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SRIS : Syndrome de Réponse Inflammatoire Systémique 

ESICM : European Society of Intensive Care Medecine 

SOFA : Sequential Organ Failure Assessment 

qSOFA : quick Sequential Organ Failure Assessment 

PAM : Pression Artérielle Moyenne 
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INTRODUCTION 

 

Les bactériémies constituent aujourd’hui encore un problème majeur de Santé 

Publique, de part la mortalité qu’elles entraînent et les surcoûts qu’elles engendrent.  Les taux 

croissants de bactéries résistantes aux antibiotiques limitent les options de traitement,  ce qui 

entraîne une utilisation empirique d’antibiotiques à large spectre.  

 

Le diagnostic des bactériémies repose sur la mise en culture des bactéries 

éventuellement présentes dans le sang. Pour cela, des prélèvements sanguins appelés 

hémocultures sont réalisés chez les patients présentant des symptômes suggérant un sepsis. La 

prise en charge de ces hémocultures au laboratoire de microbiologie nécessite une incubation 

de ces flacons d’hémoculture. En cas de positivité, les bactéries sont identifiées puis un 

antibiogramme est effectué. La réalisation de ces deux étapes nécessite 24 à 72h.   

 

Depuis quelques années, nous assistons à l’apparition de nouveaux outils pour le 

diagnostic microbiologique avec une approche syndromique. Ainsi, la recherche simultanée 

de différents pathogènes est possible à partir d’un prélèvement. Ces méthodes ont l’avantage 

de mener des investigations diagnostiques lorsqu’un patient présente des symptômes cliniques 

non spécifiques d’un agent pathogène. Elles connaissent aujourd’hui de larges applications, 

notamment dans le diagnostic des méningites, des bronchopneumopathies, des infections 

digestives et sexuellement transmissibles, mais aussi dans le diagnostic des bactériémies. Ces 

technologies, rapides et fiables, ont un triple rôle : limiter l’antibiorésistance, diminuer 

l’impact médico-économique et améliorer la prise en charge des patients. En effet, l’obtention 

rapide de résultats permet d’ajuster plus précocement l’antibiothérapie, de diminuer la durée 

d’hospitalisation et ainsi améliorer la survie des patients.  

Le système Accelerate PhenoTM 
(Accelerate Diagnostics, USA) est un système de 

diagnostic in vitro entièrement automatisé. Il est conçu pour effectuer l’identification en 

moins de 90 minutes et le test de sensibilité aux antibiotiques en moins de 5h, directement à 

partir des hémocultures positives. 

 

L’objectif de ce travail a été d’évaluer les performances de ce nouvel automate. Un 

souchier de bactéries issues du service de Microbiologie du CHU de Nîmes (Laboratoire 

expert des BMR et des BHRe pour l’ancienne région Languedoc-Roussillon) a été utilisé. 



 
20 

Après quelques rappels sur les bactériémies et l’hémoculture, une revue de la littérature sur 

les techniques rapides de diagnostic disponibles sur le marché sera détaillée. Les résultats 

d’identification et d’antibiogramme obtenus par le système Accelerate PhenoTM seront 

exposés, comparés à ceux obtenus par des méthodes conventionnelles utilisées en routine au 

laboratoire et discutés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
21 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie I:  

Revue de la littérature – Méthodes 

diagnostiques des bactériémies au 

laboratoire 
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1. Bactériémies 

1.1. Définitions 

 

La bactériémie est définie par la présence de bactéries viables dans le sang circulant, 

milieu normalement stérile. Il faut distinguer les bactériémies asymptomatiques et 

symptomatiques.  

Les premières peuvent être physiologiques (notamment en période post-prandiale ou après 

brossage des dents), elles correspondent à un passage bref et transitoire dans le sang d’une 

faible quantité de bactéries. Il n’y a pas de signes cliniques associés et les moyens de défense 

naturels mis en œuvre par l’organisme permettent de contrecarrer rapidement cette 

bactériémie.  

Les deuxièmes, anciennement dénommées septicémies, sont dues à des décharges de 

germes pathogènes massives et répétées dans le sang à partir d’un foyer septique. La notion 

de sepsis a été définie par l’American College of Chest Physicians (ACCP) et la Society of 

Critical Care Medecine (SSCM) en 1992 (1). Elle correspond à l’association d’une infection 

présumée et d’un Syndrome de Réponse Inflammatoire Systémique (SRIS) défini par ladite 

conférence. Pour simplifier, le SRIS est composé de quatre variables : température, fréquence 

cardiaque, fréquence respiratoire et nombre de leucocytes dans le sang circulant. Il s’agit d’un 

état inflammatoire généralisé, également présent dans d’autres pathologies à composante 

inflammatoire (pancréatite, ischémie, polytraumatisme). Lors de cette conférence, une 

gradation des stades infectieux a été établie : sepsis, sepsis sévère et choc septique (Tableau 

1). 
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Tableau 1. Définition des différents stades infectieux selon Bone et al. 1992 (1) 

 

Ces définitions, trop peu spécifiques, ont abouti à un élargissement des critères 

diagnostiques lors d’une conférence de consensus internationale en 2001 (2). Malgré cette 

réévaluation, la liste de variables proposée reste difficile à utiliser pour définir le sepsis et a 

continué de faire débat (3).  

Devant l’amélioration des connaissances sur le plan physiopathologique et thérapeutique, 

The European Society of Intensive Care Medecine (ESICM) et la SCCM ont révisé les 

définitions des différents stades infectieux en février 2016 (4). Les anciennes définitions 

reposaient largement sur le niveau d’inflammation et sur l’hypothèse d’un continuum entre les 

3 concepts. Les nouvelles définitions du sepsis sont basées sur la dysfonction d’organe et le 

niveau de mortalité observé. Le sepsis est maintenant défini comme « un dysfonctionnement 

d'organe avec mise en jeu du pronostic vital, lié à une réponse dérégulée de l'hôte à 

l'infection ». Le score SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) permet de définir la 

dysfonction d’organe. Il est considéré comme positif lorsqu’il est supérieur ou égal à 2 

(Tableau 2).  

 

 

 

 

SRIS  

(au moins 2 manifestations 

clinico-biologiques 

suivantes) 

 Fièvre > 38 °C ou < 36 °C 

 Tachycardie > 90 battements / min 

 Tachypnée avec fréquence respiratoire > 20/min ou 

hyperventilation avec PaCO2 > 32 mmHg 

 Hyperleucocytose > 12000/mm3 ou leucopénie < 4000/mm3 ou 

formes immatures > 10% 

Sepsis SRIS + infection  

Sepsis sévère Sepsis avec défaillance viscérale ou hypoperfusion tissulaire 

Choc septique Sepsis avec hypotension réfractaire au remplissage vasculaire 
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Tableau 2. Définition du score SOFA selon Singer et al., 2016 (4) 

 

Un score simplifié, le quick SOFA (qSOFA), permet d’identifier la sévérité des patients 

suspectés d’infections avec un mauvais pronostic (5). Ils doivent présenter 2 critères parmi les 

3 suivants :  

 Pression artérielle systolique ≤ 100 mmHg 

 Fréquence respiratoire ≥ 22/min 

 Confusion 

Le choc septique correspond maintenant à une continuité du sepsis avec des anomalies 

circulatoires et métaboliques associées à une mortalité plus importante que le sepsis seul 

(Tableau 3).  

 

Tableau 3. Nouvelle définition du choc septique selon Shankar-Hari et al., 2016 (6) 

Ces nouvelles définitions ont l’avantage de la simplicité en supprimant le distinguo 

sepsis/sepsis grave. Elles ont mis en évidence le manque de performance des critères SRIS 

Choc septique  Sepsis 

 Besoin en vasopresseurs pour maintenir une PAM ≥ 65 

mm Hg 

 Lactates > 2mmol/l malgré remplissage 
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pour détecter le sepsis. Dans leurs analyses, le sepsis implique qu’il y ait une dysfonction 

d’organe, c’est pourquoi les experts préconisent d’utiliser le score SOFA. Ce score nécessite 

des prélèvements multiples et est donc difficile à utiliser hors réanimation. Le score quick 

SOFA, accessible et intuitif permet de pallier à ce problème. La prise en charge des patients 

les plus graves peut ainsi être accélérée.  

 

1.2. Epidémiologie et économie 

 

Les bactériémies demeurent une cause importante de mortalité et morbidité dans le 

monde, plus particulièrement lors de sepsis sévère et de choc septique (7,8). 

 En 2012, Martin et al. estiment que l’incidence du sepsis avoisinait le million de cas 

annuels chez les patients hospitalisés aux Etats-Unis (9). Une étude récente menée aux Etats-

Unis dans 27 hôpitaux universitaires fait état d’une incidence des chocs septiques à la hausse 

entre 13 et 19 pour 1000 hospitalisations et une mortalité légèrement en baisse aux alentours 

de 50% (10).  Dans la plupart des pays occidentaux, l’incidence du sepsis sévère est comprise 

entre 50 et 100 cas pour 100 000 habitants. Le taux de mortalité est estimé entre 20 et 50% en 

cas de sepsis sévère et jusqu’à 80% en cas de choc septique (9). Des études européennes et 

américaines sur l’écologie microbienne des sepsis montrent que les 2 pathogènes les plus 

fréquemment isolés sont Escherichia coli et Staphylococcus aureus (11,12). En 2015, Opota 

et al. ont recensé l’ensemble des germes identifiés dans les hémocultures sur 1 année pour les 

patients de l’hôpital universitaire de Lausanne (Figure 1). Parmi plus de 16 000 

identifications, E. coli et S. aureus ont été retrouvés dans 42% des cas (13). 
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Figure 1. Top 20 des germes identifiés dans les hémocultures à l’hôpital de Lausanne en 2013 

selon Opota et al. (13) 

 

 

La prise en charge des sepsis représente un problème majeur de santé publique, elle est 

l’une des principales causes d’admission en unité de soins intensifs et reste associée à une 

mortalité élevée. L’impact socio-économique est important. En effet, la prise en charge de ces 

patients nécessite, en raison des défaillances multiviscérales fréquemment associées, des soins 

lourds et spécifiques.  En 2005, une étude d’Adrie et al. a évalué le coût relatif à la prise en 

charge du sepsis sévère en France. Sur 1698 patients, le coût moyen a été évalué à 22 800 € 

(14). Des revues de la littérature sur l’impact économique du sepsis font le même constat, les 

coût liés à la prise en charge du sepsis s’étalent entre 18 000 et 44 000 € selon la gravité. Les 

frais sont d’autant plus importants que le sepsis a été déclaré durant le séjour en unité de soins 

intensifs..(15) 
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2. L’hémoculture 

2.1. Définitions 

 

L’hémoculture est définie par la culture bactériologique et/ou mycologique de sang en vue 

de diagnostiquer une bactériémie ou une fongémie. Il s’agit d’un examen clé qui permet de 

détecter et d’identifier l’agent pathogène en cause puis de caractériser son profil de sensibilité 

aux antibiotiques. Par conséquent, cet examen doit être parfaitement réalisé, du pré-analytique 

au rendu de résultat (16,17). 

 

2.2. Le prélèvement 

2.2.1. Mode de prélèvement 

 

En cas de suspicion de bactériémie, les hémocultures sont prélevées par ponction veineuse 

après une asepsie rigoureuse (18). Pour l’adulte, chaque « hémoculture » correspond à une 

paire de flacons qui diffère par leur atmosphère (flacon aérobie et anaérobie). Ces flacons sont 

pré-remplis d’un bouillon nutritif, d’anticoagulant et de résines chélatrices d’antibiotiques. 

Ces différentes conditions sont nécessaires pour mettre en évidence des germes très variés 

potentiellement impliqués. Le REMIC 2015 déconseille le prélèvement ailleurs qu’en 

ponction veineuse périphérique, notamment via des dispositifs intra-vasculaires. Le risque de 

contamination est trop important et la distinction entre colonisation et infection est infaisable 

(17). 

Afin de limiter les faux négatifs, les prélèvements doivent être réalisés avant toute 

antibiothérapie ou après une fenêtre thérapeutique de 24 à 48h. 

Le volume prélevé est un facteur essentiel de l’examen. En 2016, Lamy et al. ont montré 

que la sensibilité de l’hémoculture était directement dépendante du volume de sang prélevé 

(19). Un volume insuffisant est associé à une perte de chance diagnostique, la probabilité 

d’introduire dans les hémocultures une quantité de micro-organismes inférieure au seuil de 

détection étant augmentée. Idéalement, le volume à prélever par flacon, pour un adulte, est de 

8 à 10 ml. Ainsi, le volume optimal recommandé par épisode clinique et par 24h est de 40 à 

60 ml.  
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2.2.2. Stratégie de prélèvement 

 

Classiquement, les hémocultures font objet d’un prélèvement multiple. L’examen consiste à 

prélever 4 à 6 flacons en 2 à 3 ponctions espacées d’au moins 30 minutes, si possible au 

moment du pic fébrile et sur une période de 24h. Cependant, le concept de bactériémie 

intermittente a été remis en cause (19–21). Ainsi, sur une période de 24h, la détection des 

bactériémies est, à volume de sang égal, équivalente quelque soit la stratégie de prélèvement 

(unique ou multiple) (17). De plus, la proportion de faux positifs augmente avec le nombre de 

prélèvements.  

Dans certains établissements, au CHU de Nîmes notamment,  la tendance est au 

prélèvement unique, c’est à dire le prélèvement en une seule fois de 6 flacons d’hémoculture. 

Différentes études ont mis en évidence les performances globales de cette stratégie de 

prélèvement comparée au prélèvement multiple (20,21). Il en résulte plusieurs avantages, la 

diminution des contaminants, l’augmentation du confort du patient et surtout la possibilité de 

démarrer une antibiothérapie probabiliste précocement. La mise en place de cette pratique est 

plus simple et mieux suivi par les services de soins.  

