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Introduction 

 

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

Publique, en raison de la mortalité et du surcoût qu’elles engendrent. 

Le diagnostic des bactériémies repose sur la réalisation d’hémocultures chez un patient 

présentant un ou des signes de sepsis. La prise en charge de ces hémocultures au laboratoire 

de Bactériologie nécessite une incubation préalable des flacons d’hémocultures prélevés. En 

cas de positivité, une identification de la bactérie en cause, ainsi qu’une étude de sa sensibilité 

aux antibiotiques sont alors engagées. 

La précocité de l’instauration d’une antibiothérapie probabiliste puis adaptée en cas de 

sepsis sévère apparaît comme particulièrement importante pour le pronostic des patients. Dans 

ce contexte, l’optimisation de la prise en charge des hémocultures au laboratoire de 

Bactériologie est essentielle. En effet, après la mise en place d’un traitement antibiotique 

probabiliste, les résultats microbiologiques, notamment l’identification, sont tout 

particulièrement importants pour l’adaptation de l’antibiothérapie. 

En 2013, l’arrivée dans le service de Bactériologie-Hygiène hospitalière du C.H.U. de 

Nantes de la technologie innovante de spectrométrie de masse de type MALDI-TOF MS 

(Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight Mass Spectrometry) pour 

l’identification bactérienne a révolutionné l’identification en routine des micro-organismes les 

plus souvent rencontrés en microbiologie médicale. Elle a désormais supplanté les tests 

phénotypiques. Son application à l’identification des micro-organismes directement à partir 

des prélèvements a ouvert de nouvelles perspectives. Dans le cadre des bactériémies, cette 

technologie permet l’identification rapide des bactéries, directement à partir des flacons 

d’hémocultures détectés positifs, après un pré-traitement permettant l’obtention d’un culot 

bactérien. Cette identification rapide s’affranchit de l’étape de subculture utilisée jusqu’alors 

au C.H.U. de Nantes, permettant un gain de temps d’une journée dans le rendu de 

l’identification microbiologique au clinicien. 

L’objectif de ce travail a été de comparer l’efficacité, la durée et le coût de différents 

protocoles d’identification rapide des bactéries, directement à partir des flacons 

d’hémocultures détectés positifs, avec le système MALDI-TOF MS VitekMS
®
 (bioMérieux, 

Marcy-l’étoile, France). Dans le but d’une intégration potentielle dans le cadre des activités de 
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diagnostic de routine des bactériémies dans le service, les protocoles testés sont caractérisés 

par leur simplicité et leur rapidité.  

Après un rappel sur les bactériémies et les techniques de diagnostic actuellement 

disponibles, les divers protocoles développés et testés seront détaillés. Les résultats 

d’identification obtenus à partir de ces derniers seront ensuite analysés et discutés. 
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I- Définitions  

 

Le sang circulant est un milieu normalement stérile. Anciennement dénommée 

septicémie, la bactériémie est une définition biologique qui correspond à la présence de 

bactéries dans le sang. La bactériémie peut être symptomatique ou asymptomatique. Dans le 

premier cas, trois degrés de gravité croissante sont schématiquement décrits : le sepsis, le 

sepsis sévère ou grave et le choc septique (1). 

1- Définition des différents états infectieux 

Il est important de distinguer les divers états infectieux, qui sont associés à des 

pronostics et des prises en charge différentes. Leur définition est résumée dans le Tableau 1. 

Le Syndrome de Réponse Inflammatoire Systémique (S.R.I.S.) représente un état 

inflammatoire généralisé et s’observe dans toute pathologie à composante inflammatoire 

(maladies de système, ischémies, pancréatites…). Lorsque le S.R.I.S. est lié à une infection, le 

terme «sepsis» est utilisé. Il est important de ne pas confondre les termes sepsis et 

bactériémie. Le sepsis est considéré comme sévère lorsqu’il est accompagné de dysfonction 

organique, d’une hypoperfusion ou d’une hypotension artérielle. Enfin, le choc septique est le 

stade ultime d’un sepsis (1). Toutefois, les définitions des différents états septiques, établies 

en 1991, restent soumises à débat (2,3). 

Tableau 1 : Les différents états septiques. 

Syndrome de Réponse 

Inflammatoire Systémique (SRIS) 

- Température < 36°C ou > 38°C 

- Fréquence cardiaque > 90/min 

- Fréquence respiratoire > 20/min ou PaCO2 < 32 mm de Hg 

- Leucocytose > 12.000/mm
3
, < 4.000/mm

3
 ou présence de 

formes immatures circulantes (> 10 % des cellules) 

Sepsis Critère du S.R.I.S., avec infection documentée 

 

Sepsis sévère/grave 

Sepsis avec dysfonction organique, hypoperfusion (acidose 

lactique, oligurie, troubles de conscience,...) ou hypotension 

artérielle (TAs < 90 mm de Hg ou chute > 40 mm de Hg de 

la valeur de base sans autre raison connue) 

Choc septique 
Sepsis sévère avec hypotension réfractaire au remplissage 

vasculaire 
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2- Différents types de bactériémies 

Classiquement, trois types de bactériémies sont définies (4) : 

- les bactériémies transitoires, fréquentes, peuvent s’observer après extractions dentaires, 

endoscopies et manipulations de sites variés mais également après un simple brossage des 

dents. Elles sont, dans la majorité des cas, spontanément résolutives et sans conséquences 

physiopathologiques. 

- Les bactériémies intermittentes se caractérisent par la présence répétée de bactéries dans le 

sang, sur des périodes plus ou moins prolongées. Elles sont secondaires à des collections 

fermées, notamment des abcès ou des infections focales, comme les pneumonies, les 

infections urinaires ou les infections ostéo-articulaires. 

- Les bactériémies continues sont liées à la présence d’un foyer infectieux intra-vasculaire. 

Elles sont observées lors des endocardites infectieuses, des infections liées à un cathéter, des 

brucelloses ou fièvres typhoïdes. 

 

II- Epidémiologie des bactériémies  

1- Impact des bactériémies en France 

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

monde, notamment lorsqu’elles sont à l’origine de sepsis sévère et de choc septique (5,6). En 

France, l’étude Episepsis, menée en 2001, dénombrait environ 75000 cas de sepsis sévères par 

an (incluant les chocs septiques) dans les services de Réanimation (7). Le pronostic restait 

péjoratif, avec une mortalité de l’ordre de 30 % à 28 jours dans cette étude. En cas de choc 

septique, la mortalité était significativement plus élevée. 

Les bactériémies ont aussi un impact socio-économique. Elles justifient un surcoût, en 

raison de l’allongement de la durée moyenne de séjour et de la prise en charge médicale 

supplémentaire nécessaire (8,9). 

2- Epidémiologie des bactériémies 

En général, les bactériémies apparaissent comme monomicrobiennes, dans plus de 90 

% des cas (10–13). En dehors des contaminations, les bactériémies polymicrobiennes sont 
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habituellement retrouvées en cas de foyer polymicrobien, notamment digestif, chez les 

patients immunodéprimés ou en phase agonique (10,14). 

Classiquement, les deux pathogènes les plus fréquemment isolés sont Staphylococcus 

aureus et Escherichia coli. S. aureus apparaît comme la bactérie majoritairement isolée dans 

les études américaines, alors que les études européennes montrent une prédominance de E. 

coli (Tableau 2, page 17). 

Une évolution de l’épidémiologie des bactériémies dans le temps a été observée. 

Martin et al ont montré ainsi une forte augmentation des sepsis aux USA, de 164000 à 660000 

cas par an, entre 1979 et 2000 (11). Une étude européenne norvégienne de Haug et al a 

confirmé cette observation, soulignant un doublement de l’incidence des bactériémies entre 

les périodes 1974-1979 et 1988-1989 (15). L’écologie des bactériémies se trouve également 

modifiée au cours du temps. Martin et al ont constaté une augmentation des bactériémies liées 

à des bactéries à Gram positif à partir de la fin des années 1980, pour finalement dépasser le 

nombre de celles à bactéries à Gram négatif en 2000. Haug et al ont aussi noté l’émergence 

des bactéries à Gram positif, notamment des staphylocoques, dont l’incidence s’est accrue de 

6,5 % à 16,9 % en dix ans. Cette évolution est notamment corrélée à l’utilisation accrue des 

dispositifs intra-vasculaires et l’apparition de nouveaux antibiotiques actifs contre les 

bactéries à Gram négatif. 
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Tableau 2 : Fréquences des micro-organismes isolés dans les bactériémies. 

  

Références 

 

Fréquence des micro-organismes isolés 

 

 

Etudes 

européennes 

 

Vallés et al, 2007 (10) 

(1157 épisodes de 

bactériémies et fongémies) 

 

E. coli (40,8 %), S. aureus (9 %), SCN (5,3 %), 

S. pneumoniae (6,9 %), P. aeruginosa (5,4 %), 

K. pneumoniae (3,5 %) 

 

Bouza et al, 2010 (16) 

(298 épisodes de 

bactériémies et fongémies) 

 

E. coli (18,6 %), S. aureus (17,5 %), 

SCN (13,8 %), Enterococcus sp. (8,8 %), 

S. pneumoniae (7,6 %), K. pneumoniae (5,6 %), 

P. aeruginosa (3,7 %) 

 

 

Etudes 

américaines 

 

Riedel et al, 2008 (17) 

(1436 épisodes de 

bactériémies et fongémies) 

 

S. aureus (26,5 %), E. coli (13,5 %), 

SCN (11%), Enterococcus sp. (9,5 %), 

K. pneumoniae (7,5 %), P. aeruginosa (4,5 %) 

 

Pien et al, 2010 (12) 

(1364 épisodes de 

bactériémies et fongémies) 

 

S .aureus (23 %), E. coli (12 %), 

Enterococcus sp. (9 %), SCN (8 %), 

P. aeruginosa (4 %) 

E. coli : Escherichia coli ; K. pneumoniae : Klebsiella pneumoniae ; P. aeruginosa : 

Pseudomonas aeruginosa ; S. aureus : Staphylococcus aureus ; S. pneumoniae : 

Streptococcus pneumoniae ; SCN : Staphylocoques à Coagulase Négative 
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  L’écologie bactérienne du C.H.U. de Nantes entre 2009 et 2013 est recensée dans le 

Tableau 3. La distribution des espèces retrouvées correspond aux données de la littérature. 

