation du 

personnel 

Délai d'incubation Croissance bactérienne trop faible/trop importante Incubation 18 à 24h  
Procédure analytique 

Date d'ensemencement au dos des 

géloses 

M
a

ti
èr

e 

Cultures mono-

microbiennes 
Antibiogramme erroné ou non fiable 

Coloration de 

GRAM 

monomorphe 

Formation et habilitation du 

personnel 

Aseptie lors de 

l'ouverture des 
flacons 

Décontamination opercule  avant 

ouverture 

Dilution dans sérum 

physiologique stérile  
Antibiogrammes contaminés/erronés. 

Utilisation de 

sérum 

physiologique 
stérile 

Ampoules API NaCl 0,85 % 

(Biomérieux®) 

Repiquage sur 

milieux gélosés 
conformes 

Utilisation de milieux périmés ou altérés/antibiogrammes 

erronés 

Respect des 

préconisations 
fournisseur pour le 

stockage 

Suivi et cartographie des enceintes 
réfrigérées 

Suivi des dates de 

péremption  
Logiciel de gestion de stocks 

SAPANET 

M
il

ie
u

 

Environnement non 
contaminant 

Antibiogrammes contaminés/erronés. 
Travail en 

conditions non 

contaminantes 

Utilisation de postes de sécurité 
microbiologique 

M
a

in
 d

'œ
u

v
r
e 

Lecture et 
interprétation de l'état 

frais et de la 

coloration de Gram 

Dilution inadaptée, ensemencement des mauvais milieux de 

culture, utilisation de la mauvaise batterie d'antibiotique et 
inoculation en atmosphère inadaptée  

Personnel formé 
Formation et habilitation du 

personnel 

Bonne lecture et 

interprétation des 

antibiogrammes 
Rendu de résultats d'antibiogrammes erronés Personnel formé 

Formation et habilitation du 
personnel 

Saisie manuelle des 

résultats 
Erreurs de saisie, rendu de résultats erronés 

Double saisie 

(interne et 

biologiste) des 
antibiogrammes 

Procédure de saisie des résultats 
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3.1.5 Essais de mise au point complémentaires 

3.1.5.1 Evaluation de l’impact du type de flacon et du temps passé à température 

ambiante sur les inocula obtenus à partir des échantillons  positifs à 

pneumocoque. 

 Tous les essais effectués sur des fioles anaérobies ont donné des inocula de 10
8
 UFC/ml, 

indifféremment du fait que la fiole ait été conservée à température ambiante ou à 35°C dans 

une étuve. Les essais effectués sur fioles aérobies ont abouti à un inoculum inférieur à 

10
4
 UFC/ml pour les deux fioles lors du premier essai (à l’extraction de l’automate), un 

inoculum inférieur à 10
4
 UFC/ml pour l’essai réalisé sur la fiole conservée en étuve à 35°C à 

2h de l’extraction de l’automate, aucune subculture pour la fiole laissée à température 

ambiante à 2h de l’extraction ni pour les autres essais réalisés à 4, 6 et 8h de l’extraction des 

fioles, qu’elles aient été conservées à température ambiante ou à 35°C. 

 

3.1.5.2 Evaluation de l’influence de la nature de la gélose employée et de l’atmosphère 

d’incubation sur l’évaluation du niveau de résistance des entérocoques aux 

aminosides.  

 Les diamètres obtenus lors de l’essai effectué sur un flacon positif avec la souche 

E. faecalis ATCC 29212 et visant à déterminer l’influence des facteurs « gélose » 

et « atmosphère  d’incubation » sur la détection du niveau de résistance des entérocoques aux 

aminosides ont été consignés dans le tableau ci-dessous. 

 

Tableau 13 Influence du type de gélose et de l’atmosphère d’incubation sur les diamètres d’inhibition autour de la 
gentamicine pour la souche E. faecalis ATCC 29212. 

Diamètres limites 
CA SFM pour la 

souche E. faecalis 

ATCC 29212 
Atmosphère Gélose 

Diamètres 
d’inhibition 

(mm) 
Conclusion 

 (mm)  

12-18 

Aérobiose 
MH 14 Conforme 

MH+sang 21 Non conforme 

Aérobiose + 
5% de CO2 

MH 11 Non conforme 

MH+sang 22 Non conforme 

 

 Seul l’essai réalisé dans les conditions préconisées par le CASFM pour cette espèce 

(gélose MH en aérobiose) a donné un résultat conforme. 
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3.2 Evaluation du service rendu au CHU de Rouen 

 Le nombre de flacons d’hémocultures détectés positifs sur la période étudiée (41 jours) 

était de 640. Parmi ces flacons, 8 ont donné des levures en cultures pures. Parmi les 632 

flacons positifs à bactéries, nous avons dénombré 273 flacons positifs avec des 

staphylocoques (dont 66 S. aureus), 231 avec des entérobactéries (dont 136 E. coli), 130 avec 

des streptocoques (dont 69 du genre Enterococcus, 53 Streptococcus, 7 Granulicatella et 1 

Gemella) et 53 avec d’autres germes. Parmi ces flacons, 186 (29,5%) constituaient des 

diagnostics, 348 (55%) documentaient des bactériémies connues et 98 (15,5%) avaient été 

considérés comme contaminés. Parmi les flacons constituant des diagnostics, nous avons 

dénombré 55% (n=103) d’examens directs montrant des BGN, 24% (n=44) des cocci à Gram 

positif de type staphylocoque, 16% (n=30) des cocci à Gram positif de type diplocoque, 4% 

(n=8) une flore poly-microbienne et un des bacilles à Gram positif. Les espèces bactériennes 

isolées des flacons positifs constituant des diagnostics ont été classés par ordre de fréquence 

dans le tableau ci-après. 

 

Tableau 14 Germes isolés des flacons d’hémocultures positifs constituant des diagnostics classés par ordre de fréquence.