 

2.3. Détection de la croissance bactérienne 

 

Actuellement, la croissance bactérienne est essentiellement détectée par des systèmes 

automatisés. Les hémocultures sont incubées à 35 °C dans des automates à agitation 

permanente et de détection continue. Trois systèmes commerciaux et leurs milieux associés se 

partagent la quasi-totalité du marché : BD BactecTM (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, 

France), BacT/ALERT® 3D (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) et VersaTREK® (TREK 

Diagnostics Systems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Les deux premiers détectent 

la présence de micro-organismes en analysant leur production de CO2 soit par fluorimétrie 

pour le BactecTM  soit par colorimétrie pour le BacT/ALERT®. Le dernier mesure la variation 

de la pression atmosphérique au sein du flacon (17). 
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2.4. Prise en charge des hémocultures positives 

 

Tout flacon déclaré positif sur l’automate devient un examen urgent. Il est réalisé un 

examen direct microscopique (par coloration de Gram) et des milieux de cultures 

supplémentés au sang sont ensemencés à J0 et placés sous différentes atmosphères : aérobie, 

enrichie en CO2 (5%) et anaérobie. Selon la morphologie du micro-organisme à l’examen 

direct, des milieux complémentaires sont ensemencés. Dans la plupart des cas, l’identification 

des bactéries se fera à partir des cultures 18 à 24h plus tard à J1 et l’antibiogramme sera 

disponible à J2.  

Certains laboratoires ensemencent un antibiogramme par diffusion en milieu gélosé 

directement à partir du flacon d’hémoculture positif afin de rendre le résultat final 24h plus tôt 

(24). Ainsi, l’identification est rendue en même temps que l’antibiogramme. Cette méthode, 

pratique et rapide, ne permet pas de déterminer la densité bactérienne. L’inoculum bactérien 

ensemencé n’est pas maîtrisé  et la qualité de l’antibiogramme peut être impactée. 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 » (25). Au sein du CASFM, un groupe de travail se penche 

actuellement sur la faisabilité de réalisation d’antibiogramme directement sur les flacons 

d’hémoculture.  

 

 

3. Identification et antibiogramme 

3.1. Techniques d’identification applicables après culture bactérienne 

 

Une fois isolées, les colonies bactériennes sont identifiées. Cette étape est très importante 

puisqu’en fonction du germe identifié, le clinicien pourra initier ou ajuster son 

antibiothérapie. Initialement, les méthodes manuelles d’identification reposaient à la fois sur 

l’aspect microscopique (coloration de Gram) et sur les caractéristiques biochimiques de la 

bactérie à identifier. Ces techniques sont toujours d’actualité mais la lecture et l’interprétation 

des résultats ont été automatisées. Cependant, c’est la spectrométrie de masse de type 



 
30 

MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization - Time of Flight) qui a 

véritablement révolutionné l’identification bactérienne, de part sa simplicité et sa rapidité 

d’utilisation (26). 

 

3.1.1. Techniques manuelles 

 

La première à citer est la coloration de Gram. Cette coloration repose sur la différence de 

composition de la paroi bactérienne entre les bactéries à Gram positif et celles à Gram négatif. 

La lecture au microscope permet de donner un premier niveau d’identification au clinicien 

(27). 

La deuxième est la détermination du métabolisme bactérien. Chaque espèce bactérienne 

possède des substrats préférentiels et exprime des caractéristiques métaboliques propres à son 

mode de vie.  L’activité des enzymes et la capacité de croître en présence de certains substrats 

constituent la base de ces tests. Après 12h d’incubation, la croissance bactérienne fournit un 

profil réactionnel que l’on peut lire de façon manuelle ou automatisée. On peut citer, par 

exemple, les galeries API® (bioMérieux) (Figure 2).  

L’association de ces caractéristiques réunies permet de connaître le genre et l’espèce 

bactérienne de l’isolat. 

 

Figure 2. Exemple de galerie API® : galerie API®20E utilisée dans l’identification des 

entérobactéries 
 

3.1.2. Techniques automatisées basées sur des critères biochimiques 

Selon le même principe, des techniques automatisées ont vu le jour. Le fonctionnement, la 

lecture et l’interprétation ont été miniaturisés et automatisés. Les trois principaux systèmes 

commerciaux sont les suivants : le Vitek®2 (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France), le 

Phoenix® (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) et le MicroScan® (Beckman 

Coulter, Brea, USA) (Tableau 4). Largement comparés, ces automates permettent 

l’identification du genre et de l’espèce bactérienne de la plupart des isolats cliniques. Le choix 

des « cartes d’identification » est conditionné par la coloration de Gram (Figure 3). Un 
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antibiogramme est également réalisable à partir de la même suspension. Les résultats sont 

obtenus en quelques heures avec un score de fiabilité pour l’identification. 

Malgré l’essor de la spectrométrie de masse, l’identification biochimique automatisée 

reste très utilisée dans les laboratoires de biologie médicale. 

 

Figure 3. Exemple de carte Vitek® 2 

 

3.1.3. La spectrométrie de masse MALDI-TOF 

 

La spectrométrie de masse par Matrix Assisted Laser Desorption and Ionization 

(MALDI)- Time Of Flat (TOF) est une technique qui permet de détecter et identifier des 

molécules par mesure de leur « temps de vol ». Le principe est basé sur la transformation, 

après ionisation (laser), des molécules dans leur état naturel en ions à l’état gazeux afin 

d’obtenir leur masse moléculaire par analyse du rapport masse/charge (m/z). Les empreintes 

spectrales obtenues sont comparées à une banque de données comportant des milliers de 

spectres différents. Un score d’identification est déterminé et validé s’il est suffisant (28). 

Trois systèmes commerciaux sont disponibles sur le marché : le Microflex LT Maldi-

Biotyper® (Bruker Daltonics, Brême, Allemagne), le Vitek-MS® (bioMérieux, Marcy 

l’Etoile, France) et le LT2® (Andromas, Paris, France). Différentes études ont comparé les 

systèmes et montré leurs très bonnes performances. Les performances obtenues pour les 

systèmes Bruker et bioMérieux sont similaires avec 94% d‘identification correcte des espèces 

(29,30). 
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Depuis 2010, cette technologie a révolutionné la microbiologie médicale en permettant 

l’identification rapide en quelques minutes des bactéries isolées sur milieu solide. La rapidité, 

la simplicité d’utilisation et la précision supplantent les méthodes traditionnelles utilisées 

jusqu’alors (31). D’un point de vue économique, c’est une technique très rentable, le coût de 

la technique étant dans l’acquisition du spectromètre de masse. Néanmoins, cette technique 

peut présenter des faiblesses pour identifier certains germes. Ces difficultés sont reliées à une 

mauvaise discrimination des bactéries ayant un profil protéique similaire, telles que 

Escherichia coli et Shigella spp., Streptococcus pneumoniae et Streptococcus mitis/oralis ou 

encore les espèces du complexe Enterobacter cloacae (32). 

 

Figure 4. Exemple de spectromètre de masse, Vitek-MS® (bioMérieux) 

 

3.1.4. Antibiogramme 

  

Après l’identification, l’étude in vitro de l’activité des antibiotiques sur la bactérie 

impliquée dans le sepsis est une étape cruciale de la prise en charge du patient en permettant 

le choix d’une antibiothérapie adaptée. L’antibiogramme étudie l’activité bactériostatique 

d’un panel d’antibiotiques vis-à-vis d’une souche bactérienne, c’est-à-dire l’aptitude de la 

molécule à inhiber momentanément la croissance bactérienne. Des Concentrations Minimales 

Inhibitrices (CMI) sont ainsi déterminées pour chaque antibiotique. Elles correspondent aux 

plus faibles concentrations d’antibiotiques capables d’inhiber toute croissance visible de la 
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bactérie in vitro. Pour chaque antibiotique testé, la souche sera classée dans l’une des 3 

catégories suivantes : Sensible (S, forte probabilité de succès thérapeutique), Intermédiaire (I, 

probabilité d’efficacité thérapeutique inconnue) ou Résistant (R, forte probabilité d’échec 

thérapeutique). Les règles de réalisation et d’interprétation sont codifiées par des sociétés 

savantes: le Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie (CASFM), 

l’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) pour le côté 

Européen et le Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) aux Etats-Unis. Ces 

comités d’experts actualisent chaque année les valeurs des concentrations critiques qui 

délimitent les catégories S/I/R à partir de données pharmacocinétiques, pharmacodynamiques, 

microbiologiques et cliniques.  

L’antibiogramme est réalisé soit en milieu liquide soit en milieu solide. Il existe pour 

chaque méthode des techniques manuelles et automatisées.  

3.1.4.1. Milieu liquide  

 

La technique de référence, dite de microdilution, consiste à ensemencer un inoculum 

bactérien standardisé au contact de concentrations croissantes d’antibiotiques. L’inoculum est 

distribué dans une série de cupules contenant l’antibiotique. Après une incubation de 18h à 

37°C, la valeur de la CMI est indiquée par la cupule contenant la plus faible concentration 

d’antibiotique où aucune croissance n’est visible. Cette technique est précise mais longue à 

réaliser, et comporte de nombreux risques d’erreurs. Selon le même principe, il existe une 

méthode en milieu liquide dite de macrodilution, où les cupules sont remplacées par des 

tubes.  

Les automates d’identification bactérienne décrits plus haut (paragraphe 3.1.2.) pour 

l’identification sur critères biochimiques utilisent cette technique en milieu liquide. Ce sont 

cette fois des « cartes d’antibiogramme » communes ou non à celles de l’identification. Le 

Phoenix® et le MicroScan® présentent des plaques combinées regroupant l’identification et 

l’antibiogramme. Elles sont séparées pour le Vitek® mais les résultats de lecture sont 

interprétés conjointement. Elles contiennent une série de puits réactionnels où sont répartis les 

antibiotiques testés à différentes dilutions. Le temps d’obtention du résultat est conditionné 

par la vitesse de croissance du microorganisme qui doit être suffisante pour permettre une 

distinction entre les puits où la croissance est inhibée de ceux où elle ne l’est pas. Les résultats 

sont obtenus entre 6 et 18h par lecture spectrophotométrique ou turbidimétrique suivant les 

automates. Le système Vitek® estime la CMI via un algorithme appliqué à la croissance 
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bactérienne. Le débit de ces incubateurs est important : 30 à 100 bactéries peuvent être 

étudiées simultanément (33).  

 

Tableau 4. Automates d’identification bactérienne en milieu liquide 

 

3.1.4.2. Milieu solide  

 

La sensibilité peut également être déterminée par diffusion en milieu gélosé. La 

méthode des disques consiste à placer des disques imprégnés d’antibiotiques sur une gélose 

où une suspension bactérienne a été préalablement déposée. Dès l’application des disques, les 

antibiotiques diffusent de manière uniforme si bien que leurs concentrations sont inversement 

proportionnelles à la distance du disque. Après 18-24 h d’incubation, les diamètres 

d’inhibition autour des disques d’antibiotiques sont mesurés et comparés aux abaques fournis 

par les sociétés savantes. Ces zones d’inhibition circulaires correspondent à l’absence de 

croissance bactérienne visible. Plus la zone d’inhibition est grande, plus  grande est la 

sensibilité de la souche bactérienne testée vis-à-vis de l’antibiotique étudié. Ces zones 

peuvent être mesurées manuellement ou à l’aide d’automates munis de caméra. Les systèmes 

automatisés disponibles réalisant la lecture et l’interprétation sont au nombre de 2 : le 

Sirscan2000 (i2a, Montpellier, France) (Figure 5), le scan Advencis biosystem (bioMérieux, 

Marcy l’Etoile, France). Ces systèmes possèdent une haute résolution d’images permettant de 

scanner la gélose après incubation et d’en mesurer les diamètres.  Afin d’accélérer le rendu de 

Nom Phoenix® (Becton-

Dickinson) 

Vitek® (bioMérieux) MicroScan® (Beckman 

Coulter) 

Photo 

 

 
 

Identification Colorimétrie  Colorimétrie Photométrie/fluorimétrie 

Antibiogramme Turbidimétrie Néphélémétrie Turbidimiétrie 
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résultats aux cliniciens, des équipes de recherche ont mis en évidence la capacité de ces 

automates à lire les antibiogrammes ou à détecter les résistances bactériennes après 3,5 à 8h 

d’incubation (34,35). 

 

Figure 5. Exemple d’un système automatisé, SIRscan2000 (i2a) permettant la lecture automatique 

d’antibiogrammes en milieu gélosé.  

 

Les CMI peuvent également être déterminées par d’autres outils. Par exemple, grâce à 

l’utilisation de bandelettes imprégnées d’antibiotiques (E-Test®, bioMérieux) (Figure 6). Une 

bandelette plastifiée en nitrocellulose, contenant un gradient de concentration d’antibiotiques, 

est déposée à la surface d’une gélose ensemencée avec une suspension bactérienne à tester. 

Après incubation, la valeur de la CMI est lue directement au niveau de l’intersection entre la 

zone d’inhibition elliptique et la bandelette.  C’est une technique facile à utiliser, réalisable au 

quotidien au laboratoire. Elle trouve son intérêt lorsqu’une valeur de CMI précise est 

demandée par le clinicien pour adapter les posologies d’antibiothérapie. 

 

Figure 6. Exemple d’une bandelette E-test®, bioMérieux 
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3.2. Technologies basées sur la détection directement sur le flacon positif 

3.2.1. Techniques basées sur des critères biochimiques  

 

Des études sur le Vitek 2® compact et le Phoenix® system ont été réalisées pour 

l’identification et l’antibiogramme directement sur flacon. Après une série de centrifugation, 

les suspensions salines réalisées sont introduites de la même manière que pour la réalisation 

d’un antibiogramme après culture bactérienne. Gherardi et al. ont montré que sur 139 

hémocultures, les identifications étaient excellentes pour les bacilles à Gram négatif mais très 

insuffisantes pour les cocci à Gram positif (36). Pour les antibiogrammes, les taux de 

concordances sont compris entre 82 et 99% avec des résultats obtenus en 11 à 16h (36–40). 