Tableau 3 : Epidémiologie des bactériémies au C.H.U. de Nantes entre 2009 et 2013. 

Année 

Nombre 

d’hémocultures 

prélevées 

Nombre 

(pourcentage) 

d’hémocultures 

positives 

Fréquence des micro-organismes isolés 

2013 39902 

4111 (10,3 %) 

correspondant à 

2424 épisodes 

bactériémiques 

SCN (33,5 %), E. coli (17,6 %),                        

S. aureus (10,6 %), P. aeruginosa (3,7 %),       

E. faecalis (3,3 %), E. cloacae (2,3 %),           K. 

pneumoniae (2,2 %), S. pneumoniae (2,0 %) 

2012 38434 

3906 (10,1 %) 

correspondant à 

2119 épisodes 

bactériémiques 

SCN (31,6 %), E. coli (15,2 %),                          

S. aureus (9,6 %), E. faecalis (3,7 %),               

S. pneumoniae (3,3 %), P. aeruginosa (3,0 %), 

E. cloacae (1,8 %), S. agalactiae (1,5 %) 

2011 38220 

3919 (10,3 %) 

correspondant à 

2197 épisodes 

bactériémiques 

SCN (33,5 %), E. coli (17,7 %),                        

S. aureus (10,5 %), E. faecalis (3,8 %),             

S. pneumoniae (2,8 %), P. aeruginosa (2,5 %), 

E. cloacae (2,4 %), K. pneumoniae (1,8 %) 

2010 36709 

3368 (9,2 %) 

correspondant à 

2006 épisodes 

bactériémiques 

SCN (31,2 %), E. coli (17,2 %),                           

S. aureus (11 %), S. pneumoniae (3,9 %),          

P. aeruginosa (3,4 %), E. faecalis (2,5 %),            

E. cloacae (2,2 %), K. pneumoniae (2,1 %) 

2009 37762 

3613 (9,6 %) 

correspondant à 

2230 épisodes 

bactériémiques 

SCN (32,7 %), E. coli (15,7 %),                        

S. aureus (10,9 %), E. faecalis (3,4 %),              

S. pneumoniae (3,4 %), P. aeruginosa (3,1 %), 

K. pneumoniae (2 %), E. cloacae (1,8 %), 
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3- Les différentes catégories de bactériémies. 

Classiquement, les bactériémies communautaires se distinguent des bactériémies 

nosocomiales, celles-ci apparaissant chez les patients hospitalisés depuis plus de 48 heures 

(18). Plus récemment, une nouvelle catégorie, les bactériémies associées aux soins, a été 

définie (19). Elles correspondent aux bactériémies survenant au moment de l’hospitalisation 

ou dans les 48 premières heures (comme les bactériémies communautaires donc), mais chez 

des patients ayant eu un contact récent avec le système médical (chimiothérapie parentérale, 

dialyse dans les 90 jours précédents, traitement I.V. ou nutrition parentérale dans les 30 jours 

précédents, hospitalisation de plus de 48 heures dans les 90 jours précédents…). 

L’écologie de ces différentes catégories diffère (Tableau 4, page 20). E. coli apparaît 

ainsi comme le micro-organisme majoritairement isolé lors des bactériémies communautaires, 

suivi par S. aureus et S. pneumoniae. Dans les bactériémies nosocomiales, les staphylocoques 

à coagulase négative sont fortement représentés contrairement aux bactériémies 

communautaires. Ils constituent, avec E. coli et S. aureus, les micro-organismes 

majoritairement isolés dans ce type de bactériémie. L’étude espagnole de Vallès et al a 

montré que les bactériémies nosocomiales étaient associées à une mortalité significativement 

supérieure (10,4 % de mortalité pour les bactériémies communautaires et 27,3 % pour les 

bactériémies nosocomiales) (10). L’étude de Diekema et al a constaté cette même différence 

(14 % de mortalité pour les bactériémies communautaires versus 34 % pour les bactériémies 

nosocomiales) (20). 

L’étude espagnole de Vallès et al a également révélé des différences importantes entre 

les bactériémies associées aux soins, récemment définies, et les bactériémies communautaires 

(10). En effet, les bactériémies associées aux soins touchent des patients plus âgés et sont 

associées à une mortalité plus importante (27,5 % contre 10,4 %), proche des chiffres 

observés pour les bactériémies nosocomiales. Les sources d’infection de ces bactériémies, et 

donc l’écologie qui en résulte, possèdent des similitudes d’une part, avec les bactériémies 

communautaires (importance des portes d’entrées respiratoire et urinaire) et, d’autre part, avec 

les bactériémies nosocomiales (importance des cathéters intravasculaires et de dialyse comme 

portes d’entrée). Enfin, une plus forte incidence des S. aureus méticillino-résistants 

(S.A.R.M.) est observée dans ces bactériémies que dans celles d’origine communautaire (5 % 

contre 0,2 %), ainsi qu’une plus grande importance des traitements empiriques inadaptés (15,8 

% contre 8,3 %).  
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Tableau 4 : Principaux micro-organismes isolés dans les bactériémies selon leur mode 

d’acquisition. 
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III- Physiopathologie des bactériémies et sepsis 

1- Foyer primaire et facteurs de risque de développer une bactériémie 

1-1  Facteurs de risque de développer une bactériémie 

Les études de Vallés et al et Angus et al montrent que certains facteurs prédisposent 

au développement d’une bactériémie (9,10). Parmi eux, des facteurs de comorbidités (diabète, 

cancer solide, insuffisance rénale, bronchopneumopathie chronique obstructive) et des 

facteurs associés au traitement ou à la prise en charge du patient (cathéter urinaire, cathéter 

veineux périphérique et central, traitement immunosuppresseur) sont généralement rapportés. 

D’autres études montrent que les bactériémies touchent majoritairement les hommes, avec un 

âge médian d’environ 60 ans (12,17,21). 

1-2  Foyer primaire 

L’infection bactérienne débute communément par une phase d’adhérence et de 

multiplication au sein de la porte d’entrée (23). L’adhérence s’effectue notamment grâce à 

l’expression d’adhésines, protéines membranaires bactériennes dont la structure 

stéréochimique permet la reconnaissance spécifique de récepteurs saccharidiques, 

généralement des glycolipides, présents à la surface des cellules eucaryotes. Ces adhésines 

peuvent prendre la forme de filaments, dénommées usuellement pili ou fimbriae (24,25) 

(Figure 1). Cette adhérence permet aux bactéries de se maintenir au site infectieux.  

 

Figure 1 : Exemple de l’adhérence de E. coli à l’épithélium vésical (d’après Bidet et al, 

2012). 
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Certaines bactéries peuvent secondairement se structurer en biofilm après contact avec 

les muqueuses ou sur une surface inerte. Le biofilm constitue une forme de vie très fréquente 

lors des infections, avec développement d'une communauté de bactéries établissant des 

relations entre elles et avec la muqueuse ou la surface sur laquelle elles sont adsorbées. Ce 

biofilm protège les bactéries des agressions du micro-environnement dans lequel elles 

évoluent, avec des conséquences importantes notamment lors des infections sur dispositifs 

invasifs (cathéter ou prothèse) (26).  

D’après Pien et al, les portes d’entrées les plus fréquemment rencontrées étaient les 

dispositifs intra-vasculaires, le tractus génito-urinaire, l’appareil digestif ou respiratoire 

(Tableau 5, page 23) (12). Il faut noter que dans un nombre important de cas (29 %), la porte 

d’entrée n’était pas retrouvée. Selon Porcheret et al, le foyer urinaire était majoritaire, suivi 

des foyers digestif et pleuro-pulmonaire, puis des dispositifs intra-vasculaires (21). 

L’incidence de ces portes d’entrée varie selon le type de bactériémie. Ainsi, l’étude française 

de Bourneton et al montre que la majorité des bactériémies communautaires présentaient une 

origine urinaire (28 %), suivi par ordre d’importance des foyers pulmonaire, digestif et cutané 

(22). Dans cette étude, ainsi que dans celle du Réseau BN-Raisin de 2004, les dispositifs 

intra-vasculaires étaient le foyer le plus souvent retrouvé dans les bactériémies non 

communautaires (13). L’étude espagnole de Vallès et al détaille les portes d’entrée des 

bactériémies associées aux soins, qui apparaissent comme une combinaison des portes 

d’entrées des bactériémies nosocomiales et communautaires (10). Le foyer urinaire était 

majoritaire (38%). Les dispositifs intravasculaires et les appareils respiratoires et digestifs y 

étaient rencontrés dans des pourcentages quasi similaires (entre 11 et 12 %). 
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Tableau 5 : Fréquence (%) des différentes portes entrées à l’origine de bactériémie. 