Germes N BMR  Germes N BMR 

Escherichia coli 61  6a  Citrobacter sp. 3   

Staphylocoques à coagulase négative 26  
 

 Achromobacter sp. 2   

Entérobactéries du groupe KES 21  2a  Granulicatella adiacens 2   

Staphylococcus aureus 19  2b  Haemophilus influenzae 2   

Enteroccocus faecalis 15  
 

 Streptococcus pyogenes 2   

Pseudomonas aeruginosa 11 
 

 Campylobacter fetus 1   

Bacteroides sp. 6  
 

 Enteroccocus casseliflavus 1   

Streptococcus bovis 6  
 

 Enteroccocus faecium 1   

Proteus mirabilis 5   
 

 Proteus vulgaris 1   

Streptocoques oraux 5   
 

 Pseudomonas stutzeri 1   

Autres germes anaérobies 5   
 

 Salmonella Typhimurium 1   

Streptococcus agalactiae 4  
 

 Salmonella Paratyphi A 1   

Aeroccocus sp. 3  
 

 Shewanella putrefaciens 1   

Morganella morganii 3  
 

 Yersinia enterocolitica 1   

Streptococcus dysgalactiae 3  
 

 Corynebacterium jekeium 1   

a Entérobactéries sécrétrices de Bêta-Lactamases à Spectre Etendu (BLSE) ; b S.aureus résistants à la méticilline (SARM). 

 

Les flacons constituant des diagnostics étaient pour 85% (n=158) des cultures mono-

microbiennes et pour 15% (n=28) des cultures poly-microbiennes (dont 3 flacons pour 

lesquels le deuxième germe était un contaminant). Les données de l’antibiogramme de 5.4% 
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(n=10) des flacons constituant de diagnostics mettaient en évidence des germes multi-

résistants parmi lesquels 8 entérobactéries (6 E. coli et 2 K. pneumoniae) sécrétrices de BLSE 

et 2 S.aureus résistants à la méticilline (SARM). 

 Les informations relatives aux traitements probabilistes étaient disponibles pour 95% 

(n=176) des flacons positifs classés comme diagnostics. Une proportion de 29,5% (n=52) de 

ces patients n’avaient pas reçu de traitement au moment de la communication de l’examen 

direct, et 20% (n=35) n’en recevaient toujours pas avant le rendu de l’antibiogramme malgré 

la communication de l’examen direct. Parmi les patients qui bénéficiaient d’un traitement 

probabiliste (n=141), 39% (n=55) se voyaient administrer une céphalosporine de troisième 

génération (C3G), au premier rang desquelles la ceftriaxone, qui représentait 80% des 

prescriptions de C3G (n=44). Une proportion de 24,8% des patients traités (n=35) recevaient 

l’association pipéracilline/tazobactam et 19,1% (n=27) de la vancomycine. Des aminosides 

étaient prescrits dans 27% (n=38) des traitements probabilistes. 

 

Figure 15 Molécules employées en probabiliste par ordre de fréquence. 

 

Une proportion de 47,5% des patients traités (n=67) recevait une association d’antibiotiques, 

parmi lesquels 79% (n=53) recevaient une bithérapie et 21% (n=14) plus de deux molécules. 
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Le traitement probabiliste administré s’avérait inefficace (germe non sensible aux molécules 

administrées selon les données de l’antibiogramme) dans 17,7% des cas (n=25). Il s’agissait : 

 De l’administration d’une C3G pour des bactériémies avec des entérobactéries 

résistantes (n=5, 3 céphalosporinases déréprimées et 2 BLSE), des entérocoques 

(n=4), des P. aeruginosa (n=2), une Egghertella lenta (n=1). 

 De l’emploi de bêta-lactamines pour des bactériémies à staphylocoques résistants à la 

méticilline (n=3). 

 De l’utilisation de l’association amoxicilline/clavulanate pour des infections à 

entérobactéries résistantes (n=2, un E. coli BLSE et une M.morganii) et à 

streptocoques oraux de sensibilité diminuée aux bêta-lactamines (n=1). 

 De l’administration de l’association pipéracilline/tazobactam pour des entérobactéries 

résistantes (n=5, 3 céphalosporinases déréprimées, une BLSE et une oxacillinase). 

 De l’utilisation de l’imipénème pour une bactériémie avec une souche de E. faecium 

résistante aux bêta-lactamines (n=1). 

 De l’emploi de la daptomycine pour le traitement d’une bactériémie avec une souche 

de  S. epidermidis résistant à cet antibiotique (n=1). 

Parmi les traitements jugés efficaces selon les données de l’antibiogramme (n=116), 72,4% 

(n=84) pouvaient être réévalués vers des molécules à spectre plus étroit.  

 Les flacons détectés positifs entre midi et minuit étaient au nombre de 351, dont 4 ont 

donné des levures en cultures pures. Les flacons positifs à bactéries (n=347) sur cette période 

représentaient 54,9% de ceux relevés durant la période de l’étude. Parmi ceux-ci, 28,8% 

(n=100) ont été considérés comme des diagnostics, 58,8% (n=204) des flacons 

correspondaient à des bactériémies connues et 12,4% (n=43) des flacons considérés comme 

contaminés. Les informations relatives aux traitements probabilistes étaient disponibles pour 

92% (n=92) des flacons constituant des diagnostics. Parmi ces patients, 28,3% (n=26) ne 

recevaient aucun traitement probabiliste au moment de la communication de l’ED, et 18,5% 

(n=17) ne recevaient toujours aucun traitement après. Parmi les 81,5% de patients qui 

recevaient un traitement probabiliste (n=75), 17,3% (n=13) se voyaient administrer un 

traitement auquel le germe impliqué n’était pas sensible selon les données de 

l’antibiogramme, 75,8% (n=47) des traitements efficaces (n=62) pouvaient être réévalués vers 

des molécules à spectres plus étroits avec les données de l’antibiogramme. Les données de 

l’antibiogramme mettaient en évidence un phénotype de BMR pour 4% (n=4) des flacons 
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détectés positifs considérés comme des diagnostics durant cet intervalle (4 E. coli sécréteurs 

de BLSE). 

Les bénéfices attendus quand à la réalisation des antibiogrammes directement à partir des 

flacons d'hémoculture détectés positifs entre midi et minuit ont été résumés dans le 

diagramme ci-après. 