Idelevich et al. ont également testé le Vitek 2® compact après une courte incubation du 

bouillon d’hémoculture sur milieu solide. Les résultats sont similaires à ceux rapportés par les 

équipes ayant fait les tests directement sur le flacon (après des étapes de centrifugation) (41). 

Des études plus anciennes indiquent que les résultats des identifications et des 

antibiogrammes ne sont pas suffisamment acceptables pour pouvoir être utilisés en routine 

(42). 

 

3.2.2. Tests basés sur la spectrométrie de masse 

 

La technologie MALDI-TOF permet également d’identifier directement les germes à 

partir d’une hémoculture positive. Il est alors indispensable de s’affranchir du pouvoir 

inhibiteur du sang pour mener à bien la technique et extraire au mieux les bactéries. Si cette 

étape d’extraction n’est pas conduite, les spectres obtenus sont ininterprétables. Pour cela, des 

étapes de centrifugation et de lavages successifs sont indispensables. L’extraction des 

protéines bactériennes intervient dans un deuxième temps. Différents protocoles ont été 

proposés pour mener à bien cette étape. Malgré quelques différences de réactifs les protocoles 

sont sensiblement identiques (Figure 7). Ils ont évolué au cours des années pour optimiser la 

détection.  
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Figure 7. Schéma général de l’extraction bactérienne pour l’identification sur flacon d’hémoculture 
par spectrométrie de masse. 

 

Les globules rouges sont éliminés avec de l’eau distillée, du tampon de lyse ou de la 

saponine. Des techniques de centrifugation lente avec de l’eau distillée peuvent aussi être 

utilisées (43). Des tubes avec gel séparateur sont envisagés selon le protocole de Moussaoui et 

al. et Stvenson et al. (32,44). La précipitation des protéines est effectuée par lavage à 

l’éthanol. L’extraction est réalisée par de l’acide formique, de l’acétonitrile ou de l’acide 

trifluroacétique. L’identification est réalisée sur le surnageant, lui-même déposé sur une 

plaque spécifique au spectromètre de masse utilisé. Le temps d’obtention de l’identification 

peut aller de 20 minutes (45) à plus d’une heure (46).  

Dès 2009, les premiers protocoles ont été testés. La Scola et al. ont évalué cette technique 

sur 584 flacons d’hémoculture positif, le pourcentage d’identification était globalement de 

76%. Les principales difficultés notées concernaient le genre Streptococcus. (47). Par la suite, 

de nombreuses études ont été menées. Les résultats de concordances avec la spectrométrie de 

masse sur subculture varient de 76% à 95%, avec de meilleurs résultats pour les bactéries à 

Gram négatif (32,43–48). Carbonnelle et al. ont résumé l’ensemble de ces résultats (49). On 

peut noter que ces techniques conviennent pour des échantillons monomicrobiens. Si 

l’hémoculture est polymicrobienne, c’est probablement l’espèce majoritaire qui sera identifiée 
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avec le Vitek-MS®. Actuellement, le Maldi-Biotyper® est décrit comme meilleur pour les 

performances globales mais aussi dans l’identification des échantillons polymicrobiens (50). 

 

Outre les techniques manuelles, un kit commercial est disponible : Le MALDI 

Sepsityper® (Bruker Daltonics, Bremen, Allemagne). Il contient des solutions de lavage et 

des agents de lyse nécessaires pour éliminer les impuretés et les cellules sanguines, le but 

étant d’obtenir un culot bactérien de qualité en normalisant la méthode d’extraction. 

Différentes études ont été réalisées, Phillipe et al. soulignent le gain de temps de ces 

techniques avec un pourcentage d’identification sur hémoculture monomicrobienne de 85,2% 

(51). L’identification des bacilles à Gram négatif semblerait meilleure que celle des cocci à 

Gram positif (50,52). 

Afin d’éviter les problèmes liés à la présence d’interférences dans les flacons 

d’hémoculture (hémoglobine, résines ou charbon des flacons), certaines études proposent une 

identification après une courte incubation sur milieux solides. Idelevich et al. ont fait 

l’expérience sur 165 hémocultures. Après 3h de subculture, l’identification de l’espèce 

bactérienne sur micro-colonies par spectrométrie de masse était obtenu dans 42,1% des cas 

(52). Après 4h d’incubation et selon le même principe, Kohlmann et al. ont publié des taux 

globaux d’identification avoisinant les 70% (53).  

 

En résumé, ces techniques sont globalement efficaces et sont déjà appliqués en routine 

dans certains laboratoires. Il existe à la fois des techniques manuelles et des kits 

commercialisés qui demandent du temps technique. Les résultats sont opérateur-dépendant et 

restent toujours peu performants sur les échantillons polymicrobiens.  

 

3.2.3. Tests basés les techniques d’amplification 

3.2.3.1. Détection rapide des SARM 

 

 GeneXpert® 

Il s’agit de techniques de PCR temps réel. La société commercialisant l’automate 

GeneXpert® (Cepheid, Sunnyvale, USA) a mis au point différents kits pour identifier 

rapidement des micro-organismes ou détecter des gènes de résistance directement à partir des 
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échantillons biologiques ou après subculture. Le kit Xpert MRSA® Blood Culture permet la 

détection des Staphylococcus aureus et de leur méthicillino-résistance, (SARM). Il est réalisé 

directement sur le flacon d’hémoculture positif dont la coloration de Gram évoque la présence 

de cocci à Gram positif de type Staphylocoque. L’ADN bactérien est alors amplifié à partir de 

sondes spécifiques et le suivi des courbes de fusion lors des cycles successifs permet 

d’identifier la séquence amplifiée. Les sondes spécifiques utilisées cible le gène spa (code 

pour la protéine A de S. aureus), le gène mecA et les gènes de la cassette SCC mec. La durée 

de l’analyse est d’environ 50 minutes. Scanvic et al. ont testé le kit sur 51 hémocultures 

positives à staphylocoque. Dans 50 % des cas, l’antibiothérapie inadaptée a été modifiée après 

obtention du résultat par GeneXpert® (54). Les performances sont excellentes. La sensibilité 

de détection pour les SARM est de 98 % et de 100 % pour les SASM. La spécificité est 

comprise entre 99,5 et 100 % (55,56). L’utilisation de ces résultats optimise sensiblement les 

stratégies médicamenteuses (57). 

 

 GeneOhmTM StaphSR®  

Le GeneOhmTM StaphSR Assay® (BD Diagnostics, Québec, Canada), basé sur le 

même principe, est utilisé aussi pour l’identification rapide de S. aureus et de la méthicillino-

résistance (58). En 2015, Buchan et al. ont comparé les deux méthodes avec 800 

hémocultures  dans une étude prospective. Les sensibilités et spécificités sont supérieures de 2 

à 4 points avec la technique Xpert MRSA® (Cepheid, Sunnyvale, USA)  (59).  

 

 StaphPlex system® 

Le StaphPlex system® (Genaco Biomedical Products, Hunstville, USA)  est une technique 

combinant l’amplification par PCR multiplex et la détection par hybridation de 18 gènes 

cibles du genre Staphylococcus. Il cible notamment la toxine de Panton-Valentine et de cinq 

gènes de résistance aux antibiotiques dont le gène mecA. Par comparaison aux techniques de 

routine, Tang et al. ont estimé le taux global de concordance à 92% sur 360 souches de 

staphylocoques (60). 
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3.2.3.2. Les Multiplexages 

 

 FilmArray® 

Le FilmArray® hémoculture BCID - panel  (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) 

permet l’analyse simultanée de 24 microorganismes et trois gènes de résistances en environ 

une heure (Figure 8). Ce panel correspond à 90 % des germes communément identifiés dans 

les hémocultures. Le temps de préparation à partir d’une hémoculture positive est de 2 

minutes. Ensuite, l’automate FilmArray® prend en charge toute l’analyse. Dans un premier 

temps, il va y avoir une extraction et une purification des acides nucléiques présents dans 

l’échantillon. Dans un deuxième temps, l’automate va réaliser une PCR « nichée » (nested-

PCR). Autrement dit, il va y avoir une première PCR multiplexée qui va amplifier toutes les 

cibles du panel, la deuxième va amplifier séparément les séquences précédemment révélées 

grâce à des couples d’amorces internes.  

  

Figure 8. Panel des microorganismes et résistances détectés par le FilmArray® hémoculture 

BCID (bioMérieux) 

 



 
41 

Dans une étude multicentrique sur 2200 hémocultures, Salimnia et al. ont montré que 

la sensibilité pour les identifications dépasse les 96 %. Concernant les résistances, la 

sensibilité et la spécificité pour vanA / B et blaKPC étaient de 100 %;  pour mecA  elles 

étaient respectivement de 98,4 et 98,3 % (61). Suivant les études, la spécificité est comprise 

entre 91 et 98 % (62,63). 

 

 Hyplex BloodScreen® 

Le test Hyplex BloodScreen Multiplex PCR-Enzyme-linked immunosorbent assay 

system®  (ELISA) (BAG, Lich, Allemagne), associe une amplification par PCR multiplexe 

puis une hybridation à des sondes spécifiques détectées par méthode ELISA. Il permet 

d’identifier en 6h un panel de plusieurs cocci à Gram positif et bacilles à Gram négatif ainsi 

que le gène mecA. L’étude de Wellinghausen et al. démontre que la sensibilité et la spécificité 

sont supérieures à 90% pour chaque espèce du panel (64). 

 Prove-it sepsis® 

Le test Prove-it sepsis® (Mobidiag, Helsinki, Finlande) est basé sur la technologie des 

puces à ADN (Figure 9). Il combine PCR multiplexe et hybridation sur sonde. Il permet de 

détecter 60 bactéries, 13 champignons et 3 gènes de résistance (mecA, vanA, vanB). Dans un 

système totalement automatisé, les résultats sont obtenus en 3h30. Une étude sur 2107 

hémocultures a montré que le taux de concordance avec les techniques usuelles pour des 

espèces détectées par l’automate est de 96,7%. Les résultats étaient obtenus en moyenne 18h 

plus tôt qu’avec les techniques traditionnelles (65).  
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Figure 9. Système Prove-it sepsis® (Mobidiag) 

 

 Verigene® 

Le test Verigene® (Luminex Corporation, Nanosphere, Northbrook, Etats-Unis) est 

basé à la fois sur le principe de l’hybridation et des microarrays (puces à ADN). A partir d’un 

échantillon de sang, issu d’une hémoculture positive, l’instrument va automatiquement 

effectuer l’extraction d’acide nucléique, la purification, l’hybridation des microarrays et 

l’amplification du signal. Le format microarray permet le multiplexage d’un nombre 

important de cibles. La première étape du test comprend une extraction des acides nucléiques 

et une amplification par PCR de l’échantillon d’hémoculture positif. L’ADN élué sera 

transféré automatiquement dans une cartouche de test pour une première hybridation. L’ADN 

cible sera capturé et hybridé à des oligonucléotides fixés à un support solide. Les acides 

nucléiques cibles seront ensuite hybridés une deuxième fois à des sondes couplées à des 

nanoparticules d’or. Les résultats seront obtenus en environ 2h30 après une amplification du 

signal des sondes hybridées via un processus de coloration à l’argent (Figure 10).  Le temps 

de manipulation est estimé à moins de 10 minutes. Cette technique a obtenu l’agrément FDA 

en 2013.  
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Figure 10. Système de détection par microarray à l’aide de sondes à nanoparticules 

Verigene®  
 

Deux tests sont actuellement commercialisés (marqués CE-IVD) :  

 Le test VERIGENE® Gram-Positive Blood Culture (BC-GP) : permet la détection de 

9 espèces de bactéries à Gram positif, 5 genres et 3 gènes de résistance (Tableau 5). 

 

 
Tableau 5. Panel testé pour le test VERIGENE

®
 BC-GP 

 

Espèces Genres Gènes de résistance 

Staphylococcus aureus Staphylococcus spp. mecA 

Staphylococcus epidermidis Micrococcus spp. vanA 

Staphylococcus lugdunensis Streptococcus spp. vanB 

Streptococcus pneumoniae Listeria spp.  

Streptococcus pyogenes   

Streptococcus agalactiae   

Streptococcus anginosus   

Enterococcus faecalis   

Enterococcus faecium   
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 Le test VERIGENE® Gram-Negative Blood Culture (BC-GN): permet la détection de 5 

espèces de bactéries à Gram négatif,  4 genres et 6 gènes de résistance (Tableau 6). 

 

Tableau 6. Panel testé pour le test VERIGENE
®
 BC-GN 

 

Comme pour les techniques précédentes, ce test nécessite de réaliser une coloration de 

Gram au préalable avant de choisir le kit adéquat. Ledoeber et al. ont comparé dans leur étude 

prospective 1747 hémocultures à bacille Gram négatif dans 13 centres cliniques différents aux 

USA par la technique VERIGENE® et leurs techniques de routine. Pour l’identification, les 

résultats de concordance sont compris entre 97,9 et 99,9 %, ils sont de 99% pour les gènes de 

résistance (66). Une étude sur les bactéries à Gram positif a montré des taux similaires aux 

alentours de 95% pour l’identification avec un gain de temps de 31 à 42h (67). Différentes 

études ont évalué la sensibilité du test entre 81 et 100% et la spécificité supérieure à 98% (67–

77). L’instauration d’une antibiothérapie efficace et la réduction des coûts d’hospitalisation 

ont été mises en évidence dans une étude clinique prospective au Japon (78). 