 

 

Principales 

portes 

d’entrée 

Réseau BN-

Raisin, 2004 

(13) 

4548 épisodes 

de 

bactériemies/ 

fongémies 

nosocomiales 

Porcheret et 

al, 2007 (21) 

2013 

épisodes de 

bactériémies

/ fongémies 

Bourneton et 

al, 2007 (22) 

368 épisodes de 

bactériémies/ 

fongémies 

Vallés et al, 2007 (10) 

1157 épisodes de 

bactériémies /fongémies 

Pien et al, 

2010 (12) 

1225 

épisodes de 

bactériémies

/fongémies 

CBSI HBSI CBSI HCBSI HBSI 

Génito-

urinaire 

20,8 28,3 25,2 9,6 44,9 38,1 19,7 12 

Digestif 12,6 19,6 15,4 10,7 20,1 11,7 13,5 12 

Pulmonaire 9,5 13,1 23,1 13,4 13,4 11 7,1 8 

Dispositif 

intra-

vasculaire 

20,8 9,8 / 19,8 / 12,8 36,3 23 

Cutané 6,7 6 14 / 6,4 7,1 4,4 4 

Inconnu 18,7 11,3 / / 7,4 12,1 15,6 29 

Autres 10,8 11,9 22,3 46,5 7,7 7,1 3,4 12 

 

 

2-  Virulence bactérienne et pathogenèse lors d'une bactériémie 

Après l’étape d’adhérence, les souches bactériennes pathogènes ont la capacité 

d’échapper au système immunitaire, de se multiplier et d’envahir l’hôte. Pour cela, elles 

synthétisent divers facteurs de virulence (capsules, lipopolysaccharides, exotoxines,…) leur 

permettant d’échapper aux défenses de l’organisme (complément, phagocytose…) (23,26–

29). Ces facteurs de virulence peuvent être codés au niveau d’îlots de pathogénicité, et leur 

CBSI: community-acquired bloodstream infection, HBSI:  hospital-acquired bloodstream infection, HCBSI: 

healthcare-associated bloodstream infection 
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nombre varie selon le genre, l’espèce et la souche bactérienne (26). De même, la densité 

bactérienne et le site infectieux peuvent moduler, qualitativement ou quantitativement, la 

virulence bactérienne (29). Le Tableau 6 récapitule, pour exemple, les différents facteurs de 

virulence potentiellement détectés et exprimés chez une espèce bactérienne : Streptococcus 

pneumoniae. 

 

Tableau 6 : Exemples des facteurs de virulence de Streptococcus pneumoniae (d’après 

Moine et al, 2004). 

 

 

Dans le cadre des bactériémies, secondairement à l’infection de la porte d’entrée, les 

souches bactériennes pathogènes ont la capacité, grâce à l'expression de facteurs de virulence, 

de traverser les muqueuses pour atteindre la circulation sanguine et/ou lymphatique et ensuite 

diffuser dans tout l’organisme (23,27). 
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3- Interaction hôte-pathogène 

Le degré de gravité de la bactériémie est dépendant à la fois de la virulence de la 

souche bactérienne en cause, mais aussi du degré de compétence du système immunitaire de 

l’hôte (30). Le polymorphisme génétique, touchant notamment les récepteurs et médiateurs de 

l’immunité, est également impliqué dans la prédisposition au développement d’un sepsis 

(26,31,32). 

3-1 Phase d’initiation 

La présence de la bactérie dans le sang et surtout de certains de ses composants, 

appelés motifs moléculaires associés aux pathogènes (Pathogen-Associated Molecular 

Patterns – P.A.M.P.s) (Figure 2), provoque la mise en jeu d’une réponse immune (33). Une 

endotoxine, le lipopolysaccharide (L.P.S.), joue un rôle majeur chez les bactéries à Gram 

négatif. Les bactéries à Gram positif ne possèdent pas de L.P.S., mais sont constituées 

d’autres P.A.M.P.s, notamment l’acide lipoteichoique et le peptidoglycane. Elles secrètent 

aussi des exotoxines interagissant avec le système immunitaire, comme la toxine du syndrome 

de choc toxique staphylococcique (T.S.S.T.) ou l’exotoxine pyrogénique streptococcique 

(S.P.E.) (34). 

 

Figure 2 : Motifs moléculaires associés aux agents pathogènes (P.A.M.P.s) et T.L.R.s 

correspondants (d’après Van der Poll et al, 2008) 

Les P.A.M.P.s sont des motifs caractéristiques des bactéries, qui sont reconnus 

spécifiquement par le système immunitaire grâce aux « Pattern Recognition Receptors » 

(P.R.R.). Les principaux P.R.R. sont les Toll-Like Receptors (T.L.R.), récepteurs 

transmembranaires, et les nucleotide-binding oligomerisation domain (Nod), protéines de 

reconnaissance intra-cytoplasmiques, plus récemment identifiés (31). Ces molécules sont 



26 

 

exprimées par les cellules immunitaires, telles que les macrophages, les polynucléaires 

neutrophiles, ou encore les cellules dendritiques. Suite à cette reconnaissance, elles initient 

une cascade enzymatique aboutissant à l’activation du facteur de transcription nucléaire NF-

κB (31,35). Celui-ci va se lier à des sites de transcription et induire l’activation de nombreux 

gènes. Cette reconnaissance est ainsi à l’origine de l’activation de l’immunité innée.  

Les exotoxines de S. aureus et S. pyogenes agissent comme des superantigènes (36). 

Les principales cellules-cibles sont les lymphocytes T, les cellules présentatrices de l’antigène 

et les hépatocytes. Elles provoquent notamment une stimulation lymphocytaire polyclonale. 

3-2  Phase d’amplification 

Cette reconnaissance du pathogène par l’hôte est la première étape d’activation de 

l’immunité innée. Elle va permettre notamment la sécrétion de cytokines par les cellules 

immunitaires. Deux types de cytokines se distinguent : les cytokines pro-inflammatoires et 

anti-inflammatoires. 

Lors du sepsis, une synthèse accrue de cytokines, particulièrement de cytokines pro-

inflammatoires, est observée (31,34,37). Il s’agit de l’orage cytokinique (38). L’idée ancienne 

que la sévérité du sepsis était liée à une réaction inflammatoire excessive a été reconsidérée : 

la réponse de l’hôte à la bactériémie comprend à la fois une exagération de l’inflammation 

mais aussi la présence d'une certaine immunosuppression (39). 

Parmi les cytokines pro-inflammatoires, le Tumor Necrosis Factor (TNF-alpha) et 

l’interleukin 1 (IL-1) apparaissent comme les plus importantes. Les cytokines pro-

inflammatoires amplifient la réponse inflammatoire en accentuant la synthèse ou l’activité 

d’autres médiateurs de l’inflammation comme le monoxyde d’azote (NO), les métabolites de 

l’acide arachidonique, les systèmes du complément et de la coagulation, ou les radicaux libres 

(31). Elles vont réguler la coagulation en augmentant le taux de facteur tissulaire, en 

diminuant l’action de la protéine C ou encore en inhibant la fibrinolyse (40,41). Certaines 

cytokines, appelées chemokines, favorisent le chimiotactisme, permettant la migration des 

cellules immunitaires vers le foyer septique (42). Elles ont aussi un rôle propre, provoquant 

des manifestations telles que la fièvre ou des perturbations hémodynamiques. 

A l’inverse, les cytokines anti-inflammatoires (IL-10 en particulier) sont à l’origine 

d’une anergie immunitaire (31). Elles permettent ainsi de contrôler la synthèse de cytokines 

pro-inflammatoires et restaurer l’homéostasie.  
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3-3  Conséquences de l’orage cytokinique et mécanisme de la défaillance 

organique 

Une réponse intégrant un déséquilibre entre les systèmes pro-inflammatoires et anti-

inflammatoires contribue à une rupture de l’homéostasie et à l’aggravation du sepsis, pouvant 

conduire à la défaillance organique (Figure 3, page 28) (26). 

Une dysoxie tissulaire est ainsi rencontrée lors du sepsis sévère. Il coexiste une 

vasoplégie et des troubles de l’utilisation cellulaire de l’oxygène. Le métabolisme cellulaire, 

notamment mitochondrial, est en effet touché, avec pour conséquence une augmentation du 

métabolisme anaérobie et la production de lactates (43). La vasoplégie est reliée à une 

synthèse excessive de monoxyde d’azote (NO) et une déplétion en vasopressine (44,45). De 

plus, lors du sepsis sévère, l’activation de la coagulation et du système du complément, 

associée à la diminution des systèmes anticoagulant et fibrinolytique, sont à l’origine d’un état 

pro-coagulant. Des microthrombi peuvent alors apparaître et contribuer à la diminution de la 

quantité d’oxygène tissulaire (46).  

Le système neuroendocrinien est également touché. Il existe lors du sepsis une 

apoptose des neurones et cellules gliales des centres cardiovasculaires du système nerveux 

autonome (47). Cette atteinte pourrait aussi jouer un rôle dans la défaillance circulatoire 

existant lors du sepsis sévère. Divers systèmes endocriniens sont perturbés, avec pour 

conséquence une hypercortisolémie ou encore une hyperglycémie et une baisse de la 

concentration plasmatique en T4 qui est corrélée à la mortalité (31). 