 

 

Figure 16 Bénéfices attendus de la réalisation des antibiogrammes directement à partir des flacons d'hémoculture 
détectés positifs entre midi et minuit sur une période de 41 jours au CHU de Rouen. 
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4 Discussion 

 Nous souhaitions réduire de 24 heures le délai de rendu de l’antibiogramme grâce à la mise 

au point d’une méthode permettant sa réalisation directement à partir du flacon d’hémoculture 

positif. L’étude bibliographique réalisée pour l’analyse des risques liés à cette pratique a 

montré que la majorité des études portant sur la réalisation des antibiogrammes directement à 

partir des flacons d’hémoculture positifs avaient opté pour un protocole reposant sur la 

séparation des bactéries du milieu de culture par centrifugation (2000g pendant 10 minutes) 

afin de réaliser des suspensions de 0,5 McF permettant la réalisation d’antibiogrammes en 

milieu liquide par des automates Vitek2®  bioMérieux (43)(44) ou Phoenix® Beckton 

Dickinson (45). Ce prétraitement et les culots bactériens obtenus semblent être une alternative 

intéressante à la subculture de 4h pour le raccourcissement du délai de mise à disposition de 

l’identification bactérienne grâce à la spectrométrie de masse (MALDI TOF). En ce qui 

concerne la détection de la résistance bactérienne aux antibiotiques, nous avons opté pour la 

réalisation des antibiogrammes par diffusion en milieu gélosé directement à partir de dilutions 

de gouttes des flacons d’hémoculture positifs dans du sérum physiologique. Cette approche 

présente plusieurs avantages. D’abord, elle est plus aisée à mettre en œuvre et nécessite moins 

de manipulations, qui sont autant de risques de contamination des échantillons et de source 

d’accident pour le personnel technique (notamment d’exposition aux virus). Ensuite, cela 

permet dans le cas de cultures poly-microbiennes, d’évaluer le profil de sensibilité global de 

différents germes sur un même antibiogramme ou bien encore du germe d’intérêt en présence 

d’une souillure. Ceci constitue un avantage par rapport à la méthode en milieu liquide, pour 

laquelle il est nécessaire d’invalider l’antibiogramme en cas de subcultures poly-

microbiennes, car il est impossible de savoir quel germe a cultivé dans tel ou tel puits des 

cartes incubées dans les automates d’antibiogramme en milieu liquide. Cette approche 

présente aussi un avantage par rapport aux méthodes conventionnelles, car elle doit permettre 

de détecter différentes sous-populations d’une même espèce. Les méthodes conventionnelles 

de l’antibiogramme en milieu gélosé reposent sur la réalisation d’une suspension de 0,5 McF 

à partir de subcultures des flacons positifs en milieu solide, ce qui nécessite généralement 

l’emploi d’une à deux colonies seulement, et donc un risque de ne pas étudier une sous-

population présente initialement dans le milieu de culture et qui aurait un profil de résistance 

différent.  

L’analyse des risques par la méthode des 5M a permis de mettre en évidence que la plupart 

des risques et éléments de maîtrise associés à cette méthode étaient ceux inhérents à la gestion 
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des flacons d’hémoculture positifs et à la réalisation d’antibiogrammes par diffusion en milieu 

gélosé. Le risque majeur lié à cette méthode est l’utilisation d’un inoculum bactérien 

inapproprié à la réalisation de l’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé. Ce risque 

découle de l’impossibilité d’utiliser un densitomètre pour déterminer la densité bactérienne 

des dilutions, comme dans la méthode de référence décrite par le CASFM/EUCAST, du fait 

d’hématies et d’autres éléments en suspension. La première étape du travail a donc été 

d’identifier des conditions de dilution des flacons positifs permettant de reproduire de manière 

fiable et reproductible la densité bactérienne d’une suspension de 0,5 McF. Pour cela, nous 

avons vérifié la densité bactérienne de suspensions de 0,5 McF pour les différentes familles de 

germes. Nous avons obtenu des densités de 10
8
 UFC/ml pour les entérobactéries, les 

staphylocoques, les streptocoques et 10
7
 UFC/ml pour les bacilles à Gram négatif non 

fermentaires. Nous avons ensuite construit un abaque de géloses ensemencées avec 10µl de 

suspensions bactériennes de densité connues, dans le but de contrôler l’inoculum bactérien 

obtenu lors de la dilution de flacons d’hémoculture positifs. Des essais de dilutions effectués 

sur les flacons d’hémoculture nous ont permis de définir les dilutions permettant d’obtenir le 

plus fréquemment des suspensions de densités bactériennes compatibles avec la réalisation 

d’antibiogrammes. Elles étaient de 5 gouttes dans 2 ml de sérum physiologique pour les 

entérobactéries, les staphylocoques et les bacilles à Gram négatif non fermentaires, et 15 

gouttes dans 2 ml pour les streptocoques autres que S. pneumoniae. Il n’a pas été mis en 

évidence d’influence des facteurs : délai de positivité, type de flacon, richesse de l’examen 

direct et indice de fluorescence à la détection de la positivité par l’automate sur les inocula 

obtenus. Ceci est en accord avec les résultats de l’étude de Noussair L. et Nicolas-Chanoine 

M-H, dans laquelle les concentrations bactériennes au sein des flacons détectés positifs étaient 

toujours sensiblement les mêmes, quelle que soit l’espèce bactérienne et le temps passé par le 

flacon dans l’automate au-delà de la détection de sa positivité (42). Nos essais de dilution 

n’ont toutefois permis d’obtenir des inocula satisfaisants que pour 67% des staphylocoques, 

71% des entérobactéries, 44% des BGN non fermentaires et 74% des streptocoques testés. 

Ceci rend nécessaire un ensemencement de 10µl des suspensions en parallèle de chaque 

antibiogramme obtenu selon cette méthode, afin que les antibiogrammes puissent être validés 

si la densité bactérienne évaluée visuellement grâce à l’abaque correspond à celle d’une 

suspension de 0.5 McF. A contrario, les densités bactériennes relevées lors des essais de 

comparaison de méthode étaient parfois différentes de celles exigées sans que cela ne se 

traduise par des diamètres d’inhibition différents de ceux relevés avec la méthode 

conventionnelle. Ceci laisse à penser que la méthode de l’antibiogramme par diffusion en 
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milieu gélosé est suffisamment robuste pour ne pas conduire à des résultats discordants 

lorsque la densité bactérienne des suspensions diffère de celle attendue de plus ou moins un 

log 10.  

Les essais infructueux effectués sur les fioles positives à pneumocoque laissaient à penser que 

ce germe est plus sensible que les autres aux conditions environnementales, notamment au 

type de flacon ou au temps passé à température ambiante après détection de la positivité. 