 

 Unyvero®   

Un système de PCR multiplexe, nommé Unyvero®  (Curetis AG, Hozgerlingen, 

Allemagne) permet l’identification et la détection de gènes de résistances d’un grand nombre 

de germes dans les échantillons respiratoires, les prélèvements ostéo-articulaires et les 

hémocultures. Pour les hémocultures, le kit spécifique offre un panel de 87 bactéries et 16 

gènes de résistance. L’automate est constitué de trois modules : le module lysator permettant 

la lyse des prélèvements, le module Analyzer permettant l’extraction de l’ADN et l’unité 

centrale qui correspond  à l’interface utilisateur (Figure 11). Les résultats sont obtenus en 4 à 

5h.  

Espèces Genres Gènes de résistance 

Escherichia coli Acinetobacter spp. blaCTX-M (BLSE) 

Klebsiella pneumoniae Citrobacter spp. blaIMP (carbapénémase) 

Klebsiella oxytoca Enterobacter spp. blaKPC (carbapénémase) 

Pseudomonas aeruginosa Proteus spp. blaNDM (carbapénémase) 

Serratia marcescens  blaOXA (carbapénémase) 

  blaVIM (carbapénémase) 
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Figure 11. Système Unyvero®  accompagné d’un kit pour hémoculture 

 

 ePlex® 

Dans les approches syndromiques, la société GenMark Diagnostics (Carlsbad, California, 

USA) commercialise la technologie ePlex®. Des panels de PCR multiplexées sont disponibles 

pour les prélèvements respiratoires et pour la détection de fongémie directement sur flacon 

d’hémoculture. De nouveaux kits sont en cours de développement notamment pour les 

bactériémies avec 2 kits : un pour les bactéries à Gram positif et un pour les Gram négatif. La 

technologie est innovante, elle combine une étape d’amplification et d’hybridation avec des 

sondes marquées au ferrocene. Dans un deuxième temps, la détection du signal est effectuée 

de manière électrochimique par l’intermédiaire d’électrodes d’or (79). 

 

3.2.4. Tests basés sur la technique FISH 

3.2.4.1. PNA FISH 
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La technique d’hybridation la plus couramment utilisée pour identifier les bactéries 

directement à partir des flacons d’hémoculture positifs est l’hybridation par fluorescence in 

situ (FISH). Cette technique est basée sur l’utilisation de sondes oligonucléotides PNA  

ciblant l’ARN ribosomal (ARNr) bactérien et marquées par un fluorochrome. Les ARNr sont 

présents en grande quantité dans les cellules bactériennes et contiennent des régions très 

conservées, spécifiques d’espèces, ce qui en fait une cible intéressante pour la technique 

PNA-FISH. 

 

Figure 12. Principe de la technologie des sondes PNA 

 

Les complexes PNA Sonde-Quencher permettent un ciblage rapide et très spécifique 

de l’ARNr de la bactérie par Hybridation par Fluorescence in Situ. A température ambiante, 

les complexes inhibent le signal fluorescent. L’étape d’hybridation se déroule à 55 °C, les 

complexes se séparent et le brin contenant la sonde s’hybride à l’ARNr s’il est présent. Durant 

le refroidissement, les complexes sonde-quencher se reforment. Les sondes ayant été 

hybridées avec l’ARNr cible ne s’apparient donc pas au quencher. La fluorescence de l’agent 

pathogène cible est alors visible (Figure 12). 

La société AdvandX (Vedbaek, Danemark) commercialise depuis 2003 des kits de 

diagnostic, basés sur la technique brevetée de PNA-FISH, pour la détection de bactéries à 

partir d’hémocultures positives. Une coloration de Gram doit être réalisée au préalable afin 

d’orienter le kit à utiliser. En effet, différents kits sont commercialisés : Staphylococcus Quick 

Fish BC ®, Enterococcus QuickFish BC ®, Gram négative QuickFish BC ®, Candida Quick 

Fish BC®. Les kits sont très simples à utiliser et permettent une identification en moins de 30 

minutes. La lecture se fait par microscope à fluorescence (Figure 13). 
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Figure 13. Etapes pour l’identification bactérienne par technique QuickFish ® 

 

L’étude de Deck et al. a étudié la méthode Staphylococcus Quick Fish BC ® 

(AdvandX, USA) pour détecter rapidement (20 min) la présence de staphylocoques 

directement sur les flacons d’hémocultures positifs. Les sensibilités à la détection 

de Staphylococcus aureus et des staphylocoques à coagulase négative (CoNS) étaient 

respectivement de 99,5% et 98,8% (80). Ce test ne permettait pas d’évaluer la méthicillino-

résistance mais cette même société propose le test mecA XpressFISH®, basée aussi sur la 

technique PNA-FISH et ciblant l’ARN messager (ARNm) codé par le gène mecA. La 

combinaison des essais Staphylococcus Quick Fish BC® et mecA XpressFISH® a été étudiée 

par Salimnia et al., l’exécution de ces deux tests permet d’identifier un Staphylococcus aureus 

résistant à la méthicilline (SARM) en moins de 2h (81) . 

La technique Enterococcus QuickFish BC ® (AdvandX, USA) permet grâce à des 

sondes PNA-FISH d’identifier directement sur flacon d’hémoculture les Enterococcus 

faecalis et les autres Enterococcus spp. . Les résultats montrent une sensibilité respectivement 

de 100% et 97%, pour une spécificité de 100% (82).  

 

Les techniques d’hybridation avec sondes fluorescentes disponibles sur le marché 

peuvent servir à la fois d’identification de différentes espèces bactériennes ou à la détection 

de gènes de résistance. Ce sont des techniques peu onéreuses par comparaison aux techniques 

mettant en œuvre de la biologie moléculaire ou de la spectrométrie de masse. L’étude de 

Forrest et al. montre l’impact des tests d’hybridation dans la gestion médico-économique des 

bactériémies à Staphylocoques à Coagulase Négative. Il est précisé que la durée de séjour et 

le coup thérapeutique dans les unités de soins intensifs sont diminués tout en prévenant 

l’usage excessif de la vancomycine (83). D’autres avantages médico-économiques sur les 
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techniques d’hybridation PNA-FISH ont été mis en évidence dans une étude randomisée et en 

aveugle (84). En effet, la rapidité d’identification est liée à une diminution de la mortalité et 

de la consommation d’antibiotique pour les patients atteints de bactériémies à staphylocoques.  

 

3.2.4.2. Sondes en épingle à cheveux 

La société Miacom diagnostics GmbH (Dusseldorf, Allemagne) commercialise 

également des tests basés sur la technique de FISH, ciblant toujours les ARNr, pour 

l’identification de bactéries directement à partir d’hémocultures positives. 

Miacom diagnostics GmbH a combiné la technologie FISH classique avec l'utilisation de 

balises moléculaires d'ADN. Ces balises sont marquées par fluorescence et jouent le rôle de 

sondes, ce qui en fait une technique facile d’utilisation appelée la technologie FISH 

(bbFISH ®) à base de balise (tyagi molecular beacons). 

 

Les sondes utilisées ici sont ‘‘en épingle à cheveux’’. Ce sont des oligonucléotides 

(ADN) avec un fluorophore à une extrémité et un quencher à l’autre. La séquence centrale est 

spécifique de l’ARNr cible, alors que les séquences des deux extrémités sont 

complémentaires l’une de l’autre, permettant ainsi un repliement de la sonde en forme 

d’épingle à cheveux. La séquence spécifique forme la boucle. Le fluorophore et le quencher 

se côtoient à l’extrémité en forme de tige. Il n’y a donc pas de signal fluorescent lorsque la 

sonde est dans cette configuration. Lorsque la sonde est dénaturée, la séquence spécifique est 

accessible pour se fixer sur la cible. Cette hybridation éloigne le fluorophore du quencher et 

un signal fluorescent peut donc être détecté (Figure 14). Les résultats sont obtenus en une 

trentaine de minutes.  
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Figure 14. Principe de fonctionnement des bbFISH® 

 

Les panels de bactéries détectées sont plus étendus qu’avec la technologie PNA-FISH. En 

fonction du résultat de la coloration de Gram, trois kits certifiés CE-IVD sont disponibles 

pour les septicémies : 

 Le kit HemoFISH® Gram (-) : identification d’entérobactéries et autres bacilles à 

Gram négatif (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Proteus 

mirabilis, Proteus vulgaris, Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 

spp., Stenotrophomonas maltophilia, Haemophilus influenzae) 

 Le kit HemoFISH® Gram (+) : identification du genre Staphylococcus et de S. aureus, 

du genre Streptococcus et de trois espèces de ce genre (S. pneumoniae, S. pyogenes et 

S. agalactiae), de Clostridium perfringens, d’E. faecalis et d’E. faecium 

 Le kit HemoFISH® Masterpanel, regroupant les bactéries des 2 panels précédents.  

 

L’étude de Sakarikou et al. a testé la méthode HemoFISH® sur 558 hémocultures 

positives. La sensibilité globale et la spécificité étaient de 94,16% et 100% (85). Les résultats 

étaient obtenus en 45 minutes alors qu’ils étaient en moyenne de 2 jours pour les méthodes de 

culture traditionnelle au laboratoire.  

Les avantages de ces techniques FISH, que ce soit la PNA-FISH ou les sondes en épingle 

à cheveux sont la rapidité et la simplicité de l’identification pour des performances similaires 

aux méthodes conventionnelles. Les kits sont validés pour une utilisation à partir 

d’hémocultures positives et certains pour des prélèvements pulmonaires. A terme, d’autres 
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types de prélèvements pourraient être inclus. De plus, la sensibilité et la spécificité de ces 

tests sont supérieures à 90 % dans l’ensemble (86). 

 

3.2.4.3. Technologie Accelerate Pheno SystemTM 

 

L’ensemble de mon travail (Partie 2) a consisté à évaluer cette nouvelle technologie. 

 Présentation d’un module  

 

Le système Accelerate Pheno™ est un système de diagnostic in vitro entièrement intégré 

composé d’un à quatre modules, d’un PC de contrôle, d’un PC d’analyse, d’un écran tactile et 

d’un logiciel spécifique. Il est conçu pour effectuer l’identification en moins de 90 minutes et 

le test de sensibilité aux antibiotiques en moins de 5h directement à partir des hémocultures 

positives. 

Chaque système contient jusqu’à 8 modules et chaque module peut analyser un 

échantillon de patient à la fois. Chaque module peut être démarré ou arrêté à tout moment, 

indépendamment des autres. Les principaux composants sont présentés ci-après (Figure15). 

 

 

Figure 15. Présentation d’un module Accelerate Pheno™ 

1 

4 

3 

2 
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1. Emplacement de la cartouche de réactifs  

2. Emplacement de la cassette de test 

3. Porte – Capot protégeant les composants de l’instrument et la partie imagerie 

4. Bouton unique du module – Ouvre et ferme la porte d’un module particulier.  

L’analyse commence lorsque la cassette de test, la cartouche de réactifs et l’échantillon sont chargés et que la 

porte est fermée.  

 

 Présentation d’une trousse  

Le kit Accelerate PhenoTest contient un flacon pour échantillon, une cassette de test 

jetable comprenant 48 chambres et une cartouche de réactifs. Tous les tests d’identification 

(ID) et les antibiogrammes sont effectués dans des cellules individuelles à écoulement dans la 

cassette. La cartouche de réactifs contient des gels d’électrofiltration (GEF), des sondes 

d’hybridation de fluorescence, des antibiotiques et des réactifs. Tous ces composants sont 

nécessaires pour la préparation automatisée des échantillons, l’identification et la sensibilité 

des microorganismes (Figure 16).  

 

 

 

 

Figure 16. Cassette de test, flacon échantillon et cartouche réactif (de gauche à droite) 
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 Principe de la Méthode  

Le kit Accelerate PhenoTest est un test de diagnostic in vitro de type multiplexage 

utilisant à la fois des tests d’identification rapide des acides nucléiques par hybridation in situ 

en fluorescence (FISH) et une technique innovante permettant la réalisation des 

antibiogrammes. Le kit Accelerate Pheno est capable de détecter et d’identifier simultanément 

plusieurs cibles microbiennes. L’échantillon à analyser correspond au sang de l’hémoculture 

du patient après positivité dans les automates d’incubation de routine. 

L’identification bactérienne couvre à la fois des bacilles à Gram négatif, des cocci à 

Gram positif et des levures. La trousse dispose de 23 antibiotiques et peut détecter 2 

phénotypes de résistance (Tableaux 7 et 8). Le kit pour hémocultures Accelerate PhenoTest 

est aussi indiqué comme aide dans le diagnostic des fongémies.   

 
Tableau 7. Liste du panel de Bacille Gram-negatif et des antibiotiques testés par le système 

Accelerate Pheno™ 

 
Tableau 8. Liste du panel de Cocci Gram-positif, des levures et des antibiotiques testés par le 

système Accelerate Pheno™ 
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 Préparation automatisée de l’échantillon 

Tout d’abord l’utilisateur rempli le flacon échantillon avec 0,5 mL de sang 

d’hémoculture positive qu’il place dans la cartouche réactif. Il insère ensuite la cassette de test 

et la cartouche réactif dans l’automate puis appuie sur le bouton du module pour fermer la 

porte et démarrer l’opération. Le reste des opérations est automatisé comme décrit ci-dessous. 

 Electrofiltration en Gel 

Cette première étape repose sur le principe d’électrophorèse sur gel. L’échantillon est 

automatiquement transféré sur un gel contenant des pores au diamètre inférieur à celui de la 

taille des bactéries. Un agent de lyse (Sodium Dodécyl Sulfate) va être introduit à 

l’échantillon. L’application d’un champ électrique provoque le passage des cellules sanguines 

lysées et/ou autres débris cellulaires dans le gel tandis que les cellules bactériennes (ou 

levures) restent à l’intérieur du puits. Le champ électrique est ensuite brièvement inversé pour 

replacer les bactéries et/ou levures au centre du puits en les décollant de la paroi du gel. 