De plus, chez les patients septiques, des anomalies des leucocytes peuvent être 

observés : monocytes hypo-répondeurs, apoptose accrue des lymphocytes et des cellules 

dendritiques (48,49). Cette immunomodulation est à l’origine d’une inefficacité à éradiquer 

les bactéries et d’un risque potentiel de développement d’infections nosocomiales secondaires 

chez les patients septiques (50). 

Dans ce contexte, une détection rapide de l'agent pathogène et son élimination 

prennent ainsi toute leur importance, afin d'éviter l'aggravation du sepsis. 
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Figure 3 : Interaction entre l’hôte et le pathogène - Réponse inflammatoire déséquilibrée 

et conséquences (d’après Angus et al, 2013). 
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IV- Antibiothérapie chez les patients septiques  

 

Le traitement d’un épisode septique repose sur deux aspects : la prise en charge 

symptomatique du patient et sa prise en charge infectieuse, c’est-à-dire son antibiothérapie. 

1- Antibiothérapie probabiliste  

Dans un premier temps, une antibiothérapie probabiliste est généralement prescrite 

devant la survenue d’une fièvre inexpliquée mal tolérée. Celle-ci correspond à une 

prescription d’antibiotique réalisée avant que ne soit connu la nature et/ou la sensibilité du ou 

des micro-organismes responsables de l’infection. Préalablement, des prélèvements 

bactériologiques à visée diagnostique doivent être pratiqués, si possible. 

Le choix des antibiotiques est principalement déterminé en fonction de la porte 

d'entrée infectieuse, des données fournies par l’examen direct des prélèvements 

bactériologiques effectués, du terrain du patient (notamment l'existence d’une 

immunodépression), du mode d’acquisition de l’infection (statut communautaire ou non), de 

l'écologie microbienne locale, ainsi que de l’exposition récente à des antibiotiques (51,52).  

Le Tableau 7 (page 30) récapitule les recommandations d’antibiothérapie probabiliste 

selon la porte d’entrée suspectée en Réanimation Médicale au C.H.U. de Nantes en 2014. 
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Tableau 7 : Exemples de proposition d’antibiothérapie probabiliste selon la porte 

d’entrée suspectée au C.H.U. de Nantes en 2014. 

Foyer primaire Contexte Antibiotiques 

 

Pyélonéphrite 

Prostatite 

 

 

Communautaire et Nosocomiale 
Ceftriaxone 

Association à Amikacine si signes de gravité 

ATB préalable Pipéracilline/Tazobactam + Amikacine 

Pneumopathie 

 

 

 

 

Communautaire 

Ceftriaxone + Spiramycine 

Association à Métronidazole si âgé et/ou 

comorbidités 

Communautaires avec D.D.B., 

mucoviscidose, ATB récente, 

ATCD d'infection à P. aeruginosa 

Pipéracilline/Tazobactam ou Céfépime + 

Spiramycine + Amikacine 

Pneumopathies d'inhalation Amoxicilline/Acide clavulanique 

Pneumopathies nécrosantes Ceftriaxone+ Linezolide ou Clindamycine 

Pneumopathies nosocomiales sans 

ATB préalable ni hospitalisation de 

plus de 7 jours en Réanimation 

Ceftriaxone 

Pneumopathies nosocomiales avec 

ATB préalable ou hospitalisation de 

plus de 7 jours en Réanimation 

Ticarcilline/Acide clavulanique + Aminosides 

Infection intra-

abdominales 

 

Péritonites communautaires 
Ceftriaxone + Metronidazole 

Association à Aminosides si signes de gravité 

Péritonites communautaires avec 

ATB préalable, cirrhose ou 

péritonite biliaire 

Pipéracilline/Tazobactam 

Péritonites nosocomiales Pipéracilline/Tazobactam + Amikacine 

Péritonites nosocomiales avec 

infection/colonisation à S.A.R.M. 

ou E. faecium 

Pipéracilline/Tazobactam + Amikacine + 

Vancomycine 

 ATB: Antibiothérapie, ATCD: Antécédents, D.D.B. : Dilatation des bronches.  
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2- Adaptation de l’antibiothérapie 

  Suite à l’obtention des résultats microbiologiques, les recommandations de la 

Surviving Sepsis Campaign et de la S.F.A.R. préconisent de réduire le nombre ou le spectre 

antibiotique si possible : il s’agit de la désescalade thérapeutique (52,53). Cette 

recommandation peut également comprendre un arrêt précoce du traitement antibiotique. Une 

ré-évaluation de l’antibiothérapie entre le deuxième et le troisième jour doit ainsi être 

effectuée. L’intérêt de cette stratégie est de prévenir l'émergence de la résistance aux 

antibiotiques. Une étude française a montré que cette stratégie permet la réduction à long 

terme des infections nosocomiales dues à des micro-organismes multi-résistants, ainsi que le 

coût lié à l’utilisation des antibiotiques (54). Une autre étude plus récente, menée dans les 

unités de soins intensifs, a aussi montré que le principe de désescalade était associé à une 

réduction significative du nombre d’infections chroniques (55). De plus, elle montre que la 

mortalité n’apparaît pas comme plus élevée en cas d’utilisation de cette stratégie. 

 3- Association d’antibiotiques 

L’intérêt d’une bithérapie sur une même cible bactérienne reste débattu. En effet, 

malgré un avantage théorique dans l’accélération de la bactéricidie et la réduction du risque 

de sélection de bactéries résistantes, différentes études posent la question de son utilité 

(56,57). 

Cependant, il est habituel de recommander une association d'antibiotiques dans 

certains contextes. Ainsi, la S.F.A.R. estime justifiée l’utilisation d’une association 

d’antibiotiques en cas de risque d’infections plurimicrobiennes, notamment dans un contexte 

nosocomial, ou s’il existe une suspicion d’infection par des micro-organismes multi-résistants 

(Acinetobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, entérobactéries). Il en est de même en cas de 

choc septique ou chez des sujets ayant certaines comorbidités. La S.F.A.R. et la Surviving 

Sepsis Campaign préconisent de n’utiliser cette association d’antibiotiques que sur une durée 

limitée (trois à cinq jours). 
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4- Posologie et durée de traitement 

Afin d'obtenir rapidement des concentrations tissulaires et plasmatiques adéquates, les 

antibiotiques sont généralement administrés par voie parentérale à doses maximales au cours 

des états septiques sévères (52).  

La Surviving Sepsis Campaign estime qu’en général, une antibiothérapie de sept à dix 

jours est suffisante (53). Cependant, cette durée peut être modifiée en raison de différents 

facteurs tels que l’immunodépression ou la rapidité de la réponse clinique. La S.F.A.R. 

préconise une réévaluation du traitement antibiotique au dixième jour (52).  

5- Facteurs influençant l’efficacité de l’antibiothérapie 

La précocité et la qualité de l’antibiothérapie apparaissent comme des éléments 

majeurs dans le pronostic des états septiques sévères. Diverses études ont montré qu’un 

traitement antibiotique inefficace s'avérait associé significativement à une mortalité accrue en 

cas de sepsis (Tableau 8). 

 

Tableau 8 : Association entre antibiothérapie inadaptée et mortalité. 

 Leibovici et al, 1998 

(58) 

3440 sepsis sévères 

Ibrahim et al, 2000  

(59) 

492 sepsis sévères 

Harbarth et al, 2003 

(60) 

904 sepsis sévères 

Pourcentage 

d’antibiothérapie 

inadaptée (et 

définition selon 

les études) 

37 %  (antibiothérapie 

efficace non débutée 

dans les 48 heures après 

réception des résultats 

microbiologiques) 

30 % (antibiothérapie 

efficace non débutée 

après réception des 

résultats 

microbiologiques) 

23 % (antibiothérapie 

efficace non débutée 

dans les 24 heures 

après réception des 

résultats 

microbiologiques) 

Mortalité en cas 

de traitement 

inadapté 

37 % 61,9 % 39 % 

Mortalité en cas 

de traitement 

adapté 

20 % 28,4 % 24 % 
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La Surviving Sepsis Campaign recommande de traiter les patients, si possible, dès la 

première heure et, dans tous les cas, dans les trois heures suivant le diagnostic de sepsis 

sévère ou de choc septique (53). En effet, l’étude de Kumar et al a montré, sur une cohorte de 

2154 patients, une association forte entre retard dans l’initiation de l’antibiothérapie efficace 

et mortalité due au choc septique (61). L’administration d’une antibiothérapie efficace lors de 

la première heure d’hypotension était associée à une survie de 79,9 %. En revanche, chaque 

heure de retard dans l’administration des antibiotiques, dans les six heures suivantes, était 

associée à une diminution moyenne de survie de 7,6 %. De même, l’étude de Garnacho et al a 

montré, sur une cohorte de 224 patients, que le délai d’initiation d’une antibiothérapie adaptée 

était associé indépendamment à la mortalité des patients atteints de sepsis, avec une 

augmentation 9 % de la mortalité par heure de délai d’administration (62). Plus récemment, 

Ferrer et al ont constaté aussi, sur une cohorte de 17990 patients, l’importance en termes de 

survie d’une antibiothérapie précoce, lors des chocs septiques et sepsis sévères (Figure 4) 

(63).  

 

 

Figure 4 : Prédiction de mortalité en fonction du délai avant la première administration 

d’antibiotiques (d’après Ferrer et al, 2014). 
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V- Méthodes diagnostiques des bactériémies au laboratoire 

 

L’hémoculture constitue l’examen de choix à réaliser lors d'une suspicion de 

bactériémie. Cet examen permet de mettre en évidence la présence de bactéries dans le sang, 

oriente la recherche d’un foyer infectieux indéterminé et participe à l’adaptation du traitement 

antibiotique. 