L’expérience que nous avons réalisée confirme l’hypothèse d’une lyse plus rapide de ce 

germe au sein des flacons aérobies, alors que le temps passé par les flacons à température 

ambiante après détection de positivité ne semble pas avoir d’impact sur la richesse des 

subcultures pour la souche S. pneumoniae ATCC 49619. La portée de ce résultat est toutefois 

limitée à cette souche, néanmoins des difficultés à subcultiver des pneumocoques issus de 

flacons d’hémoculture positifs de type « anaérobie » ont aussi été observées lors des essais de 

dilution. Cela indique que le facteur « type de flacon » n’est pas le seul incriminé dans la lyse 

rapide de ce germe. En l’absence de moyen d’identification rapide du pneumocoque dans les 

fioles positives, il existe un risque d’échec de l’antibiogramme. Ceci constitue une limite de 

notre méthode. 

 Concernant les diamètres d’inhibition des antibiotiques pour les souches de référence, les 

résultats obtenus lors des essais de répétabilité sont satisfaisants avec des CV compris entre 

1,2 et 5,4% et des écarts types de l’ordre du millimètre pour les couples germes/antibiotiques 

testés. Nous observons seulement deux discordances avec les valeurs cibles données par le 

CA-SFM. Elles concernaient :  

 Le couple aztréonam/P. aeruginosa ATCC 27853, pour lequel nous trouvons un 

diamètre moyen de 30 mm, et un intervalle [moyenne +/- un écart type] de [29,1-

30,9 mm]. Ces valeurs sont supérieures à celles fournies par le CA-SFM pour cette 

souche (diamètre cible=26 mm, diamètres limites [23-29 mm]). Les diamètres 

critiques de catégorisation donnés par la CA-SFM pour cette espèce vis-à-vis de 

l’aztréonam ont des valeurs extrêmes [16 mm (R)-51 mm (S)], ainsi les souches 

isolées en pratique quotidienne sont dans la très grande majorité des cas catégorisées I. 

De ce fait, cette surestimation de sensibilité obtenue pour la souche P. aeruginosa 

ATCC ne saurait porter à conséquence quant à l’interprétation de l’antibiogramme de 

souches cliniques. 
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 Nous trouvons pour le couple gentamicine/E. faecalis ATCC 29212 un diamètre 

d’inhibition moyen de 22 mm et un intervalle [moyenne +/- un écart type] de [21-

23mm]. Ces valeurs diffèrent également de celles fournies par le CA-SFM pour cette 

souche (diamètre cible=15 mm, diamètres limites [12 mm-18 mm]). Nous supposons 

que cette discordance était liée au fait que les essais ont été faits sur gélose MH+sang 

en présence de 5% de CO2 alors que le CA-SFM préconise la réalisation de 

l’antibiogramme sur gélose MH en aérobiose pour les germes de ce genre. Ces 

conditions avaient été choisies afin que tous les flacons d’hémoculture positifs avec 

des diplocoques, en l’absence d’identification, puissent faire l’objet d’un 

antibiogramme dans des conditions similaires. Hormis pour la gentamicine, la 

réalisation de l’antibiogramme de la souche E. faecalis ATCC 29212 sur gélose 

MH+sang en présence de 5% de CO2 a donné des résultats conformes à ceux attendus 

pour toutes les molécules testées. L’essai que nous avons réalisé concernant l’impact 

du type de gélose et de l’atmosphère d’incubation sur les diamètres d’inhibition de la 

croissance de E. faecalis ATCC 29212 autour du disque de gentamicine a montré que 

seules les conditions préconisées par le CA-SFM/EUCAST aboutissaient à un 

diamètre conforme à celui attendu pour ce couple souche/antibiotique. Nous 

proposons donc que l’antibiogramme des souches d’entérocoque isolées de flacons 

d’hémocultures positifs puisse être réalisé sur gélose MH+sang en atmosphère aérobie 

à 5% de CO2, excepté pour la détermination du niveau de résistance à la gentamicine 

qui doit être faite dans les conditions préconisées, c’est-à-dire sur gélose MH en 

aérobiose. 

Au vu de ces résultats, la méthode est validée pour la répétabilité, et nous proposons que 

chaque flacon positif dont l’examen direct évoquera un diplocoque fasse l’objet d’un 

antibiogramme sur gélose MH+sang incubé en atmosphère aérobie à 5% de CO2 et d’une 

gélose MH avec une pastille de gentamicine 30 µg incubée en aérobiose qui servira à 

déterminer le niveau de résistance à la gentamicine si la souche isolée s’avère être un 

entérocoque. 

 Les résultats obtenus lors de l’essai de variabilité inter-opérateur évaluant la fidélité 

intermédiaire sont satisfaisants avec des CV de reproductibilité compris entre 2,7 et 7% et des 

écarts types de l’ordre du millimètre pour les couples germe/antibiotiques testés. Nous 

observons une discordance avec les valeurs cibles données par le CA-SFM concernant le 



67 
 

couple S. aureus ATCC 29213/acide fusidique. Nous trouvons un diamètre d’inhibition 

moyen de 35±2,3 mm (cible=29 mm, limites [26-32mm]). Nous mettons cette discordance sur 

le compte d’un biais de lecture. En effet, le diamètre d’inhibition autour de l’acide fusidique 

est particulièrement difficile à mesurer du fait de sa grande taille, de sa limite généralement 

floue et de la localisation de la pastille en bordure de notre boîte.  

Au vu de ces résultats, la reproductibilité de la méthode est vérifiée par cet essai, mais une 

attention particulière devra être portée sur la lecture du diamètre d’inhibition de l’acide 

fusidique. Nous proposons par ailleurs que les souches catégorisées S avec un diamètre 

proche du diamètre critique unique de 24 mm soient contrôlées par la méthode de référence. 

Nous avons choisi de n’évaluer la variabilité inter-opérateur pour l’antibiogramme direct que 

pour une seule des souches de référence. Ce choix a été fait parce que le programme de 

contrôle interne de qualité hebdomadaire de l’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé 

ne montre de variabilité inter-opérateur notable pour aucun des couples souche/antibiotique 

testés au sein du laboratoire. Il s’agissait donc essentiellement de vérifier la reproductibilité 

d’un inoculum bactérien compatible avec l’antibiogramme, et cela pouvait être évalué en ne 

testant qu’une seule souche. 

 Le seul résultat d’EEQ récolté jusqu’alors va dans le sens de l’exactitude de la méthode 

pour les deux souches isolées dans cet essai (un S. aureus et un P. aeruginosa, tous deux de 

phénotype sauvage). Ce résultat devra être complété d’autres essais au fil des programmes 

d’EEQ afin de prouver l’exactitude de la méthode et son maintien dans le temps.  