 Immobilisation des cellules 

Après la préparation de l’échantillon, les cellules récupérées sont pipetées 

automatiquement dans de multiples canaux à écoulement de la cassette. Des couches 

conductrices d’oxyde d’indium dopé à l’étain recouvrent les surfaces intérieures supérieures 

et inférieures de chaque canal des cellules à écoulement et agissent comme des électrodes. 

Une couche de poly-L-lysine cationique supplémentaire sur le fond de chaque chambre fait 

office de surface de capture. Ainsi, lorsqu’une tension est appliquée, les bactéries (ou levures) 

chargées négativement migrent vers la surface chargée positivement où elles sont capturées 

avant que des images soient générées. 

 

 Identification par Hybridation in situ en fluorescence (FISH) 

Deux types de sondes d’ADN marquées par fluorescence sont utilisés en mélange. Des 

sondes spécifiques ATTO-532 (vertes) qui se lient à l’ARN ribosomique des organismes 

cibles après perméabilisation et des sondes universelles ATTO-647 (rouges) qui se lient à 

l’ARN ribosomique de toutes les bactéries reconnus par le panel proposé. Le système analyse 

chaque cellule d’écoulement à l’aide d’un microscope à épifluorescence à fond noir avec 

appareil photo à 532 nm, 647 nm et en champ sombre (Figure 17). Pour exclure les débris, 

seuls les objets en champ sombre co-localisés avec le signal de la sonde universelle sont 
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inclus dans l’analyse. La colocalisation du signal de la sonde cible et du signal de la sonde 

universelle identifie un microorganisme cible. De plus, le logiciel quantifie également le 

nombre total de microorganismes présents dans l’échantillon en utilisant une coloration 

d'acide nucléique (acridine orange) dans une cellule d'écoulement de commande séparée. Une 

comparaison de signal est alors réalisée entre les microorganismes détectés par les sondes 

universelles et ceux par la coloration à l’acridine orange afin de détecter un éventuel 

échantillon polymicrobien ou un germe « hors panel ». Les résultats de cette identification 

sont obtenus en environ 1h15 après le chargement de l’échantillon.  

 

 

Figure 17. Images d’identification par FISH d’un échantillon de Klebsiella oxytoca dans des canaux 

de test cibles (Klebsiella spp.) et non cibles (Enterobacter spp.)  

 

Images représentatives d'un échantillon de K. oxytoca dans deux chambres différentes de la cassette 

(un canal ciblant Klebsiella spp. et un canal ciblant Enterobacter spp.) Les images ont été prises dans 

le noir, à 637 nm (sondes bactériennes universelles) et à 532 nm (sondes cibles). La sonde bactérienne 

universelle se lie à toutes les cellules bactériennes pour différencier les bactéries des débris.  

 

 Antibiogramme 

 

L’échantillon restant est mélangé à un milieu de culture et passe par une étape de pré-

croissance pendant le test d’identification par FISH. Cette étape permet de normaliser les taux 

de croissance avant de réaliser l’antibiogramme. Après la préparation automatisée de 
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l’échantillon et l’immobilisation des cellules, des milieux de culture contenant des 

concentrations uniques de chacun des antibiotiques testés sont ajoutés dans les différents 

canaux des cellules à écoulement. Des images des bactéries contenues dans chaque cellule à 

écoulement sont générées toutes les 10 minutes pendant une période de 4,5 heures maximum. 

Ces captures d’images permettent ainsi de créer un enregistrement accéléré de la croissance 

bactérienne des cellules progénitrices individuelles jusqu’aux clones de cellules filles.  

L’antibiogramme est réalisé pour les échantillons monomicrobiens dont le germe est 

compris dans le panel. Concernant les échantillons polymicrobiens, l’antibiogramme peut être 

réalisé si 2 bactéries sont comprises dans le panel et présentent des caractéristiques 

morphologiques et cinétiques distinctes permettant la différenciation par le logiciel (Tableau 

9). 

 

 

Tableau 9. Germes pouvant être associés pour la réalisation de l’antibiogramme dans le cas d’une 

hémoculture polymicrobienne.  

 

Le système Accelerate PhenoTM exploite la technologie de l’analyse cellulaire morpho-

cinétique (MCA) pour mesurer les caractéristiques morphologiques et cinétiques distinctes 

des bactéries en présence d’une concentration d’antibiotique définie. 
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La MCA est une méthode d’analyse brevetée basée sur la vidéomicroscopie automatisée 

qui observe les cellules bactériennes et leur évolution au cours du temps. Cette technologie 

suit et analyse les multiples changements morphologiques et cinétiques des bactéries 

individuelles et des microcolonies. Les caractéristiques étudiées sont la morphologie 

cellulaire, l’intensité lumineuse d’un clone qui se multiplie au fil du temps, le taux de 

division, les modes de croissance et l’hétérogénéité (Figure 18). Sur le même principe de 

vidéomicroscopie, une équipe coréenne a publié une étude récente sur la réalisation d’un 

antibiogramme à partir d’un flacon d’hémoculture en 6h (87). La technologie s’appuie sur une 

mesure des aires de colonies formées au cours du temps. Cette mesure est ensuite transformée 

en CMI via un algorithme se basant sur des souches de référence (Figure 19). Les taux de 

concordance (avec la méthode de microdilution en milieu liquide) sont supérieurs à 91% avec 

des délais de rendu de résultats 30 à 40h plus tôt qu’avec les techniques usuelles.   

 

 

 

Figure 18. Images d’isolats de Pseudomonas aeruginosa sensibles et résistants à la ciprofloxacine 

Les clones sensibles arrêtent de croitre ou se lysent alors que les clones résistants continuent leur croissance. 

Les images sont ici agrandies pour visualiser les clones bactériens individuels. La barre d’échelle dans l’image 

inférieure droite est de 20 μm.  

 

Pendant cette période, les caractéristiques morphocinétiques sont mesurées et utilisées 

pour l’analyse. La mesure quantitative précise du taux de croissance du clone individuel au 

cours du temps est un indicateur puissant de l’efficacité de l’antibiotique. Les logiciels 

d’algorithmes déduisent la CMI pour chaque antibiotique testé en comparant l’ensemble des 
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caractéristiques mesurées à une banque de courbe de croissance. Le système expert interprète 

selon les règles de l’EUCAST et rend un résultat Sensible (S) / Intermédiaire (I) / Résistant 

(R). 

 

 

 

 

 

Figure 19. Profils de sensibilité de Pseudomonas aeruginosa pour la ciprofloxacine 

Profils de sensibilité de Pseudomonas aeruginosa pour les isolats sensibles (S), intermédiaires (I) et 

résistants (R) pour la ciprofloxacine avec des CMI allant de 0,125 μg / mL à 8 μg / mL. Chaque ligne 

grise est la courbe de croissance d'un clone bactérien individuel. Les lignes rouges pleines sont la 

moyenne et les lignes pointillées sont deux écarts types par rapport à la moyenne. 
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Figure 20. Résumé du principe de la technologie Accelerate PhenoTM System 

 

A l’heure actuelle, peu de publications sont référencées sur cette nouvelle technologie. Le 

responsable médical de la société Accelerate Diagnostics a publié en 2015 une étude sur 200 

hémocultures testées. Les performances pour l’identification sont excellentes, 98 % de 

sensibilité et 99 % de spécificité. Le pourcentage de concordances pour les antibiogrammes, 

avec la méthode de microdilution en milieu liquide s’élève à 96 %. Concernant les 

mécanismes de résistance (MRSA, VRSA, MLSB), la sensibilité et la spécificité sont 

respectivement de 98 et 97 % (88). 

En 2017, Marschal et al. ont étudié en parallèle de leurs méthodes de routine 115 

bactériémies impliquant des bacilles à Gram négatif. Le système Accelerate PhenoTM a 

correctement identifié les microorganismes dans plus de 97 % des cas. Le pourcentage 

général de concordances avec les antibiogrammes s’élève à 96,4 %. De plus, le temps gagné 

pour l’identification et l’antibiogramme, comparé aux méthodes traditionnelles est 

respectivement de 27 et 40h (89).  

Une autre étude récente menée dans un service d’oncologie pédiatrique montre une 

sensibilité de 92 % pour l’identification avec une spécificité de 100 % pour le genre bactérien. 

Les résultats de concordances pour les antibiogrammes sont d’environ 92 % (90). 

 

 

 
Préparation d’échantillon 

automatisée 

 

Identification 

 & Quantification 

Filtration de 

l’échantillon 

(GEF) 

Immobilisation 

des cellules 

(EKC) 

 

ID ciblée et 

universelle  

Détection 

polymicrobiens 

  

Quantification 

des cellules 

individuelles 

 

Analyse morphocinétique & 

interprétation 

Analyse 

d’images par 

algorithmes 

Détermination 

des CMI et 

interprétation 

SIR 

  



 
59 

3.2.5. Autre technique d’hybridation 

Une autre technique basée sur l’hybridation AccuProbe® (Gen-Probe, San Diego, 

USA) permet d’identifier directement certains cocci Gram Positif à partir d’un flacon 

d’hémoculture positif (S. aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus sp., Streptococcus 

pyogenes et Streptococcus agalactiae). La méthode AccuProbe® utilise une sonde ADN 

monocaténaire conjuguée à un marqueur chimiluminescent complémentaire de l’ARN 

ribosomal (ARNr) de l’organisme cible. Lorsque l’ARNr de l’organisme cible est libéré, la 

sonde s’hybride avec celui-ci pour former un complexe ADN-ARN stable. La lumière émise 

par les hybrides stables ADN-ARN est mesurée dans un luminomètre. Une ancienne étude 

montre que ce test est performant même si la détection du S. aureus est à améliorer. (91) 

Actuellement cette technologie est principalement utilisée pour réaliser des identifications 

après mise en culture, notamment pour les mycobactéries.  

 

3.2.6. Tableaux récapitulatifs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
60 

Système Méthode Délais  de 
résultats 

Bactéries ciblées Gènes de résistance Sensibilité (%) 
Spécificité (%) 

Remarques Références 

Techniques  basées sur des critères biochimiques      
Vitek Compact® 
(bioMérieux) 

Phoenix®  
(Becton-Dickinson) 

Colorimétrie 
Turbidimétrie 
Néphélémétrie 

5-7 h Plus d’une centaine Aucun - 
- 

+ : rapidité 
- : résultats de concordances variant de 31 à 
100 % suivant les études, peu fiable pour les 
Gram + 

(36,38–40,42) 

Techniques d’amplification       
Xpert MRSA/SA BC® 
(GeneXpert Cepheid) 

PCR temps réel 50 min Staphylococcus aureus MecA 96,4-100 
98-100 

+ : sensibilité, spécificité, rapidité 
- : coût, 1 seul genre ciblé 

(54–57) 

StaphSR Assay® 
(BD GeneOhmTM) 

PCR multiplex 1 à 2 h  Staphylococcus spp. Mec A 95,2-100 
89,2-100 

+ : sensibilité, spécificité, rapidité 
- : coût, 1 seul genre ciblé 

(58,59) 

StaphPlex® 
(Genaco Biomedical products) 

PCR multiplex  
 

5h Staphylococcus spp. MecA, PVL 100 
95,5-100 

+ : sensibilité, spécificité 
- : peu de publications 

(60) 

FilmArray BCID® 
(Biomérieux) 

PCR multiplexe 1h15 8 Gram + 
11 Gram – 

5 levures 

MecA 
VanA/B 

KPC 

96-98 
91-98 

+ : sensibilité, spécificité, rapidité 
- : coût 

(61–63) 

Hyplex Bloodscreen® 
(BAG) 

PCR + hybridation 6h 6 Gram + 

4 Gram - 

Mec A 96-100 
95-100 

+ : sensibilité, spécificité 
- : panel limité 

(64) 

Prove-it sepsis® (Mobidiag) PCR + hybridation 3h30 60 germes 

11 levures 

MecA, VanA/B 99 
95 

+ : sensibilité, spécificité, panel étendu 
- : peu de publications 

(65) 

Verigene 
(Nanosphere) 
 

Microarray 2,5h 11 Gram positif 
9 Gram négatif 

9 gènes 81-100 
>98 

+ : spécificité, marqueurs de résistance 
- : sensibilité variable, panel restreint 

(66–78) 

Unyvero®  
(Curetis) 

PCR multiplexe 4h30 87 bactéries 16 gènes nc + : panel étendu 
- : pas de publication 

- 

Eplex®  
(GenMark) 

PCR multiplexe 
microfluide 

1h30 20 Gram + / 21 Gram – 
16 champignons 

10 gènes nc + : rapide 
- : pas de publication 

- 

Techniques basées sur la spectrométrie de masse   
Maldi Biotyper® 

(Bruker daltonics) 
Vitek-MS® 
(biomérieux) 

Spectrométrie de masse  1h Centaines (suivant base de 
donnée) 

Pas en routine 76-94 
79-98 

+ : rapide, coût 
- : protocole d’extraction, polymicrobien 

(32,43–50) 

Techniques basées sur la FISH    
QuickFISH, PNA-FISH 
(AdvanDx) 

 

FISH < 30 min 4 cocci Gram + 
3 bacille Gram – 
2 levures 

MecA 96-100 
90-100 

+ : sensible, spécifique, rapidité 
- : nécessité d’un examen direct au préalable 
 

(80–84) 

HemoFISH® 
(Miacom  diagnostics) 

FISH < 45 min 10 gram négatif  
7 gram positif  

0 94 
100 

+ : sensible, spécifique, rapidité 
- : nécessité d’un examen direct au préalable 

(85,86) 

Accu-Probe® 
(Gen-Probe) 
 

FISH < 1h 5 gram positif 0 80-100 
98-100 

+ : très spécifique, rapidité 
- : pas de marqueur de résistance, panel 
restreint, peu de publications 

(91) 

Accelerate PhenoTM 

(Accelerate Diagnostics) 
 