1- Réalisation d'une hémoculture 

1-1 Le prélèvement 

Il correspond à l’ensemencement, lors d'une ponction veineuse ou artérielle chez un 

patient, de flacons d’hémocultures contenant un milieu de culture (bouillon nutritif). Il s’agit 

d’une étape importante de l’analyse. En effet, certains facteurs pré-analytiques peuvent 

diminuer la sensibilité de l’examen. 

1-1-1 Mode de prélèvement et précautions 

La ponction veineuse est la méthode de choix (14). Le prélèvement à partir des autres 

sites est à éviter, particulièrement les dispositifs intra-vasculaires (cathéter, site implantable), 

car ils augmentent significativement le risque de contamination (64,65). Lors de cette 

ponction, des précautions doivent être prises afin de limiter le risque de contamination du 

sang, qui pourrait gêner l’interprétation et compromettre la mise en évidence du pathogène en 

stoppant précocement l’incubation. Ces précautions ont aussi pour objectif de diminuer le 

risque d’exposition au sang pour le préleveur. Elles consistent notamment en une désinfection 

des mains du préleveur, la désinfection de l’opercule du flacon d’hémoculture, ainsi que celle 

du point de ponction. 

1-1-2 Conditions et quantité de sang à prélever 

Chez l’adulte, il existe une faible quantité de bactéries présentes dans le torrent 

circulatoire lors d'un épisode bactériémique (inférieure à 1 UFC/mL pour la moitié des 

patients) (66). La quantité de sang prélevée apparaît comme un paramètre essentiel dans les 

performances diagnostiques de l’hémoculture. En effet, il a été démontré une proportionnalité 

entre le volume de sang prélevé et le pourcentage de résultats positifs, notamment avec 

l’utilisation des systèmes de détection automatisés (67–69). Afin d’atteindre une sensibilité 
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maximale, le volume optimal recommandé par épisode clinique et par 24 heures est de 40 à 60 

mL (14,70). Ce volume peut être atteint en effectuant deux à trois ponctions de paire de 

flacons d’hémoculture par épisode clinique et par 24 heures. En cas de suspicion 

d’endocardite, il est préférable de recueillir 60 mL de sang (70). Une attention particulière à 

un remplissage correct de ces flacons est essentielle, car celui-ci apparaît très souvent comme 

incorrect, notamment par défaut de sang (inférieur au 8 mL minimum requis) (70).  

A l'inverse, chez l’enfant, le volume optimal est plus difficile à déterminer car la 

concentration bactérienne dans le sang lors des épisodes bactériémiques est dépendante de 

l’âge de l’enfant (14,70). Le volume de sang est moins important mais la densité bactérienne 

lors d'un sepsis est généralement plus élevée. Enfin, la difficulté de prélèvement chez l’enfant 

s’ajoute à ces facteurs. 

Le bouillon d’hémoculture utilisé comprend des facteurs de croissance bactériens, des 

substances anticoagulantes (polyanéthol sulfonate de sodium, le plus souvent) et des produits 

adsorbants (résines, charbon activé) qui inhibent les antibiotiques (14,71). Le ratio 

bouillon/sang doit être compris entre 1/5 et 1/10 (vol/vol), afin de diluer suffisamment les 

substances inhibitrices présentes dans le sang (complément, lysozyme, cellules 

phagocytaires…) (14). Le remplissage correct des flacons prend ainsi d'autant plus 

d'importance.  

1-1-3 A quel moment prélever ?  

L’intervalle entre deux prélèvements n’influence pas la sensibilité de l’examen (67). 

Aujourd'hui, au C.H.U. de Nantes, le prélèvement des hémocultures est espacé sur 24 heures. 

La tendance actuelle est au prélèvement unique, c'est-à-dire au prélèvement en une seule fois 

de plusieurs séries d'hémoculture. Le prélèvement unique présenterait l’avantage, tout en 

ayant une sensibilité équivalente au prélèvement multiple sur 24 heures, d’une pratique plus 

simple et mieux suivie, permettant la mise en place rapide d’une antibiothérapie (72–74). De 

plus, le risque de contamination serait mieux maîtrisé. Il n’est cependant pas 

recommandé d’utiliser une ponction unique dans le cadre du diagnostic d'une endocardite ou 

d'une infection liée à un dispositif intra-vasculaire (70). Les hémocultures sont classiquement 

prélevées au moment des pics fébriles, bien que l’idée que le pic fébrile soit un facteur 

prédictif de bactériémie soit remis en cause (75). Leur prélèvement est à effectuer, si possible, 

avant l’initiation du traitement antibiotique (52,53). 
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1-1-4 Transport du prélèvement 

Une fois effectué, le prélèvement doit être acheminé rapidement au laboratoire 

(14,70). En effet, Saito et al ont montré une augmentation significative du délai de positivité 

en cas de retard à l’insertion dans les systèmes de détection automatisés (76). Si cela est 

impossible, il doit être conservé à température ambiante, et non à 37°C, afin d’éviter le risque 

de faux négatif ou d’augmentation du délai de positivité.  

1-2  L’examen bactériologique 

1-2-1 Détection de la croissance bactérienne 

1-2-1-1 Historique 

Les anciennes méthodes utilisant des lectures non automatisées ont aujourd’hui laissé 

place aux systèmes automatisés. Elles utilisaient des flacons d’hémoline constitué d’un milieu 

biphasique, qui étaient inspectés macroscopiquement quotidiennement, à la recherche de 

signes visibles de croissance bactérienne (turbidité, hémolyse, …) (Figure 5) (71). 

   

Figure 5 : Schéma d'une hémoculture manuelle. 

 

1-2-1-2 Systèmes automatisés 

Des systèmes automatisés à détection continue, avec agitation permanente, sont 

aujourd’hui utilisés (Tableau 9, page 37). Ils ont amélioré significativement la détection de la 

croissance bactérienne (69,77). Il existe différents principes de détection (14,78). Une mesure 

indirecte du CO2 lié à la croissance des micro-organismes dans le flacon, via une mesure de 

fluorescence (Bactec BD
®

) ou de colorimétrie (Bact/Alert bioMérieux
®
), peut être utilisée. Le 

flacon est déclaré positif selon un algorithme de lecture prenant en compte la concentration 



37 

 

initiale en CO2 et sa vitesse de production. La détection peut aussi être basée sur une variation 

de la pression atmosphérique au sein du flacon, liée à la consommation et à la production de 

gaz par les bactéries présentes dans le flacon (versaTREK
®
, TREK

®
). 

Classiquement, des flacons dédiés aux atmosphères aérobie et anaérobie (composée 

d’azote) sont utilisés. La faible fréquence des bactéries anaérobies a amené à envisager 

l’abandon de l’utilisation systématique de l’atmosphère anaérobie (79,80). Cependant, cet 

abandon n’est pas recommandé dans les publications récentes, notamment dans les services de 

Réanimation, Chirurgie ou Gynécologie (14,70). En effet, une réémergence des bactériémies à 

bactéries anaérobies est évoquée et leur sensibilité à certains antibiotiques semble moins 

prévisible (81–83). En cas d’abandon du flacon anaérobie, il est conseillé de le remplacer par 

un flacon aérobie afin de ne pas perdre en quantité de sang mis en culture et donc en 

sensibilité. 

La durée d’incubation classique des flacons est de cinq jours à 35°C pour les systèmes 

automatisés. Une durée de sept jours est préconisée sans ces systèmes (14,71). Au-delà, les 

bactéries détectées sont en grande majorité des contaminants (71,84). Lors de situations 

cliniques particulières, des mesures spécifiques pourront être mises en œuvre afin d’assurer 

une sensibilité maximale de l’examen. Une incubation plus longue (jusqu’à 15 jours) pourra 

ainsi être envisagée en cas de suspicion d’endocardite (85). De même, un repiquage 

systématique sur milieu spécifique après incubation des hémocultures est recommandé en cas 

de suspicion d’infection à Legionella sp., bactéries non détectées par les systèmes automatisés 

(86).  

Tableau 9 : Caractéristiques des automates commercialisés en France (d’après La 

Société Française de Microbiologie, REMIC, 2004). 
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1-2-2 Traitement des flacons positifs 

Aujourd'hui, à partir des flacons déclarés positifs, un examen direct est effectué et des 

subcultures sont ensemencées à J0. Celles-ci sont effectuées au minimum sur des milieux 

supplémentés en sang, en atmosphère aérobie enrichie en CO2, et en conditions aérobies (14). 

Selon le contexte, l'examen direct ou la bactérie suspectée, des milieux supplémentaires 

pourront être ajoutés. Une identification à partir des bactéries issues de la subculture est 

conduite généralement à J1 et un antibiogramme de toute bactérie isolée potentiellement 

impliquée dans un processus infectieux est réalisé et interprétable habituellement à J2. 

1-3 Interprétation 

1-3-1 La contamination  

La contamination d’une hémoculture correspond à l’introduction accidentelle lors du 

prélèvement d’une bactérie qui n’était pas présente pas le sang du patient. Ces bactéries sont 

le plus souvent issues de la flore cutanée du patient ou du préleveur (staphylocoques à 

coagulase négative, Corynebacterium sp., Propionibacterium sp.), ou encore des bactéries de 

l’environnement ou du matériel utilisé lors de la ponction (87).  