 Les essais de comparaison des méthodes antibiogramme direct/antibiogramme à partir de 

colonies montrent une corrélation de 100% pour l’ensemble des couples germe/antibiotique 

testés en ce qui concerne les staphylocoques et les bacilles à Gram négatif non fermentaires. 

Les résultats sont satisfaisants pour les entérobactéries et les streptocoques, avec des taux de 

corrélation supérieurs au seuil fixé de 80% pour tous les couples germe/antibiotique. Nous 

mettons toutefois en évidence des discordances pour certaines molécules.  

Concernant les entérobactéries : 

 Il s’agit pour le mécillinam d’une erreur très majeure (souche R répondue S) et d’une 

erreur majeure (souche S répondue R) chez deux souches de E. coli. Ces discordances 

peuvent s’expliquer par le petit diamètre critique unique de cette molécule (15 mm). 

L’écart type observé lors des essais de répétabilité pour le couple mecillinam/E. coli 
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ATCC 25922 étant proche du millimètre (0,8 mm), ceci explique que la catégorisation 

puisse être erronée lorsque le diamètre d’inhibition est proche du diamètre critique. 

Cette molécule n’étant recommandée que dans le traitement des cystites, elle ne 

saurait être employée dans le traitement de bactériémies néanmoins et pourrait ne pas 

être répondue.  

 Pour la pipéracilline, une erreur mineure a été observée (souche I répondue S) 

concernant une souche de P. mirabilis productrice de pénicillinase. Cette discordance 

pourrait s’expliquer par un niveau d’expression moindre de ce mécanisme de 

résistance, qui serait lié aux conditions de culture (milieu liquide versus colonie) ou 

bien à l’utilisation de colonies issues de clones exprimant une quantité plus importante 

de cette enzyme. Dans tous les cas cette erreur aurait été rectifiée par l’interprétation 

phénotypique, et n’aurait donc pas porté à conséquence.  

 Concernant la nétilmicine, une erreur mineure a été relevée (souche I répondue S). Il 

s’agissait d’une souche de E. coli résistante par ailleurs à la gentamicine et à la 

tobramycine (sensible à l’amikacine). Là encore cette erreur peut être liée à un niveau 

d’expression différent du mécanisme de résistance. Cette erreur n’est probablement 

pas dûe à un inoculum inadapté étant donné l’absence d’effet inoculum pour cette 

famille d’antibiotiques. Cette discordance aurait pu conduire à une interprétation 

erronée, mais aurait pu être corrigée ou vérifiée en sachant que le phénotype de 

résistance ANT(2’’)-I, qui confère une résistance à la gentamicine, à la nétilimicine et 

à la kanamycine est plus fréquemment rencontré chez les entérobactéries que le 

phénotype AAC(3)-IV, qui touche la gentamicine mais épargne la nétilmicine (46). 

 Concernant l’association ticarcilline-acide clavulanique, une erreur majeure a été 

relevée (souche S répondue R). Il s’agissait d’une souche de E. coli productrice de 

pénicillinase qui présentait un diamètre de 21 mm pour la méthode évaluée versus 

23 mm pour la méthode de référence. Cette souche présentait par ailleurs un grand 

diamètre et une sensibilité sans ambigüité à l’association amoxicilline-acide 

clavulanique. En pratique courante, nous constatons régulièrement des profils de 

sensibilité discordants entre ces deux molécules, ce qui suggère que le diamètre 

critique de sensibilité à l’association ticarcilline-acide clavulanique est peut-être 

inadapté. Ce type d’erreur pourrait être évité en contrôlant la sensibilité à l’association 

ticarcilline-acide clavulanique lorsque l’amoxicilline-acide clavulanique apparait 

sensible 
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 La discordance observée pour le céfépime (erreur mineure, souche S répondue I) 

concernait une souche de E. coli qui exprimait sa céphalosporinase à bas niveau et 

dont le diamètre d’inhibition mesuré autour de cette molécule correspondait au 

diamètre critique de sensibilité (24 mm). Le diamètre d’inhibition mesuré lorsque 

l’antibiogramme avait été réalisé directement à partir du flacon positif était de 23 mm. 

Un tel résultat aurait en pratique conduit à un contrôle car le phénotype 

« céphalosporinase » épargne cette molécule. Ce type d’erreur pourrait être lié à 

l’incertitude de mesure inhérente au pied à coulisse, même si nous constatons lors des 

essais de répétabilité un écart type de 0,4 mm. Ceci met en lumière l’importance de 

l’identification et de l’interprétation du phénotype de résistance par le biologiste. 

Concernant les streptocoques, nous avons mis en évidence une erreur mineure qui concernait 

la détermination de la sensibilité à l’érythromycine d’une souche de E. faecalis (souche R 

répondue I). Le diamètre d’inhibition relevé sur l’antibiogramme réalisé selon la méthode de 

référence correspondait au diamètre critique de résistance (18mm), alors que le diamètre 

relevé sur l’antibiogramme réalisé directement à partir du flacon était de 19 mm. Là encore il 

s’agit d’une erreur de ± 1mm probablement liée à une incertitude de mesure. 

Au total, ces essais montrent une corrélation satisfaisante des antibiogrammes obtenus 

directement à partir des flacons d’hémoculture avec la méthode de référence. Hormis les 

erreurs inévitables liées aux incertitudes de mesures, les discordances observées concernaient 

soit des antibiotiques non utilisés dans le contexte bactériémie, soit des molécules pour 

lesquelles la reconnaissance du phénotype par le biologiste aurait permis le déclenchement 

d’un contrôle. Une vigilance particulière devra être apportée quant à la détection de la 

résistance aux aminosides des entérobactéries. Par ailleurs, le nombre de souches fixé pour les 

essais de comparaison de méthodes n’a pas été atteint en ce qui concerne les bacilles à Gram 

négatif non fermentaires (6 souches récoltées sur les 10 attendues par centre). Cette étude 

devra donc être complétée avant de tirer des conclusions définitives pour ce type de germes. 

 Une autre partie de notre travail concernait l’évaluation du bénéfice potentiel conféré par le 

rendu de l’antibiogramme 24 heures plus tôt avec cette méthode sur la prise en charge 

thérapeutique des patients bactériémiques. Pour cela, nous avons étudié de manière 

rétrospective les flacons d’hémoculture détectés positifs durant 41 jours, entre le 21/07/2016 

et le 31/08/2016. Si nous retrouvons  une prédominance de E. coli, présent dans une 

proportion concordante avec les données françaises récentes (33%), nous observons toutefois 
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une proportion de flacons positifs à staphylocoques à coagulase négative (14%) plus 

importante que dans l’étude SPA-BACT 2014 (10%) (18) ou bien dans celle d’Alfandari et al. 