FISH 1h15 7 Gram + 
8 Gram – 
2 levures 

MRSA 
MLSB 

89 
97 

+ : spécifique, rapidité, facilité d’utilisation 
- : panel restreint, peu de publication 

 (88–90) 

 

Tableau 10. Systèmes commercialisés permettant l’identification directement sur flacon d’hémoculture positif. 
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Système Méthode 
Délais de 

résultats 
Bactéries ciblées 

Gènes de 

résistance 

Sensibilité (%) 

Spécificité (%) 

Concordances (%) 

Remarques Références 

Techniques  basées sur la microdilution en milieu liquide      

Vitek Compact® 

(Biomérieux) 

 
Néphélémétrie 10-12 h Large panel Aucun 

- 

- 

38-100% 

+ : rapidité 

- : résultats de concordances 

disparates suivant les études, peu 

fiable pour les Gram + 

(36–42) 

Phoenix®  

(Becton-Dickinson) 
  Turbidimétrie 

 
10-12 h Large panel Aucun 

- 

- 

95-99% 

+ : rapidité 

- : peu de publications  

(36) 

Techniques basées sur la vidéomicroscopie       

Accelerate Pheno
TM 

(Accelerate Diagnostics) 

 

FISH 1h15 

7 Gram + 

8 Gram – 

2 levures 

MRSA 

MLSB 

89 

97 

- 

+ : spécifique, rapidité, facilité 

d’utilisation 

- : panel restreint, peu de publication 

 (88–90) 

 

Tableau 11. Systèmes commercialisés permettant l’antibiogramme (CMI) directement sur flacon d’hémoculture positif. 
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Figure 21. Résumé des méthodes d’identification et d’antibiogramme rapides directement à partir de flacon d’hémoculture positif.
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Partie II :  

Evaluation du système Accelerate Pheno
TM

 

pour l’identification et l’antibiogramme 

directement à partir des flacons 

d’hémoculture positifs. 
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1. Objectif de notre étude  

 

Le but de notre étude est d’évaluer les performances de l’automate ACCELERATE 

PHENO™ commercialisé par la société américaine Accelerate Diagnostics. Ce système 

permet une identification et un test de sensibilité phénotypique rapide aux antibiotiques 

directement à partir d’un flacon d’hémoculture positif en vue d’accélérer la prise en charge 

des bactériémies.  

Notre objectif est double : 

 Evaluer les performances de l’automate Accelerate Pheno ™ pour l’identification et la 

détermination de la sensibilité aux antibiotiques d’un panel de bacilles à Gram négatif   

 Evaluer plus particulièrement les performances de l’automate Accelerate Pheno ™ 

pour des BMR et des BHRe 
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2. Performance of the Accelerate Pheno
TM

 system for 

identification and antimicrobial susceptibility testing of a panel 

of multidrug resistant Gram-negative bacilli directly from 

positive blood cultures 
 

 

Cette étude a été conduite au laboratoire de bactériologie du CHU de Nîmes entre 

décembre 2016 et mai 2017. Notre panel est issu d’un souchier de bactéries issues du service 

de Microbiologie du CHU de Nîmes (Laboratoire expert des BMR et des BHRe pour 

l’ancienne région Languedoc-Roussillon). Ces souches proviennent pour la plupart des envois 

de laboratoires non spécialisés de la région pour une recherche de carbapénémase. Certaines 

ont directement été isolées de patients hospitalisés au CHU de Nîmes (92). 

Nous avons sélectionné un panel comprenant 99 entérobactéries et 6 bacilles à Gram-

négatif non fermentants. Les souches ont été inoculées dans des reliquats d’hémocultures 

négativés à 5 jours et incubées dans notre système de détection bactérienne automatisé Bactec 

BD®
. Après positivité, 0,5 ml d’échantillon a été introduit dans l’automate Accelerate 

PhenoTM et en parallèle, l’identification et l’antibiogramme ont été réalisés selon nos 

techniques de routine (identification par spectrométrie de masse Vitek MS, bioMérieux, 

France et antibiogramme par méthode des disques par diffusion en milieu gélosé, BioRad, 

Marnes La Coquette, France). Les résultats discordants ont été répétés et vérifiés par la 

méthode de diffusion par bandelette E-test® (bioMérieux, France) sur milieu gélosé Mueller-

Hinton. L’interprétation des résultats a été faite selon les recommandations du CA-SFM 2016. 

Ce travail a permis de montrer que l’Accelerate PhenoTM est un automate doté d’une 

technologie innovante et donnant des résultats prometteurs.  La précocité des résultats peut 

permettre au clinicien d’ajuster l’antibiothérapie quelques heures après la positivité de 

l’hémoculture et ainsi améliorer la survie des patients. Il faudra envisager quelle place ce type 

d’automate peut occuper au sein des laboratoires de microbiologie car pour l’instant son coût 

élevé par analyse est un facteur limitant. Des ajustements seront également à prévoir 

concernant l’évaluation du profil de sensibilité des souches productrices de carbapénémases 

de classe B. 
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Synopsis 21 

Objectives-- To evaluate the performance of the Accelerate PhenoTM system for the 22 

identification and antimicrobial susceptibility testing (AST) of a panel of Gram-negative bacilli 23 

(GNB) harbouring different resistance profiles (e.g., penicillinases, extended- -24 

lactamases, cephalosporinase overproduction, carbapenemases, impermeability) directly from 25 

positive blood cultures in less than seven hours. 26 

Methods-- A panel of 105 clinical strains previously characterized for -lactamase content was 27 

tested. Approximately 100 CFU of each isolate were inoculated into sterile blood culture bottles 28 

and incubated in a BD BACTEC™ FX automated system (Becton Dickinson, USA). Positive 29 

blood cultures were subjected to parallel testing using the Accelerate PhenoTM system and 30 

conventional culture methods [identification of isolated colonies by MALDI-TOF and VITEK® 2 31 

system (bioMérieux, France), and AST by disk diffusion and E-test following EUCAST 32 

recommendations]. 33 

Results-- The overall identification agreement between the Accelerate PhenoTM system and 34 

conventional culture methods was 100% (105 of 105). The overall categorical agreement between 35 

the system and culture-based AST was 94.3% (1041 of 1104), with rates for minor errors of 4.6% 36 

(51 of 1104), major errors 0.4% (4 of 1104) and very major errors 0.7% (8 of 1104). The 37 

Accelerate PhenoTM system produced AST results indicative of third generation 38 

cephalosporinases (26/26) and carbapenem-resistant strains (52/55).  39 

Conclusions-- The Accelerate PhenoTM system is an accurate, sensitive, and easy-to-use test for 40 

the rapid identification and AST of multidrug-resistant GNB in bloodstream infections. Given the 41 
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burden of multidrug resistance, its implementation in the microbiology laboratory could be a 42 

useful tool for prompt management of sepsis.  43 
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INTRODUCTION 44 

The incidence of bloodstream infections (BSIs) is reported to be close to 300 per 100,000 45 

population. In Intensive Care Units (ICUs), the incidence is around 30% of admissions, which 46 

has remained stable over the last decade.1,2 Septic shock, the most severe form of sepsis, occurs 47 

in 10-20% of ICU-admitted patients.1,3 It is responsible for increases in both length of stay and 48 

healthcare-related costs.4,5 Moreover, BSIs are a leading cause of death in critically ill patients 49 

worldwide, with an overall mortality rate of close to 40%.6,7 50 

Recently, the spread of multidrug-resistant (MDR) Gram-negative bacilli (GNB) has become a 51 

major public health challenge directly correlated to the misuse and overuse of antibiotics.8 The 52 

rapid optimization of antibiotic therapy, according to the organism and its resistance profile, is a 53 

major goal for each patient and for public health.9 In severe sepsis and septic shock, the 54 

importance of early appropriate treatment is crucial, given the linear increase in the risk of 55 

mortality for each hour of delay in antibiotic administration.10 Current clinical microbiology 56 

methods are time consuming and are not validated for direct use on positive blood cultures. These 57 

methods require a pure overnight subculture on agar for subsequent identification of causative 58 

organisms and preparation of a standard inoculum for antimicrobial susceptibility testing (AST) 59 

according to manufacturer's guidelines. Faster identification and AST directly from positive 60 

blood cultures would have the potential to significantly improve time to diagnosis and initiation 61 

of appropriate antibiotic and patient management in ICUs. However, to our knowledge, none of 62 

the current technologies provide prompt AST with minimum inhibitory concentrations (MICs) 63 

that truly reflect the resistance profile of the bacteria involved in the BSI. In this study, we 64 

evaluated the performance of the Accelerate PhenoTM system (Accelerate Diagnostics, Inc. 65 

United States), which provides identification in 1.5 hours and AST within seven hours,11,12 66 

compared to routine laboratory analysis for a panel of GNB in simulated positive blood cultures.   67 
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METHODS 68 

Bacterial panel 69 

A panel of 105 clinical GNB isolates belonging to a collection of our Regional MDR GNB 70 

Reference Lab (the CARB-LR group)13,14 in the Occitanie Region was tested (Table 1). Ninety-71 

nine Enterobacteriaceae isolates were included with the following distribution: Escherichia coli 72 

(n=36), Klebsiella pneumoniae (n=34), Enterobacter cloacae (n=14), Enterobacter aerogenes 73 

(n=5), Klebsiella oxytoca (n=5), Citrobacter freundii (n=2), Citrobacter koseri (n=2) and Proteus 74 

mirabilis (n=1). Different -lactam resistance profiles were selected: i) susceptibility to third-75 

generation cephalosporins (3GC-S, n=23); ii) resistance to third-generation cephalosporins 76 

(3GC-R, n=26) mediated by extended-spectrum β-lactamases (ESBL, n=17) or 77 

overexpressed/plasmid-mediated cephalosporinases (AmpC n=9); and iii) resistance to 78 

carbapenems (n=50) involving carbapenemase production (n=33) or membrane permeability 79 

alterations (n=17). Six Acinetobacter baumannii strains were also included: A wild-type 80 

phenotype (n=1), and different carbapenemase-producing isolates [OXA-23, -24, or -58-type 81 

producers (n=5)].  82 

Isolates were previously identified using the VITEK® MS and VITEK® 2 systems (bioMérieux, 83 

France). Susceptibility to antimicrobial agents was tested by the disk diffusion method (BioRad, 84 

Marnes La Coquette, France) on Mueller-Hinton agar according to recommendations of 85 

EUCAST-SFM 2016 (http://www.sfm-microbiologie.org). In addition, MICs of carbapenems 86 

(ertapenem and meropenem) were determined by the E-test method (bioMérieux). The MIC of 87 

colistin was determined using microbroth dilution (Umic®, Biocentric, France). The MICs were 88 

interpreted as specified by the EUCAST-SFM criteria. All isolates were typed by the Check-89 

MDR CT102/103® microarrays (Check-point, Netherlands). Confirmation of β-lactamase content 90 

http://www.sfm-microbiologie.org/
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was done by polymerase chain reactions (PCRs) using specific primers and confirmed by 91 

sequencing the PCR products as previously described.15-19 Emerging resistance mechanisms 92 

(colistin resistance mcr-1 determinant and 16S rRNA methylase) were also characterized by PCR 93 

as previously described.20,21 94 

Sample preparation 95 

For each isolate, approximately 100 CFU were spiked into sterile blood culture bottles [BD 96 

BACTEC™ Plus Aerobic/F and BD BACTEC™ Lytic/10 Anaerobic/F (BD Diagnostics, United 97 

States)] containing 10 mL of fresh blood. Blood cultures were incubated in the BACTECTM FX 98 

automated blood culture device until they flagged positive for microbial growth. All positive 99 

blood cultures were divided into two samples: i) 1 mL for conventional comparator methods and 100 

ii) 0,5 mL for the Accelerate PhenoTM system.  101 

Conventional comparator methods 102 

All positive blood cultures were sub-cultured on blood agar plates (bioMérieux) for 18-24 hours 103 

at 37±2°C. Species-level identification was performed on isolated colonies by VITEK® MS and 104 

VITEK® 2 systems. These methods were used as the comparator for bacterial identification. AST 105 

was determined by the agar disk diffusion method according to the recommendations of 106 

EUCAST-SFM. E-test (bioMérieux) was used to obtain MIC values for antibiotics included on 107 

the Accelerate PhenoTM system panel. The results of the disk diffusion and E-test methods were 108 

used as the comparator for AST.  109 

Accelerate PhenoTest
TM

 BC kit testing 110 

Accelerate PhenoTestTM BC kits were run on a two-module Accelerate PhenoTM system using 111 

software version 1.2.0.87. As recommended by the manufacturer, all positive blood cultures were 112 
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tested within eight hours after the blood culture bottle flagged positive. 500µL of blood were 113 

introduced into the sample vial and loaded onto the Accelerate PhenoTM system according to 114 

manufacturer instructions. This system uses cocktails of fluorescently-labelled oligonucleotide 115 

probes and in situ hybridization to identify bacterial species, and morphokinetic cellular analysis 116 

(MCA) to measure distinct morphokinetic features (cell morphology, mass, division rate) of live 117 

microbial cells responding to antimicrobials to generate susceptibility results. An algorithm 118 

converts bacterial growth or inhibition in the presence of an antibiotic into an MIC value. 119 

Statistical Analysis 120 

For identification, the Accelerate PhenoTM system results were compared to results from VITEK® 121 

MS and VITEK® 2 systems. For AST, the Accelerate PhenoTM system results were compared to 122 

results from disk diffusion and E-test methods. Ampicillin/sulbactam was not evaluated in this 123 

study because this antibiotic is not used in France. 124 

The percentage of errors between comparator methods and the Accelerate PhenoTM system was 125 

evaluated. If a discrepant result was observed between the Accelerate PhenoTM system and E-test, 126 

the two tests were repeated twice to rule out a mistake in the experiment. If a concordant result 127 