L’identification de la bactérie isolée et le nombre d’hémocultures positives permettent, 

dans un premier temps, d’apprécier le caractère contaminé ou réellement positif de 

l’hémoculture. Le nombre de flacons positifs par paire d'hémoculture n’apparaît pas comme 

prédictif d’une souillure. Ces éléments sont à associer, dans un second temps, aux données 

cliniques du patient et à la porte d’entrée suspectée. L’idée que le délai de positivité de 

l’hémoculture soit un marqueur supplémentaire reste soumise à débat (14,70,88). 

Le taux de contamination retrouvé dans diverses publications, rapporté aux nombres 

d’hémocultures positives, est reporté dans le Tableau 10. 

Tableau 10 : Taux de contamination rapporté au nombre d’hémocultures positives. 

Références Taux de contamination estimé 

Bourneton et al, 2007 (22) 15,9 à 24,3 % 

Pien et al, 2010 (12) 41 % 

Roth et al, 2010 (89) 38 % 
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1-3-2 Cas des dispositifs intra-vasculaires (cathéter, chambre implantable) 

Le prélèvement d’hémoculture à partir de dispositifs intra-vasculaires est à réserver au 

diagnostic d’infections microbiennes liées à un dispositif intra-vasculaire. Dans les situations 

où la présomption d'infection liée au cathéter central veineux est faible ou modérée, et en 

l'absence de signes de gravité chez les patients, cette stratégie diagnostique est envisageable 

(14,90). Elle permet alors d’éviter le retrait de celui-ci (diagnostic d’infection par ablation du 

matériel). En théorie, cette méthode diagnostique passe par le prélèvement simultané (moins 

de dix minutes d’intervalle) de deux hémocultures, l’une par ponction veineuse et l’autre par 

ponction via le matériel, après purge de ce dernier (14). La différence de délai de positivité 

permet la mise en cause du matériel : un délai supérieur à deux heures en faveur de 

l’hémoculture prélevée sur cathéter est hautement prédictif d'une bactériémie à point de départ 

du cathéter (spécificité et sensibilité supérieures à 90 %) (90). 

1-4  Impact de l’hémoculture dans la prise en charge du patient 

bactériémique 

1-4-1 Résumé de la prise en charge traditionnelle des hémocultures  

Le laboratoire et les biologistes ont un rôle primordial dans le diagnostic des 

bactériémies. En effet, la prise en charge des hémocultures positives permet la mise en 

évidence de l’agent pathogène, son identification, ainsi que l’étude de sa sensibilité aux 

antibiotiques. Différentes techniques sont mises en œuvre : incubation des flacons 

d’hémocultures, coloration de Gram, subculture, techniques d’identification et d’étude de la 

sensibilité bactérienne (Figure 6).  

 

 

 

 

 

Figure 6 : Délai classiquement retrouvé avant obtention des résultats de l’hémoculture 

par les méthodes phénotypiques.  
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Il existe habituellement un délai, d'un à trois jours (voire plus long selon l'espèce 

bactérienne), avant l’obtention des résultats microbiologiques suite à la détection de la 

positivité du flacon d'hémoculture. Ce délai est à ajouter au temps d’incubation nécessaire à la 

détection de la bactériémie, le plus fréquemment dans les 48 premières heures suite à 

l’insertion du flacon dans les systèmes de détection automatisés (91,92) . 

1-4-2 Limites de l’hémoculture 

L’hémoculture reste aujourd’hui le "gold standard" dans le diagnostic de routine des 

bactériémies. Cependant, cette technique montre des limites. Le délai d’obtention des résultats 

reste parfois trop tardif dans un contexte où une antibiothérapie précoce et adaptée influence 

le pronostic. De plus, la sensibilité de ce test demeure imparfaite. Certains micro-organismes 

à croissance lente ou non cultivables (Nocardia sp., Legionella sp., Bartonella sp., 

Tropheryma whipplei…), ainsi que les prélèvements de patients sous antibiotiques peuvent 

conduire à des faux négatifs (93–96). Enfin, l’hémoculture ne permet pas d’estimer la 

concentration bactérienne dans le sang, alors que celle-ci apparait comme corrélée à la 

sévérité de l’infection d’après certaines études (97,98). 

1-4-3 Optimisation de la prise en charge des hémocultures 

Diverses études ont montré l’influence des résultats microbiologiques sur le traitement 

antibiotique administré. L’identification bactérienne fait partie des paramètres clés. Dans 

l’étude de Stoneking et al, seuls 23 % des traitements probabilistes mis en place chez 61 

patients auraient été similaires si l’identification bactérienne avait été connue au moment de la 

mise en place du traitement (99). Toutefois, Martiny et al ont montré que l’identification 

bactérienne amène une modification du traitement antibiotique probabiliste dans seulement 

13,4 % des cas (100).  

Le temps d’obtention des résultats microbiologiques des hémocultures apparaît 

comme un facteur important dans l’amélioration de la prise en charge des patients 

bactériémiques. L’obtention plus rapide de résultats microbiologiques contribuerait à la mise 

en place précoce d’une antibiothérapie optimale, influençant la mortalité, la durée de séjour 

des patients et le coût d'hospitalisation (92,101–103).  

Une détermination plus rapide de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques, 

directement à partir des hémocultures positives, avec obtention des résultats dès J1, a été 

testée avec succès (104,105). 
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Une identification rapide à partir des flacons d’hémocultures positifs, s’affranchissant 

du délai lié à la subculture, apparaît donc pertinente dans l'optimisation de la prise en charge 

d’un patient bactériémique. Cette information serait obtenue dès la positivité de 

l’hémoculture, soit de manière contemporaine au résultat de l'examen direct par coloration de 

Gram. L’information fournie par l'examen direct est déjà d’une importance capitale dans la 

prise en charge des patients bactériémiques. En 2003, Munson et al ont montré l’importance 

de téléphoner au clinicien l’examen direct des hémocultures positives (103). En effet, le 

résultat du Gram apparaît comme ayant une plus grande influence sur l’antibiothérapie que les 

résultats de l’antibiogramme, plus tardifs. De même, l’étude de Barenfanger et al a montré 

que la rapidité de communication de l'examen direct avait un impact sur la mortalité (106). 

L’apport d’une identification rapide et précoce par rapport à l'examen direct réside dans 

l’amélioration de la précision du rendu du résultat microbiologique. Elle permet ainsi de 

confirmer ou d'infirmer une contamination (100). Par exemple, l’identification bactérienne 

permet de différencier une souche de S. aureus d'un staphylocoque à coagulase négative. De 

même, Listeria monocytogenes est plus facilement différenciée d'une Corynebacterium sp. 

commensale. Par ailleurs, elle permet la mise en place plus rapide d’un traitement probabiliste 

approprié, celui-ci pouvant être plus ciblé : entérobactéries versus P. aeruginosa ou bactéries 

anaérobies par exemple. Des études récentes ont montré l’intérêt de cette technique 

d’identification rapide par rapport à l’information apportée par l'examen direct. Vlek et al ont 

montré que l’utilisation d’une telle stratégie augmenterait de 11,3 % le pourcentage de 

traitement approprié 24 heures après la positivité de l'hémoculture (107). De même, Clerc et 

al ont montré que cette démarche diagnostique présente un impact supérieur à l'examen direct 

sur l’antibiothérapie des bactériémies à Gram négatif (changement d’antibiotiques dans 35,1 

% cas contre 20,8 %) (108).  
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2- Les nouvelles techniques moléculaires 

Dans ce contexte, de nouvelles stratégies ont été développées pour améliorer la prise 

en charge des bactériémies. Elles utilisent des techniques d’identification basées sur les 

protéines ou les acides nucléiques bactériens. Selon les techniques, cette identification peut 

avoir lieu à partir d’une hémoculture positive ou directement à partir du sang du patient. 

2-1 Les technologies moléculaires, basées sur la détection des acides 

nucléiques 

Diverses techniques récentes permettent une identification rapide des bactéries 

présentes dans les hémocultures positives, s’affranchissant de l'étape de subculture 

habituellement effectuée. Après pré-traitement du bouillon d’hémoculture, ces méthodes 

peuvent détecter des micro-organismes directement à partir de flacons détectés positifs. Des 

techniques utilisent également la PCR directement à partir du sang des patients. 

2-1-1 Hybridation  

La technique d'hybridation la plus couramment utilisée pour identifier les bactéries à 

partir des flacons d’hémoculture positifs est l'hybridation fluorescente in situ (F.I.S.H.). Cette 

technique est basée sur l'utilisation de sondes oligonucléotidiques ciblant l’ARN ribosomal 

(ARNr) bactérien et marquées par un fluorochrome. L’hybridation à l’ARNr est suivie d'une 

détection au microscope à fluorescence (Figure 7, page 43).  

Cette technologie autorise l’identification de différents genres et espèces bactériens, 

ainsi que certains gènes de résistance, en quelques heures. De plus, elle est relativement peu 

coûteuse comparé à l’équipement nécessaire pour les techniques basées sur la PCR ou la 

spectrométrie de masse (109).    

La technique commercialisée QuickFISH BC® (AdvanDx, USA), basée sur la 

méthodologie F.I.S.H., permet de distinguer les SCN de S. aureus en une vingtaine de 

minutes, directement à partir des hémocultures positives (110). Elle utilise des sondes P.N.A.-

F.I.S.H. (Peptide Nucleic Acid) neutres, au contraire des sondes classiques chargées 

négativement, facilitant la pénétration dans les bactéries et la liaison à l’ARNr (78). Elle peut 

être associée à la technique mecA XpressFISH
®
 (AdvanDx, USA), basée aussi sur la 

technique P.N.A.-F.I.S.H., et ciblant l’ARN messager (ARNm) codé par le gène mecA (111). 