(7,7%) (19). Cette différence peut s’expliquer par le fait que ces études multicentriques étaient 

menées dans différents types d’hôpitaux, notamment certains non pourvus de services de 

réanimations et de soins intensifs. Les études épidémiologiques concernant des patients de 

réanimation rapportent des proportions d’infections à staphylocoques à coagulase négative 

nettement supérieures : l’étude de Diego Delle Rose et al. qui portait sur une cohorte de 

patients de réanimation, rapporte 376 bactériémies parmi lesquelles 137 étaient dues à des 

staphylocoques à coagulase négative, soit un ratio de 36,4% (22). 

 Nous avons relevé 98 flacons considérés comme contaminés sur la période étudiée, pour la 

très grande majorité (n=92, 94%) avec des staphylocoques à coagulase négative. Le 

laboratoire ayant reçu 6789 flacons sur la période, ceci représente un taux de contamination 

de 1,44% des flacons prélevés. Ce chiffre se situe dans la fourchette basse de ceux rapportés 

dans la littérature, notamment dans la revue de Garcia et al. (47).  

Les traitements probabilistes relevés dans notre étude faisaient le plus souvent appel à une 

C3G, principalement de la ceftriaxone. Ceci parait adapté du fait de la prédominance des 

bactériémies à BGN. Toutefois, l’emploi en premier lieu de cette molécule va à l’encontre des 

recommandations de l’ANSM, qui préconisent parmi cette classe l’utilisation préférentielle du 

céfotaxime en raison d’un effet moins marqué sur la flore digestive (48). La proportion de 

patients recevant des associations d’antibiotiques à visée synergique incluant des aminosides 

était de 27%. Les autres associations de molécules (n=29, 20,6%) avaient pour objectif 

l’élargissement du spectre antibactérien, et parmi ces associations environ la moitié (n=14, 

48,3%) comportaient de plus de deux molécules. Ces chiffres auraient été à mettre en regard 

de la gravité des tableaux cliniques, que nous n’avons pas relevée dans cette étude ne 

s’appuyant que sur des critères microbiologiques.  

La proportion globale de germes multi-résistants relevée est moins élevée que dans l’étude 

d’Alfandari et al. (5,4% vs 8,7%). La proportion de SARM relevée relativement à l’ensemble 

des S. aureus isolés de flacons constituant des diagnostics (n=2, 10,5%) est inférieure à celle 

retrouvée dans l’étude précitée (18.9%), mais il s’agit d’une étude sur 1 mois, et en 2015 la 

proportion de SARM dans les bactériémies était de 21% au CHU de Rouen. Parmi les 97 

entérobactéries isolées de flacons constituant des diagnostics, 6 étaient productrices de BLSE, 

soit une proportion de 6,2%. Ces chiffres corroborent ceux retrouvés dans l’étude d’Alfandari 
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et al., qui retrouvait 17 entérobactéries présentant ce mécanisme de résistance parmi les 265 

souches d’entérobactéries responsables de cas de bactériémies, soit une proportion de 6.4% 

(19). 

Nous avons confronté les résultats des antibiogrammes aux traitements probabilistes reçus par 

les patients au moment du rendu de l’antibiogramme. Parmi les 25 patients pour lesquels le 

traitement probabiliste était inadapté, nous constatons qu’il était possible de corriger le 

traitement : 

 Au regard de l’identification bactérienne pour 8 patients (4 présentant des 

hémocultures à diplocoques qui se sont avérés être des entérocoques traités par C3G, 1 

E. faecium traité par imipénème, 1 P. aeruginosa traité par céfixime, 1 P. aeruginosa 

traité par ceftriaxone et 1 Egghertella lenta traitée par C3G). 

 Au regard des données de l’antibiogramme pour 17 patients (2 patients avec des 

hémocultures à entérobactéries qui se sont avérés résistants l’association 

amoxicilline/clavulanate traités par cette association, 5 entérobactéries avec des 

résistances acquises aux C3G, 5 entérobactéries avec des résistances acquises à 

l’association pipéracilline/tazobactam, 3 stayphylocoques méti-R traités par bêta-

lactamines, 1 staphylocoque résistant à la daptomycine et 1 streptocoque SDBL traité 

par amoxicilline/clavulanate). 

Ceci souligne l’importance de disposer des données de l’antibiogramme le plus rapidement 

possible pour réévaluer un traitement probabiliste inefficace.  

La proportion de patients dont le traitement pouvait être réévalué vers des molécules à spectre 

plus étroit au vu des données de l’antibiogramme est importante (72,4%). Ce chiffre est 

toutefois à considérer avec prudence étant donné que seules les données de l’antibiogramme 

ont été prises en compte pour évaluer la possibilité d’une réévaluation, et que certaines 

situations cliniques imposent le maintien d’une antibiothérapie probabiliste (traitement 

d’autres infections concomitantes, paramètres pharmacocinétiques/ pharmacodynamiques 

etc.). 

L’obtention d’un antibiogramme plus précocement n’offre un bénéfice pour la prise en charge 

des patients que si l’information transmise peut permettre un changement d’attitude 

thérapeutique. En faisant l’hypothèse que les traitements ne sont pas réévalués après 17 

heures dans la plupart des services cliniques, il serait nécessaire que les antibiogrammes 
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soient lus et interprétés par un biologiste jusqu’à 16 heures. Le délai d’incubation minimum 

des antibiogrammes en milieu gélosé préconisé par le CA-SFM étant de 16 heures, cela 

autorise la réalisation d’antibiogrammes directs jusqu’à minuit. Par ailleurs, les flacons 

détectés positifs avant midi au CHU de Rouen font l’objet d’une culture rapide permettant la 

réalisation de l’antibiogramme par la méthode conventionnelle dès l’après midi. Nous en 

déduisons qu’il est intéressant de faire des antibiogrammes directs pour les flacons détectés 

positifs entre midi et minuit, afin de disposer d’un résultat 24h plus tôt. Dans cette étude, nous 

observons sur cette plage horaire une répartition entre les flacons considérés comme 

diagnostics, ceux correspondant à des bactériémies connues et ceux contaminés équivalente à 

celle observée pour les flacons ouverts avant midi. En considérant que tous les flacons de 

patients sans antécédent de bactériémie auraient pu faire l’objet d’un antibiogramme direct, 

nous estimons que la mise en œuvre de cette méthode sur la période étudiée aurait conduit à la 

réalisation de 143 antibiogrammes, qui auraient pu servir à : 

 Réévaluer un traitement inefficace 24 heures plus tôt pour 9% d’entre eux (n=13). 