(susceptible [S], intermediate [I], or resistant [R]) was obtained in two of the three test results, 128 

this result was considered correct. The total category agreement was determined and the 129 

discrepancies were categorized as follows: very major error (VME; false-susceptibility of the 130 

Accelerate PhenoTM system), major error (ME; false-resistance of the Accelerate PhenoTM 131 

system), and minor error (me; I result reported by one method and S or R reported by the other 132 

method). 133 

 134 

RESULTS AND DISCUSSION 135 
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Our initial evaluation of the Accelerate PhenoTM system assessed the potential for correct 136 

identification of bacterial genus. In our studied panel, the Accelerate PhenoTM system exhibited 137 

100% identification agreement with VITEK® MS and VITEK® 2 systems. An analysis of the 138 

bacterial ecology of our University Hospital in 2016 showed that the panel of aerobic GNB 139 

detected by this instrument (E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Citrobacter 140 

spp., Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa and A. baumannii) represented 87.1% 141 

(590/677) and 93.6% (573/612) of aerobic GNB isolated in aerobic and anaerobic bottles, 142 

respectively (personal data). The Accelerate PhenoTM system accurately identified the main 143 

pathogens involved in sepsis and septic shock. Moreover, as the ID result is reported in less than 144 

1.5 hours, it shows a clear advantage compared to routine laboratory procedures. 145 

Regarding AST results for the studied panel, the Accelerate PhenoTM system generated AST data 146 

for all of the tested samples. A total of 1105 AST results were produced and compared to disk 147 

diffusion (S, I, R) and E-test results. The overall category agreement between the Accelerate 148 

Pheno™ system and culture-based AST was 94.3% (1041 of 1104). Error rates were as follows:  149 

me, 4.6% (51 of 1104); ME, 0.4% (4 of 1104); and VME, 0.7% (8 of 1104). Results are shown in 150 

Tables 2, 3 and 4.   151 

The highest number of discrepancies occurred for aztreonam (11.1%) and cefepime (15.2%) 152 

(Table 2). For aztreonam, all the discrepant results corresponded to minor errors in 153 

Enterobacteriaceae irrespective of the resistance profile. However, this antibiotic is not used for 154 

first line management of both sepsis and sepsis shock.22 For cefepime, two VMEs were detected 155 

in one ESBL-producing K. pneumoniae and one NDM-producing E. aerogenes (Table 4). The 156 

other minor errors were equally distributed among the different isolates of our panel irrespective 157 

of resistance profile (Table 3). Interestingly, some discrepant results were observed for 158 

cephalosporinase-overproducing isolates, with two isolates considered “S” instead of “I” for 159 
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ceftazidime. However, in these two isolates, the ceftriaxone MICs were categorized as “R” by the 160 

Accelerate PhenoTM system, which allowed the isolates to be considered “R” to 3GC. In the same 161 

way, we observed two errors among ESBL-producers, with a VME and a ME in the ceftazidime 162 

results from two CTX-M-producing E. coli (Table 4). In these two cases, however, the 163 

ceftriaxone MIC results indicated the possibility of an ESBL with a clear resistance profile 164 

consistent with cefotaximase producers.  165 

More importantly, we observed VME or ME for carbapenem results in five carbapenem-resistant 166 

Enterobacteriaceae. Three of the five discrepancies were noted for class B metallo--lactamases 167 

(2 NDM- and 1 VIM-type producer) (Table 4). In these three cases, the susceptible meropenem 168 

result did not allow for correction of the false-susceptible ertapenem result. This could result in 169 

inappropriate therapeutic management of the patients. In contrast, the results of two other cases 170 

of an ME and VME with meropenem (due to impermeability and IMI-production, respectively) 171 

could be called into question based on ertapenem MIC results which could have guided antibiotic 172 

treatment.  173 

Globally, 3/14 class B carbapenemase-producing Enterobacteriaceae showed discrepant results 174 

for ertapenem results, with two VMEs out of 10 NDM-producers and one VME out of four VIM-175 

producers. One hypothesis to explain these results is that the discrepancies could be related to the 176 

zinc concentration of the medium used for bacterial growth. Zinc does not allow a complete 177 

expression of the metallo--lactamases, which are known to use zinc ions in their catalytic 178 

sites23,24. In 3GC-S strains, only one VME was observed for piperacillin-tazobactam with 179 

K. pneumoniae. By species, the major discrepant results (VME and ME) were observed with 180 

E. coli (n=6), Klebsiella sp. (n=3), and Enterobacter sp. (n=2) (Table 4). Only one isolate (NDM-181 

producing E. aerogenes) produced two VMEs (0.9% of the studied panel). On the other hand, no 182 
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MEs or VMEs for Citrobacter sp., Proteus sp., and A. baumannii were observed, irrespective of 183 

the resistance profile. Furthermore, isolates harbouring emerging co-resistant determinants (one 184 

MCR-1-producing E. coli and 2 armA-producing K. pneumoniae) produced correct AST results. 185 

 186 

Early susceptibility results are crucial for the initiation of appropriate antimicrobial 187 

therapy for critically ill patients, including those in settings challenged by MDR bacteria, such as 188 

ICUs. Failure to initiate appropriate empiric therapy in patients with sepsis and septic shock is 189 

associated with a substantial increase in morbidity and mortality.22 To date, no tool gives a 190 

phenotypic AST result in less than seven hours direct from specimens such as positive blood 191 

cultures. Two recent studies by Marschal et al.12 and Brazelton de Cardenas et al.
25 have 192 

demonstrated the performance of the Accelerate PhenoTM system in a routine diagnostic setting. 193 

However, due to the scarcity of MDR bacteria, these studies have not challenged the instrument 194 

on a large characterized panel of MDR GNB. In this study, we demonstrated the high 195 

performance of a new technology to obtain fast identification and AST directly from positive 196 

blood cultures. This system may enable clinicians to adjust antimicrobial treatment earlier to 197 

facilitate patient management and outcomes as well as antimicrobial stewardship.  198 
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Table 1. Characteristics of the studied Gram-negative bacilli panel 275 

Group Resistance profile (No. of strains) Species (No. of strains) β-lactam content (No. of strains)  

Enterobacteriaceae 
    

 

3GCa susceptible (23) 
No resistance to -lactams 

(8) 
E. coli (8) None 

 
 

Penicillinase (12) E. coli (6) TEM-1 (3)  

 
   

TEM-1 hyperproduction (2) 

 
   

Inhibitor Resistant TEM (1) 

 
  

K. pneumoniae (4) SHV-1 (1)  

 
   

SHV-1 hyperproduction (2) 

 
   

Inhibitor-resistant TEM (1) 

 
  

C. koseri (2) CKO (2) 

 

 

Chromosomal 

cephalosporinase (3) 
E. aerogenes (2) AmpC (2) 

 
  

E. cloacae (1) AmpC (1) 

 

        

 

3GC resistant (26) 
Extended-spectrum β-

lactamases (17) 
E. coli (14) CTX-M-group 1 (7)b 

 
   

CTX-M-group 9 (5) 

 
   

CTX-M-group 8 (2) 

 
  

K. pneumoniae (2) SHV-5 (1) 

 
   

CTX-M-group 1 (1) 

 
  

P. mirabilis (1) CTX-M-group 1 (1) 

 
 

      

 

 

Cephalosporinase 

overproduction (8) 
E. coli (2) AmpC hyperproduction (2) 
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K. pneumoniae (2) DHA-1, SHV-1, TEM-1 (1) 

 
   

DHA-1, SHV-1 (1) 

 
  

E. cloacae (2) AmpC hyperproduction (2) 

 
  

C. freundii (2) AmpC hyperproduction (2) 

 

 

Penicillinase 

overproduction (1) 
K. oxytoca (1) OXY hyperproduction (1) 

 

        

 

Carbapenem resistant 

(50) 
Class A carbapenemase (6) K. pneumoniae (5) KPC-2, CTX-M-group 1, SHV-1 (1) 

 
   

KPC-2 (4)c 

 
 

   E. cloacae (1) IMI-1, AmpC (1) 

  

Class B carbapenemase 

(12) 
K. pneumoniae (6) NDM-1, SHV-1 (1) 

 
   

NDM-1, CTX-M-group 1, SHV-1 (3) 

 
   

VIM-1, SHV-1 (2) 

 
  

E. coli (4) NDM-1,  CTX-M-group 1 (1) 

 
   

NDM-1, CTX-M-group 9 (1) 

 
   

NDM-1, DHA-1 (1) 

 
   

VIM-1 (1) 

 
  

E. cloacae (1) VIM-1, AmpC hyperproduced (1) 

   E. aerogenes (1) NDM-1, CTX-M-group 1, AmpC (1) 

 
 

    

  

Class D carbapenemase 

(13) 
K. pneumoniae (6) OXA-48, SHV-1 (2) 

 
   

OXA-48, CTX-M-group 1, SHV-1 (4) 

 
  

E. coli (2) OXA-48 (1) 

 
   

OXA-181, CTX-M-group 1 (1) 

 
  

E. cloacae (2) OXA-48, CTX-M-group 1, AmpC (2) 
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E. aerogenes (2) OXA-48, AmpC (2) 

 
  

K. oxytoca (1) OXA-48, OXY-1 (1) 

 
    

 

 

Class B+D 

carbapenemases  
K. pneumoniae (2) 

OXA-48, NDM-1, CTX-M-group 1, 

SHV-1 (2) 

 
    

  

Impermeability (17) K. pneumoniae (7) CTX-M-group 1, SHV-1 (1) 

 
   

DHA-1, SHV-1 (6) 

 
  

E. cloacae (7) AmpC hyperproduction (5)  

 

   

AmpC hyperproduction, CTX-M-

group 9 (1) 

 
   

AmpC hyperproduction,  SHV-5 (1) 

 
  

K. oxytoca (3) OXY hyperproduction (3) 

Non-fermenting 

Gram-negative 

bacilli 
    

 

 Wild-type (1) A. baumannii (1) AmpC (1) 

 
 

Class D carbapenemase (5) A. baumannii (5) OXA-23-type (3) 

 
  

OXA-24-type (1)  

  
   

OXA-23-type, OXA-58-type (1) 
a 3GC, third generation cephalosporins 276 
b
 One CTX-M-producing E. coli harboured the plasmid-mediated colistin resistance gene mcr-1 (colistin MIC 4 mg/L). 277 

c
 Two KPC-producing K. pneumoniae harboured the aminoglycoside resistance methyltransferase gene armA.   278 

 279 
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Table 2. AST results for the Accelerate Pheno
TM

 system compared to disk diffusion and E-test listed by resistance profile. 

 
 

a TZP, Piperacilllin-tazobactam ; CRO, Ceftriaxone; CAZ, Ceftazidime; FEP, Cefepime; AZT, Aztreonam; ETP, Ertapenem; MEM, Meropenem; AMK, Amikacin; TOB, 
Tobramycin; GEN, Gentamicin; CIP, Ciprofloxacine; CST, Colistin; MNO, Minocycline 
b 3GC, third generation cephalosporin; ESBL, extended spectrum -lactamases; AmpC, cephalosporinase; WT, wild type 
c Very major errors (VME, False susceptibility), major errors (ME, False resistance), minor errors (me, Intermediate result instead of Susceptible or Resistant) 
d NA not applicable because not tested by Accelerate PhenoTM system 
e Analysis restricted to some species 

Antibioticsa 

All strains 
 

Enterobacteriaceae 

 

A. baumannii  

(n =105) 
 

No -lactam 

resistance 
3GCb susceptible  ESBLb-type  

High AmpC  

and OXY-type 
Carbapenemases 

Carbapenem 

impermeability 

 
WTb OXA-type 

    (n=8) (n=15) (n=17) (n=9) (n=33) (n=17)  (n=1) (n=5) 

TZP 95.2% (4 me, 1 VME)c 
 

100% 93.3% (1 VME) 88.2% (2 me) 88.9% (1 me) 100% 94.1% (1 me)  100% 100% 

CRO 98.7% (1 me)  100% 100% 100% 100% 97.0% (1 me) 100%  NAd NA 

CAZ 96% (2 me, 1 MEc, 1 VME)  100% 100% 88.2% (1 VME, 1 ME) 77.8% (2 me) 100% 100%  NA NA 

FEP 84.8% (14 me, 2 VME)  62.5% (3 me) 86.7% (2 me) 76.5% (3 me, 1 VME) 88.9% (1 me) 84.8% (4 me, 1 VME) 94.1% (1 me)  100% 100% 

AZT 88.9% (11 me)  87.5% (1 me) 86.7% (2 me)  76.5% (4 me) 88.9% (1 me) 93.9% (2 me) 94.1% (1 me)  NA NA 

ETP 91.8% (5 me, 3 VME)  100% 100% 100% 100% 81.8% (3 me, 3 VME) 88,2% (2 me)  NA NA 

MEM 93.3% (5 me, 1 ME, 1 VME)   100% 100% 100% 100% 84.8% (4 me, 1 VME) 88.2% (1 me, 1 ME)  100% 100% 

AMK 97.1% (3 me)  100% 100% 100% 100% 90.9% (3 me) 100%  100% 100% 

TOB 97% (1 me, 2 ME)   87.5% (1 ME) 100% 94.1% (1 ME) 88.9% (1 me) 100% 100%  NA NA 

GEN 97% (3 me) 
 

100% 100% 100% 100% 90.9% (3 me) 100%  NA NA 

CIP 99% (1 me)   100% 100% 100% 88.9% (1 me) 100% 100%  100% 100% 

CST 100%e   NA NA NA 100% 100% NA  NA NA 

MNO 83.3% (1 me)e   100% NA NA NA NA NA  100% 80 % (1 me)* 
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Table 3. AST results of the Accelerate Pheno
 TM

 system compared to disk diffusion and E-test listed by species.  