D’après l’étude de Salimnia et al, le test QuickFISH BC
®
, évalué sur 491 hémocultures 

positives à cocci à Gram positif, présente une sensibilité de 99,4 % et une spécificité de 99,6 
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% (111). Par ailleurs, le test mecA XpressFISH
®
 révèle une sensibilité de 99,1 % et une 

spécificité de 99,6 % pour la détection des S.A.R.M. 

Une autre technique commercialisée basée sur l’hybridation, AccuProbe
®

 (Gen-Probe, 

Inc., San Diego, Calif.), permet d’identifier, à partir des flacons d’hémocultures positives à 

cocci à Gram positif, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus sp., 

Streptococcus pyogenes et Streptococcus agalactiae (109). Il s’agit d’un test de protection de 

l’hybridation (plus spécifique que l’hybridation simple) : une sonde chimiluminescente 

complémentaire de la région cible (ARNr) est marquée d’une molécule d’ester d’acridinium. 

Il se forme alors des hybrides stables. La lumière émise par ceux-ci est mesurée dans un 

luminomètre. D’après Lindholm et al, ce test apparaît comme performant, même si 

l’identification de S. aureus demande à être améliorée (109). 

 

Figure 7: Exemples représentatifs d'échantillons positifs à S. aureus (vert), à 

staphylocoques coagulase négative (rouge), avec le test QuickFISH BC
®

 (AdvanDx, 

USA). 

La limite principale des techniques d’hybridation est liée au nombre limité de sondes 

existantes. En effet, le nombre de bactéries identifiables reste restreint (112,113). De plus, ces 

techniques nécessitent toujours une étape préalable de coloration de Gram, ce qui peut biaiser 

l’identification, en omettant des espèces bactériennes minoritaires potentiellement présentes. 

2-1-2 Techniques d’amplification  

2-1-2-1 Principe de la PCR 

La PCR est la technique d’amplification génique la plus utilisée. Elle permet d’obtenir 

rapidement une quantité importante et exploitable d’un segment précis d’ADN cible à partir 

d’un échantillon biologique. Il s’agit d’une réaction cyclique, composée de trois étapes (114) : 

- La dénaturation de l’ADN, pour obtenir des matrices simple brin ;   

- L’hybridation d’amorces oligonucléotidiques spécifiques, permettant de borner et d'amorcer 

la réplication de la séquence à amplifier ; 
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- La synthèse du brin complémentaire. 

Les trois étapes d’un cycle de PCR sont effectuées à des températures différentes permettant 

de contrôler l’activité enzymatique. Un thermocycleur permet ces variations de température. 

La réaction de PCR est rapide (une à deux heures). Il s’agit d’une technique avec une grande 

sensibilité et spécificité (115). Une première étape d’extraction des acides nucléiques est 

nécessaire avant toute PCR à partir d’un échantillon biologique.  

Les PCR classiques dites en point final se distinguent des PCR en temps réel. Avec la 

PCR classique, la mise en évidence des amplicons est réalisée en fin de réaction. En revanche, 

la PCR en temps réel utilise le principe de la PCR classique avec, pour différence, une 

détection des amplicons à chaque cycle de PCR (116). Cette technique est plus rapide et 

comporte un risque moindre de contamination. En effet, la PCR classique nécessite une étape 

supplémentaire pour la mise en évidence des amplicons. Une seule bactérie, plusieurs ou 

l’ensemble des bactéries peuvent être recherchées. De ce fait, selon le ou les gènes ciblés par 

les amorces, trois types de PCR sont définis : la PCR spécifique, la PCR multiplex, la PCR 

universelle dite 16S. Des gènes de résistance ou des facteurs de virulence peuvent également 

être détectés.  

Une PCR spécifique détecte une seule bactérie recherchée. Son intérêt reste donc 

limité dans le diagnostic des bactériémies en raison de la grande variété de micro-organismes 

pouvant être à l’origine de bactériémies. A l’inverse, la PCR universelle est théoriquement 

capable de détecter toute bactérie présente dans l’échantillon (117). Elle cible des gènes 

codant pour l’ARN ribosomal (ARNr 16S) composé de régions conservées chez les bactéries, 

mais aussi de régions hypervariables permettant la distinction des différentes espèces. Les 

séquences obtenues sont ensuite analysées et comparées à des banques de données telles que 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ou BiBi (BioInformatics Bacterial 

Identification). Cette technique est fréquemment utilisée en Bactériologie, en l’absence ou en 

cas de doute sur l’identification de bactéries par les méthodes de routine. Une PCR multiplex 

détecte plusieurs espèces ou genres bactériens. En cas de PCR multiplex classique, suite à la 

production des amplicons, d’autres techniques devront être mises en œuvre pour identifier ces 

amplicons, comme l’électrophorèse ou l’hybridation. 

2-1-2-2 Exemples de tests commercialisées à partir des hémocultures positives 

Le StaphPlex system (Genaco Biomedical Products, Inc., Huntsville, AL) est un test 

commercialisé permettant l’identification en environ cinq heures des espèces du genre 

Staphylococcus, de la toxine de Panton-Valentine et de cinq gènes de résistance aux 
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antibiotiques des staphylocoques dont le gène mecA (118). Ce test combine des techniques 

d’amplification par PCR multiplex et de détection par hybridation de 18 gènes cibles. D’après 

l’étude de Tang et al, ce test est efficace pour la distinction entre SCN et S .aureus, et pour la 

détection des S.A.R.M. (sensibilité de 92 %) (118). 

Le test Hyplex BloodScreen PCR-enzyme-linked immunosorbent assay (E.L.I.S.A.) 

system (BAG, Lich, Germany) est lui aussi basé sur une amplification par PCR multiplex 

suivie d’une détection par hybridation à des sondes spécifiques détectées par méthode 

E.L.I.S.A. (119). Il permet la détection, en environ six heures, de plusieurs cocci à Gram 

positif et bacilles à Gram négatif, ainsi que du gène mecA. L’étude de Wellinghausen et al a 

démontré une sensibilité et une spécificité supérieure à 90 % pour chaque espèce identifiable 

par ce test, ainsi qu’une totale concordance avec les méthodes phénotypiques pour la 

détection du gène mecA (119).  

Le test Xpert™ MRSA/SA (Cepheid, Maurens-Scopont, France) sur GeneXpert® BC 

(Cepheid) est basé sur une PCR multiplex en temps-réel et permet la distinction entre SCN et 

S. aureus, ainsi que la détermination de la sensibilité à la méticilline (gène mecA et cassette 

SSC mec) (Figure 8, page 46) (120). Dans l’étude de Biendo et al, sur 56 isolats de 

Staphylococcus sp. testés, toutes les identifications apparaissaient concordantes. Seules trois 

discordances (5,4 %) ont été observées par rapport aux tests phénotypiques, et concernaient la 

détection de la méticillino-résistance (120). 

Enfin, le test commercialisé Prove-it Sepsis
®

 (Mobidiag, Finland) est basé sur une 

technique associant une PCR multiplex et une puce à ADN (121). Il permet l’identification de 

plus de 90 % des pathogènes (50 au total) potentiellement isolés dans les bactériémies, ainsi 

que du gène de résistance mecA. L’étude de Tissari et al a montré que 86 % des bactéries 

identifiées dans les 2107 hémocultures testées étaient présentes dans le panel de bactéries 

identifiables par Prove-it sepsis
®
 (121). La concordance avec l’identification classique pour 

les espèces détectables était élevée (96,7 %). Toutefois, l’identification des bactéries 

retrouvées au sein des hémocultures polymicrobiennes apparaissait comme moins 

performante. 
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Figure 8: Exemple d’un résultat MRSA positif /S. aureus positif, avec le test Xpert™ 

MRSA/SA (Cepheid, Maurens-Scopont, France) sur GeneXpert® BC (Cepheid). 

 

2-1-2-3 Evolution des tests moléculaires utilisés à partir des hémocultures positives 

L’intérêt des tests utilisant une PCR multiplex est limité par le nombre restreint de 

bactéries identifiables. De nouvelles technologies ont été développées pour améliorer l’étape, 

lourde et chronophage, d’identification bactérienne par séquençage, suite à l’amplification par 

PCR universelle. 

La technologie de PCR couplée à la spectrométrie de masse avec ionisation par 

électronébulisation (PCR-ESI MS) peut aussi être utilisée dans l’identification des bactéries 

directement à partir des hémocultures positives (122,123). La spectrométrie de masse de type 

ESI est la deuxième technique d’ionisation douce, à côté de la technique MALDI (Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization), détaillée ultérieurement. Elle associe une technique de 

PCR universelle et une analyse des amplicons produits par ESI-MS. La composition en 

nucléotides qui représente la "signature moléculaire" des amplicons est ensuite comparée à 

une base de données. Cette technologie permet l’identification d'un très large panel de 

bactéries en une seule étape, ainsi que celle de de virus ou de champignons. Le typage, la 

détection de gènes de résistance ou de facteurs de virulence bactériens sont également 

possibles (124). De plus, il s’agit d’une méthode quantitative (125). L’étude de Kaleta et al a 

montré de très bonnes performances à partir des bouillons d’hémocultures (96,6 % de 

concordance avec les méthodes de routine), y compris en cas d’hémoculture polymicrobienne 
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(122). Les résultats d’identification apparaissaient disponibles en cinq à six heures après la 

positivité de l’hémoculture. Cette technique est d'autant plus intéressante qu'elle peut 

s'appliquer directement à partir de prélèvements (126,127). Laffler et al ont montré des 

performances correctes d’identification de bactéries et levures directement à partir du sang, 

avec une concordance de 78,6 % avec les techniques d’hémocultures classiques et un délai 

d’obtention des résultats de six à huit heures seulement. Toutefois, la sensibilité de cette 

technique à partir du sang apparaît comme inférieure à celle de l’hémoculture (128). De plus, 

son coût conséquent constitue une limite importante dans son utilisation en routine. 