Il s’agissait de flacons de 9 patient ayant des bactériémies à entérobactéries 

résistantes aux molécules administrées (5 aux C3G, 2 à l’amoxicilline/clavulanate 

et 2 à la pipéracilline/tazobactam), 2 patients traités par C3G infectés par des 

entérocoques, 1 patient traité par daptomycine infecté par une souche de 

S. epidermidis résistante à cette molécule et 1 patient traité par amoxicilline-acide 

clavulanique infecté par un streptocoque SDBL,. 

 Réévaluer des traitements probabilistes efficaces pour des molécules à spectre plus 

étroit 24 heures plus tôt pour 33% d’entre eux (n=47). Une proportion de 47% des 

patients concernés (n=22) recevait des associations d’antibiotiques, dont 5 

comprenant plus de deux molécules. Ils étaient traités par des C3G pour 49% 

d’entre eux (n=23), l’association pipéracilline/tazobactam pour 21% (n=10), 19% 

(n=9) recevaient des glycopeptides, 13% (n=6) l’association amoxicilline/acide 

clavulanique et 4% (n=2) des fluoroquinolones.  

 Mettre en place des mesures d’isolement contact 24 heures plus tôt pour 4 patients 

infectés par des BMR (4 E. coli BLSE).  

 Le service rendu par la mise en œuvre de cette méthode d’antibiogramme direct paraît 

donc intéressant. Elle demande toutefois un effort important de la part du laboratoire en 

termes de ressources humaines et d’organisation technique. Cela nécessite par ailleurs que les 



73 
 

résultats obtenus fassent l’objet d’une communication téléphonique aux cliniciens, afin de 

s’assurer que la mise à disposition des données de l’antibiogramme à des horaires variés 

puisse permettre la mise en route ou la réévaluation des traitements antibiotiques. Enfin, il 

serait intéressant d’associer à ce travail une étude médico-économique pour évaluer l’impact 

en termes de coût, mais aussi de médicaments prescrits, de diminution de morbidité et de 

mortalité. 
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5 Conclusion 

Nous avons mis au point une méthode permettant la réalisation des antibiogrammes par 

diffusion en milieu gélosé directement à partir des flacons d’hémoculture positifs. La diversité 

des germes en cause dans les bactériémies et la multiplicité des facteurs susceptibles 

d’influencer in fine les résultats, tout particulièrement le caractère vivant de « l’analyte », ont 

nécessité de nombreux essais. 

Le mode opératoire pour lequel nous avons opté consiste à diluer, dans un volume défini 

de sérum physiologique, un nombre de gouttes de milieu de culture qui est fonction de la 

morphologie bactérienne observée à l’examen direct après coloration de Gram. Ce mode 

opératoire demande peu de manipulations, et se distingue de ceux retrouvés dans la littérature 

par la relative simplicité de sa mise en œuvre. La principale difficulté est de maîtriser 

l’inoculum bactérien ensemencé, aussi il est nécessaire de le contrôler grâce à l’abaque que 

nous avons construit.  

Nous sommes parvenus à définir des conditions de dilution permettant d’aboutir à des 

inocula compatibles avec l’antibiogramme pour les principales familles de germes 

responsables de bactériémies, exception faite du pneumocoque. 

Au regard des résultats relevés lors des différents essais effectués, les critères évalués pour 

cette méthode validée en portée B montrent des performances acceptables. En particulier, les 

résultats de la comparaison avec la méthode de l’antibiogramme par diffusion en milieu 

gélosé réalisé à partir de colonies montrent une bonne concordance. 

La mise en œuvre d’une telle méthode au CHU de Rouen permettrait de réduire de 24 

heures le délai de rendu de l’antibiogramme pour les flacons détectés positifs entre midi et 

minuit. L’étude rétrospective des dossiers de patients bactériémiques sur une période de 41 

jours montre de potentiels bénéfices conférés par la mise en production de cette méthode, et 

notamment sur la prise en charge thérapeutique des patients, ce qui souligne l’intérêt d’une 

mise en route rapide. 
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7 Annexes 

 
Tableau 15 Résumé des inocula obtenus en fonction des dilutions testées : Staphylocoques. 

Staphylocoques (toutes espèces confondues) 

Dilutions testées 
Nombre 

d'essais 
Inoculum 

moyen  
Min Max 

Nombre d'obtentions de 

l'inoculum souhaité 
Proportion Gouttes/ 

Volume 
Facteur de 

dilution 

1/2ml 0,01 7 6,01E+06 1,00E+05 1,00E+07 0 0% 

5/10ml 0,025 13 2,18E+06 1,00E+05 1,00E+07 0 0% 

10/10ml 0,05 6 2,35E+07 1,00E+06 1,00E+08 1 17% 

5/2ml 0,125 51 1,67E+08 1,00E+05 1,00E+09 34 67% 

 
Tableau 16 Résumé des inocula obtenus en fonction des dilutions testées : S. aureus. 

S. aureus 
Dilutions testées 

Nombre 

d'essais 
Inoculum 

moyen  
Min Max 

Nombre d'obtentions de 

l'inoculum souhaité 
Proportion Gouttes/ 

Volume 
Facteur de 

dilution 

5/10ml 0,025 3 7,00E+05 1,00E+05 1,00E+06 0 0% 

10/10ml 0,05 3 7,00E+06 1,00E+06 1,00E+07 0 0% 

5/2ml 0,125 26 1,86E+08 1,00E+06 1,00E+09 18 62% 

 
Tableau 17 Résumé des inocula obtenus en fonction des dilutions testées : Staphylocoques à coagulase négative. 