Antibioticsa Klebsiella sp. (n=39) E. coli (n=36) Enterobacter sp. (n=19) Citrobacter sp. (n=4) Proteus sp. (n=1) A. baumannii (n=6) 

 No (%) of 
category 

agreements 

No of 
discrepancies 

No (%) of 
category 

agreements 

No of 
discrepancies 

No (%) of 
category 

agreements 

No of 
discrepancies 

No (%) of 
category 

agreements 

No of 
discrepancies 

No (%) of 
category 

agreements 

No of 
discrepancies 

No (%) of 
category 

agreements 

No of 
discrepancies 

TZP 36 (92.3) 1 VMEb, 2 meb 34 (94.4) 2 me 19 (100) 0 4 (100) 0 1 (100) 0 6 (100) 0 

CRO 38 (97.4) 1 me 36 (100) 0 19 (100) 0 4 (100) 0 1 (100) 0 NAc NA 

CAZ 38 (97.4) 1 me 32 (88.9) 
1VME, 1 MEb, 1 
me 

19 (100) 0 4 (100) 0 1 (100) 0 NA NA 

FEP 35 (89.7) 1 VME, 3 me 28 (77.8) 8 me 15 (79.0) 1 VME, 3 me 4 (100) 0 1 (100) 0 6 (100) 0 

AZT 37 (94.9) 2 me 30 (83.3) 6 me 16 (84.2) 3 me 4 (100) 0 1 (100) 0 NA NA 

ETP 37 (94.9) 2 me 33 (91.7) 2 VME, 1 me 16 (84,2) 1 VME, 2 me 4 (100) 0 1 (100) 0 NA NA 

MEM 35 (89.7) 1 ME, 3 me 34 (94.4) 2 me 18 (94.7) 1 VME 4 (100) 0 1 (100) 0 6 (100) 0 

AMK 37 (94.9) 2 me 35 (97.2) 1 me 19 (100) 0 4 (100) 0 1 (100) 0 6 (100) 0 

TOB 38 (97.4) 1 me 34 (94.4) 2 ME 19 (100) 0 4 (100) 0 1 (100) 0 NA NA 

GEN 36 (92.3) 3 me 36 (100) 0 19 (100) 0 4 (100) 0 1 (100) 0 NA NA 

CIP 39 (100) 0 36 (100) 0 18 (94.7) 1 me 4 (100) 0 1 (100) 0 6 (100) 0 

CST 2/2 (100) 0 1/1 (100) 0 NA NA NA NA NA NA NA NA 

MNO NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 5 (83.3) 1 me 
a TZP, Piperacillin-tazobactam ; CRO, Ceftriaxone; CAZ, Ceftazidime; FEP, Cefepime; AZT, Aztreonam; ETP, Ertapenem; MEM, Meropenem; AMK, Amikacin; TOB, Tobramycin; GEN, 
Gentamicin; CIP, Ciprofloxacine; CST, Colistin; MNO, Minocycline 
b Very major errors (VME, False susceptibility), major errors (ME, False resistance), minor errors (me, Intermediate result instead of Susceptible or Resistant) 
c NA not applicable because not tested by Accelerate PhenoTM system 
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Table 4. Major and very major errors of AST results produced by the Accelerate Pheno
 TM

 system compared to E-tests. Discrepant results are 

shown in dark grey. 

 
  Antibiotic

a
 MICs   

Strains Tests
b
 TZP CAZ CRO FEP ETP MEM TOB Error

c
 -lactam resistance 

mechanisms
d
 

K. pneumoniae N1008720875 AXDX <4 (S)e - - - - - - VME IRT 
 E-test 32 (R) - - - - - -   
E. coli MECB5 AXDX - 1 (S) 4 (R) - - - - VME CTX-M-15 
 E-test - 8 (R) 16 (R) - - - -   
E. coli N1008665740 AXDX - >8 (R) >8 (R) - - - - ME CTX-M-15 
 E-test - 0.5 (S) >32 (R) - - - -   
K. pneumoniae NKP124 AXDX - - - ≤1 (S) - - - VME SHV-5 
 E-test - - - 8 (R) - - -   
E. aerogenes ARS662 AXDX - - - ≤1 (S) 0.25 (S) ≤0.25 (S) - VME (2) NDM-1 
 E-test - - - 8 (R) >32 (R) 1.5 (S) -   
E. coli ARS603 AXDX - - - - 0.25 (S) ≤0.25 (S) - VME NDM-1, CTX-M-15 
 E-test - - - - >32 (R) 4 (I) -   
E. coli OHY12035985 AXDX - - - - 0.25 (S) ≤0.25 (S) - VME VIM-1, CMY-2 
 E-test - - - - 1.5 (R) 0.75 (S) -   
K. pneumoniae O1122816060 AXDX - - - - 1 (I) >8 (R) - ME Impermeability 
 E-test - - - - 0.75 (I) 0.094 (S) -   
E. cloacae ARS769 AXDX - - - - 2 (R) 0.5 (S) - VME IMI 
 E-test - - - - >32 (R) >32 (R) -   
E. coli N1008560953 AXDX - - - - - - 8 (R) ME None 
 E-test - - - - - - 0.25 (S)   
E. coli NECM9 AXDX - - - - - - 8 (R) ME CTX-M-9 
 E-test - - - - - - 0.5 (S)   

 

a TZP, Piperacilllin-tazobactam ; CRO, Ceftriaxone; CAZ, Ceftazidime; FEP, Cefepime; ETP, Ertapenem; MEM, Meropenem; TOB, Tobramycin;  
b AXDX, Accelerate Pheno

TM system 
c Very major errors (VME, false susceptibility), major errors (ME, false resistance), minor errors (me, intermediate result instead of susceptible or resistant) 
d IRT, Inhibitor Resistant TEM;  ESBL, Extended-Spectrum -Lactamases 
e S, Susceptibility; I, Intermediate; R, Resistance 
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3. Evaluation du système Accelerate Pheno
TM

 sur un panel de 

bacilles à Gram négatif directement à partir des flacons 

d’hémocultures 
 

Résumé soumis à la 36ème Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-Infectieuse 

(RICAI) 
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Evaluation du système Accelerate Pheno
TM

 sur un panel de bacilles à Gram négatif 

directement à partir des flacons d’hémocultures 
 

 

 

Julien Monier
1
, Alix Pantel

1
, Jean-Philippe Lavigne

1
  

 

1) Laboratoire de Bactériologie, CHU Carémeau, Nîmes, France 

 

 

Objectif de l’étude: Lors d’une bactériémie, la rapidité d’identification du microorganisme en cause et 

l’évaluation de son profil de sensibilité aux antibiotiques est cruciale. Elle conditionne l’adaptation de 

l’antibiothérapie et optimise la prise en charge des patients concernés. L’Accelerate Pheno
TM

 (Accelerate 

Diagnostics) est un nouvel outil permettant une identification en 1h20 (système de FISH) suivie d’un 

antibiogramme en 5h (analyse morphocinétique) directement à partir des flacons d’hémocultures positifs.  

L’objectif de cette étude était d’évaluer les performances de ce système sur un panel d’hémocultures à bacilles 

à Gram négatif (BGN) de différentes sensibilités aux antibiotiques. 

 

Méthodes: 105 souches de BGN dont la résistance aux ß-lactamines a été caractérisée par biologie moléculaire 

ont été sélectionnées (99 entérobactéries dont 26 résistantes aux C3G (17 BLSE, 9 AmpC) et 50 aux 

carbapénèmes (33 EPC, 17 imperméabilité) ; 6 A. baumannii dont 5 ABRI). 100 UFC de chaque isolat ont été 

introduites dans des flacons d’hémocultures stériles. Après incubation dans un BACTEC
TM

 FX (BD diagnostics), 

les hémocultures positives ont été analysées par le système Accelerate Pheno
TM

 selon les recommandations du 

fabricant. Les résultats ont été comparés à ceux obtenus par la technique conventionnelle (Vitek
®
 MS / 

antibiogramme par diffusion selon les recommandations du CA-SFM 2016 et bandelettes E-test
®
). Les 

discordances ont été classées en 3 groupes : Erreur Très Majeure (ETM, S au lieu de R), Erreur Majeure (EM, R 

au lieu de S), erreur mineure (em, I au lieu de S ou R, R ou S au lieu de I).   

 

Résultats: 100% des souches bactériennes ont été correctement identifiées. Le taux de concordance global 

pour les antibiotiques testés était de 94,3% (1042/1105). 63 erreurs ont été notées : 8 ETM, 4 EM et 51 em. La 

sensibilité de détection des phénotypes BLSE, ABRI et imperméabilité aux carbapénèmes était de 100%. Les 

sensibilités de détection des phénotypes AmpC hyperproduites et EPC étaient de 78% (1 AmpC déréprimée et 1 

AmpC plasmidique non détectées) et 91% (1 VIM et 2 NDM non détectées), respectivement.  

 

Conclusion: De part ses performances, sa simplicité d’utilisation et la rapidité de son analyse, l’Accelerate 

Pheno
TM

 est un outil innovant prometteur pour l’optimisation de la prise en charge des patients 

bactériémiques.  

 

Mots clés : bactériémie, hémoculture, antibiogramme, Accelerate Pheno
TM

, rapide  
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CONCLUSION  

 

La prise en charge précoce des patients bactériémiques est une condition sine qua non 

pour la survie des patients. Des études récentes soulignent l’importance d’un traitement 

précoce et d’une antibiothérapie adaptée pour réduire la mortalité (93). Au laboratoire, on 

assiste à l’apparition de nouvelles technologies permettant de faire des diagnostics de plus en 

plus rapides, que ce soit pour l’identification des bactéries ou pour la détection des gènes de 

résistance.  

 

Ainsi, de nombreuses technologies permettent l’identification rapide sur flacon 

d’hémocultures mais aucune autre que l’Accelerate Pheno SytemTM ne détermine la 

sensibilité aux antibiotiques en mesurant des CMI. La simplicité d’utilisation de cet automate 

et ses excellentes performances en font un outil très intéressant lors du diagnostic des 

bactériémies au laboratoire.  Les résultats du travail effectué sont prometteurs même si des 

améliorations sont à faire pour certains types de résistances. En effet des discordances 

majeures ont été rencontrées pour des bactéries productrices de carbapénémases de classe B 

(enzymes NDM et VIM). Pour ces quelques souches, des analyses complémentaires ont été 

réalisées au siège de la société à Tucson en Arizona (Etats-Unis). Les antibiogrammes ont été 

ré-analysées sur l’automate Accelerate PhenoTM et vérifiés par microdilution en milieu 

liquide. Ces nouveaux résultats ont confirmé les discordances rencontrées dans notre étude. 

Ainsi, la section recherche et développement aura pour mission d’améliorer le système de 

détection pour les métallo--lactamases.  

 

 Cet automate montre également d’autres limites. Tout d’abord, son coût, en effet le 

prix par test réalisé est très élevé. Il conviendra de définir sa place dans le laboratoire et les 

conditions d’utilisation. De plus, chaque module ne peut accueillir qu’un seul échantillon à la 

fois et ce durant le temps d’analyse, soit environ 6h30. Il faudrait alors multiplier le nombre 

de modules pour s’adapter au travail de routine, nécessitant ainsi un espace dédié à ces 

automates dans le laboratoire. Un autre inconvénient est le stockage des cassettes réactifs qui 

doit se faire en chambre froide à + 4 °C et qui nécessite une place conséquente.  

 

 Avec ce type de technologie, la prise en charge du patient bactériémique est totalement 

remaniée, avec une adaptation de l’antibiothérapie de 24 à 48 h plus tôt qu’avec les 

techniques usuelles. Une action thérapeutique plus précoce améliore ainsi la survie des 
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patients et limite l’antibiorésistance. Toutefois, les progrès technologiques ne s’arrêtent pas là, 

des trousses commerciales sont validées pour permettre le diagnostic du sepsis directement à 

partir du sang total (94–97). 
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Evaluation du système Accelerate Pheno
TM

 pour l’identification et 
l’antibiogramme rapides d’un panel de bacilles à Gram négatif directement 

à partir des flacons d’hémocultures 
 

 

 

 

Résumé : 
 
 

Lors d’une bactériémie, la rapidité d’identification du microorganisme en cause et 

l’évaluation de son profil de sensibilité aux antibiotiques est cruciale. Elle conditionne 

l’adaptation de l’antibiothérapie et optimise la prise en charge des patients. L’Accelerate 

PhenoTM (Accelerate Diagnostics) est un nouvel outil permettant une identification en 1h20 

suivie d’un antibiogramme en 5h directement à partir des flacons d’hémocultures positifs.  

Un panel de 105 souches de Bacilles à Gram Négatif (BGN) dont la résistance aux ß-

lactamines a été caractérisée par biologie moléculaire a été sélectionné (99 entérobactéries et 

6 A. baumannii). Cent UFC de chaque isolat ont été introduites dans des flacons 

d’hémocultures stériles. Après incubation, les hémocultures positives ont été analysées par le 

système Accelerate PhenoTM selon les recommandations du fabricant. Les résultats ont été 

comparés à ceux obtenus par technique conventionnelle. Les discordances ont été classées en 

3 groupes : Erreur Très Majeure (ETM), Erreur Majeure (EM) et erreur mineure (em).   

Les souches bactériennes ont été correctement identifiées dans 100% des cas. Le taux 

de concordance global pour les antibiotiques testés était de 94,3% (1042/1105). 63 erreurs ont 

été notées : 8 ETM, 4 EM et 51 em. La sensibilité de détection des phénotypes BLSE, ABRI 

et imperméabilité aux carbapénèmes était de 100%. Les sensibilités de détection des 

phénotypes AmpC hyperproduites et EPC étaient de 78% et 91% respectivement.  

De part ses performances, sa simplicité d’utilisation et la rapidité de son analyse, 

l’Accelerate PhenoTM est un outil innovant et prometteur pour l’optimisation de la prise en 

charge des patients bactériémiques. 

 

 

 

Mots clés : bactériémie, hémoculture, antibiogramme, Accelerate PhenoTM, rapide  
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