Staphylocoques à coagulase négative 

Dilutions testées 
Nombre 

d'essais 
Inoculum 

moyen  
Min Max 

Nombre d'obtentions de 

l'inoculum souhaité 
Proportion Gouttes/ 

Volume 
Facteur de 

dilution 

1/2ml 0,01 7 6,01E+06 1,00E+05 1,00E+07 0 0% 

5/10ml 0,025 10 2,62E+06 1,00E+05 1,00E+07 0 0% 

10/10ml 0,05 3 4,00E+07 1,00E+07 1,00E+08 1 33% 

5/2ml 0,125 25 1,48E+08 1,00E+05 1,00E+09 16 64% 

 
Tableau 18 Résumé des inocula obtenus en fonction des dilutions testées : Entérobactéries. 

Entérobactéries  

Dilutions testées 
Nombre 

d'essais 
Inoculum 

moyen  
Min Max 

Nombre d'obtentions de 

l'inoculum souhaité 
Proportion Gouttes/ 

Volume 
Facteur de 

dilution 

1/2ml 0,01 5 4,60E+07 1,00E+07 1,00E+08 2 40% 

5/10ml 0,025 9 1,50E+07 1,00E+06 1,00E+08 1 11% 

10/10ml 0,05 4 5,03E+08 1,00E+06 1,00E+09 0 0% 

5/2ml 0,125 52 3,02E+08 1,00E+06 1,00E+09 37 71% 
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Tableau 19 Résumé des inoculas obtenus en fonction des dilutions testées : Streptocoques (autres que pneumocoque). 

Streptocoques autres que S.pneumoniae 

Dilutions testées 
Nombre 

d'essais 
Inoculum 

moyen 
Min Max 

Nombre d'obtentions de 

l'inoculum souhaité 
Proportion Gouttes/V

olume 
Facteur de 

dilution 

5/2ml 0,125 3 3,70E+07 1,00E+06 1,00E+08 1 33% 

10/2ml 0,25 23 8,75E+07 1,00E+06 1,00E+09 9 39% 

15/2ml 0,376 23 2,05E+08 1,00E+06 1,00E+09 17 74% 

 
Tableau 20 Résumé des inocula obtenus en fonction des dilutions testées : Bacilles Gram négatif non fermentaires. 

Bacilles Gram négatifs non fermentaires 

Dilutions testées 
Nombre 

d'essais 
Inoculum 

moyen  
Min Max 

Nombre d'obtentions de 

l'inoculum souhaité 
Proportion Gouttes/ 

Volume 
Facteur de 

dilution 

1/2ml 0,01 5 2,44E+06 1,00E+05 1,00E+07 1 20% 

5/10ml 0,025 8 1,90E+05 1,00E+04 1,00E+06 0 0% 

10/10ml 0,05 3 4,00E+04 1,00E+04 1,00E+05 0 0% 

5/2ml 0,125 9 1,60E+07 1,00E+06 1,00E+08 4 44% 

 
Tableau 21 Comparaison de méthode - Entérobactéries 

Entérobactéries Concordance de catégorie (S, I ou R) 

Antibiotique Concordance essentielle Nombre d'erreurs 

 
% Nombre de VME Nombre de ME Nombre de mE 

Acide nalidixique 100 - - - 

Amikacine 100 - - - 

Amox + ac clav 100 - - - 

Ampicilline 100 - - - 

Aztréonam 100 - - - 

Céfalexine 100 - - - 

Céfépime 100 - - 1 

Céfixime 100 - - - 

Céfotaxime 100 - - - 

Céfoxitine 100 - - - 

Ceftazidime 100 - - - 

Céfotaxime 100 - - - 

Ciprofloxacine 100 - - - 

Ertapénème 100 - - - 

Fosfomycine 100 - - - 

Gentamicine 100 - - - 

Imipénème 100 - - - 

Mécillinam 90 1 1 - 

Méropénème 100 - - - 

Nétilmicine 95 
  

1 

Furanes 100 - - - 

Ofloxacine 100 - - - 

Pipéracilline 95 - - 1 

Pipé + tazobactam 100 - - - 

Témocilline 100 - - - 

Ticarcilline 100 - - - 

Ticar+ac clav 95 - 1 - 

Tobramycine 100 - - - 

Triméthoprime 100 - - - 

Cotrimoxazole 100 - - - 
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RESUME 

 

Les bactériémies ont des conséquences importantes en termes de morbidité et de mortalité. L’hémoculture 

en permet le diagnostic. L’adaptation précoce du traitement antibiotique aux données de l’antibiogramme, 

pour réévaluer un traitement inefficace ou pour réduire le spectre de l’antibiothérapie, améliore de manière 

significative le pronostic des patients : il est donc important que le laboratoire mette les données de 

l’antibiogramme à disposition du clinicien le plus précocement possible. 

Les recommandations actuelles préconisent la réalisation de l’antibiogramme à partir de colonies isolées, ce 

qui en pratique courante ne permet un rendu que 48h après détection de positivité des flacons. 

Notre travail a consisté à mettre au point une méthode permettant la réalisation de l’antibiogramme 

directement à partir de flacons d’hémoculture positifs, dans le but de réduire de 24h ce délai.  

Nous avons opté pour la méthode par diffusion en milieu gélosé à partir de dilution de gouttes de bouillon 

des flacons dans du sérum physiologique. La principale difficulté était la maitrise de l’inoculum bactérien. 

Nous sommes parvenus à définir des conditions de dilution appropriées pour les principales familles de 

germes, exception faite de S. pneumoniae. La vérification des performances de cette méthode selon les 

préconisations du COFRAC en portée B montre des résultats satisfaisants, notamment une excellente 

corrélation avec la méthode conventionnelle.   

Enfin, nous avons mesuré le bénéfice potentiel de cette méthode en menant une étude rétrospective sur les 

flacons détectés positifs durant une période de 41 jours au CHU de Rouen. Cette étude montre de potentiels 

bénéfices conférés par la mise en production de cette méthode, et notamment sur la prise en charge 

thérapeutique des patients, ce qui souligne l’intérêt d’une mise en route rapide.  

 

______________________________________________________________________________________ 

 

MOTS CLES : Bactériémies-Hémocultures-Résistance aux antibiotiques-Antibiogrammes-Antibiothérapie 

______________________________________________________________________________________ 

JURY 

Président : Mme PESTEL CARON Martine, Professeur 

Membres : Mme BOYER Sophie, Docteur en pharmacie 

  M. CARON François, Professeur  

  M. MISSET Benoît, Professeur 

  M. CATTOEN Christian, Docteur en Pharmacie 

______________________________________________________________________________________ 

DATE DE SOUTENANCE : 10 octobre 2016 