 Les techniques de séquençage nouvelle génération (Next Generation Sequencing) 

permettent un séquençage rapide et haut débit des génomes. L’une de ces techniques, le 

pyroséquençage, montre des capacités dans l’identification bactérienne (129). L’étude de 

Jordan et al a montré l’efficacité d’une technique combinant PCR temps réel et 

pyroséquençage pour l’identification bactérienne à partir des hémocultures positives (130). La 

concordance avec l'identification après subculture était de 97,8 %. Cependant, le séquençage 

reste une technique complexe, onéreuse, et rencontrant des difficultés dans l’identification des 

mélanges bactériens (130). 

2-1-2-4 Exemples de tests d’identification bactérienne directement à partir du sang du patient 

Les techniques utilisables directement à partir du sang des patients permettent un gain 

de temps important, s’affranchissant de l’étape de culture dans un bouillon d’enrichissement 

de type hémoculture. La détection et l’identification du pathogène sont ainsi possibles en 

quelques heures. De plus, ces techniques s’affranchissent de l’action éventuelle des 

antibiotiques et permettent une meilleure détection des micro-organismes à croissance 

fastidieuse. Elles imposent une étape d’extraction à partir de sang total, suivie par une PCR 

universelle ou multiplex. Le sang total procure en effet une plus grande quantité de bactéries 

que le sérum, bien que l’extraction et la purification des acides nucléiques bactériens soient 

plus délicates (131,132). Selon les études, ces tests présentent, en comparaison à 

l’hémoculture constituant le gold-standard, des sensibilités variables (Tableau 11, page 48). Il 

faut cependant remarquer que le taux de positivité de ces tests moléculaires reste supérieur à 

celui des hémocultures. 
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Tableau 11: Performances des techniques commercialisées pour l’identification 

bactérienne directement à partir du sang. 

Techniques 

commercialisées 

Principe 

d’identification 

Micro-organismes 

détectés 

Temps 

(heure) 

Sensibilité 

(%) 

LightCycler 

SeptiFast Test® 

(Roche Molecular 

Systems, 

Branchburg, NJ) 

 

PCR temps-réel 

multiplex 

 

25 + gène mecA 

 

6 

 

68-85 (133–

136) 

SepsiTest® 

(Molzym, Bremen, 

Germany) 

 

PCR universelle + 

séquençage 

 

> 300 

 

8-12 

 

87-88,5 

(137,138) 

 

Vyoo® (SIRS-Lab, 

Jena, Germany) 

 

PCR multiplex + 

Eléctrophorèse sur 

gel 

 

> 40 + gènes de 

résistance 

 

8 

 

60 (139) 

 

2-1-3 Limites des techniques de biologie moléculaire 

Ces nouvelles techniques apparaissent comme intéressantes, particulièrement 

lorsqu’elles s’affranchissent de l’étape de pré-culture du sang, permettant un important gain 

de temps dans la détection et l’identification des bactéries. Ces dernières sont toutes basées 

sur une amplification par PCR, qui peut présenter quelques difficultés (112). Les écueils sont 

d’ordre technique : contamination entre échantillons ou par les réactifs utilisés, extraction 

délicate préalable mais nécessaire en raison de la présence de grandes quantités d’ADN 

humain ou d’inhibiteurs de PCR dans le sang, nécessité d’un personnel qualifié. Ils sont aussi 

d’ordre financier, en raison du coût des équipements et des kits de réactifs nécessaires. Enfin, 

l’interprétation des résultats reste délicate : les techniques utilisant la PCR détectent aussi les 

micro-organismes non viables, ne nécessitant pas dans tous les cas une antibiothérapie, et les 

techniques multiplex ne détectent pas un certain nombre de bactéries potentiellement 

impliquées dans les bactériémies. Outre ces inconvénients, ces nouvelles techniques ne 

permettent pas la détermination de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques, ou seulement 

quelques génotypes de résistance.  
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2-2  La technologie MALDI-TOF MS 

La spectrométrie de masse est une technologie datant du début du XX
e
 siècle. Il s’agit 

d’une technique d’analyse qui permet la détermination des masses moléculaires des composés 

analysés, ainsi que leur identification et quantification. Cette technologie, limitée à l’étude des 

petites molécules à ses débuts, a évolué pour permettre l’étude de macromolécules.  

Le principe de la spectrométrie de masse repose sur l’ionisation de molécules 

organiques (peptides, protéines notamment), qui aboutit à la production d’ions moléculaires. 

Les ions formés sont séparés selon leur rapport masse/charge (m/z) grâce à l’utilisation de 

champs magnétiques et/ou électriques. Puis, ces ions sont détectés et un spectre de masse est 

obtenu, représentant l’intensité des ions en fonction de leur rapport m/z (140). 

Un spectromètre de masse comporte : 

- une source d’ionisation, où se produit le passage de l’échantillon en phase gazeuse et 

l’ionisation des molécules ; 

- un analyseur de masse, où règne un vide important, qui sépare les ions en fonction de leur 

rapport masse/charge (m/z) ; 

- un détecteur, qui permet une détection des ions préalablement triés et fournit un signal 

électrique proportionnel au nombre d’ions détectés ; 

- et un système de traitement informatique du signal pour visualiser les spectres. 

L’essor de la technologie de spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight) a permis l’élargissement de ses 

domaines d’application, notamment à la Biologie Médicale (141). 

2-2-1  Principe de la technique MALDI-TOF MS 

Le MALDI-TOF MS repose sur la technique de spectrométrie de masse, à ionisation 

dite douce. Dans le cas de méthodes d’ionisation dites « douces », l’ion formé est relativement 

stable et peut être consécutif à l’addition d’un ion (H
+
, Na

+
, K

+
, NH4

+
) ou d’un électron à la 

molécule, mais également à la soustraction d’un électron ou d’un hydrogène ionisé (hydrure 

ou proton), (140). Cette technique permet l’analyse des protéines incluses dans les micro-

organismes.  

La spectrométrie de masse type MALDI-TOF se décompose en quatre étapes 

principales : ionisation douce, accélération et analyseur à temps de vol, détection (Figure 9, 

page 50). 
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L’ionisation est obtenue après mélange de l’échantillon à analyser avec une matrice 

sur une cible. Après cristallisation, le mélange est soumis à l’action d’un faisceau laser. La 

matrice a pour rôle l’absorption de l’énergie du laser, permettant ainsi la vaporisation de 

l’échantillon (désorption) et le transfert de charge aux protéines, aboutissant à la formation 

d’ions.  

L’accélération des ions formés est obtenue grâce à un champ électromagnétique, établi 

entre la cible et l’entrée du tube de vol. Les ions produits traversent ensuite le tube de vol, à 

l’extrémité duquel se trouve le détecteur. Dans le tube de vol, ils sont séparés en fonction de 

leur vitesse, fonction de leur rapport m/z (masse/charge).  

Le détecteur traduit l’impact des ions en signal exprimé sous la forme d’une fonction 

temps/intensité. La mesure du temps de vol (Time Of Flight) pour atteindre le détecteur est 

fonction du rapport m/z. La somme des ions analysés forme un spectre caractéristique de 

l’échantillon à identifier. 

 

Figure 9 : Schéma du spectromètre de masse et principe de la technologie MALDI-TOF 

(d’après Gravet et al, 2013). 
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L’identification des micro-organismes est ensuite effectuée par comparaison à une 

base de données, le spectre obtenu étant différent d’un genre à l’autre et d’une espèce à l’autre 

(figure 10). 

 

Figure 10: Empreintes spectrales obtenues à partir de colonies entières de cinq espèces 

bactériennes différentes (d'après Carbonnelle et al, 2011). 

2-2-2  Systèmes et bases de données disponibles 

Trois systèmes MALDI-TOF MS sont actuellement commercialisés en France, par les 

firmes Andromas, bioMérieux et Bruker daltonics (142). Ces spectromètres possèdent leur 

propre logiciel de pilotage, incluant leur propre banque de données. Les bases de données 

contiennent des spectres de références créés à partir de pics communs, reproductibles, plus ou 

moins intenses, retrouvés à plusieurs reprises lors du passage en MALDI-TOF de souches de 

référence. Elles fonctionnent avec un algorithme statistique d’interprétation, nécessaire pour 

comparer le spectre de masse de la bactérie à identifier aux empreintes spectrales de référence 

(143–145).  

2-2-3 Application en bactériologie 

Depuis quelques années, la technique MALDI-TOF MS a révolutionné la 

Microbiologie Médicale et est désormais utilisée pour l’identification des bactéries isolées à 

partir de milieux solides. De nombreuses études ont montré ses très bonnes performances 

(143,146–149). 
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 2-2-3-1  Utilisation en routine : exemple du spectromètre VitekMS
®

 

L’identification bactérienne par MALDI-TOF MS se décompose en trois 

étapes (d’après le manuel d’utilisation VitekMS
®
): 

1- le dépôt de l’échantillon bactérien, associé à la matrice, directement sur la cible. Un 

contrôle de qualité interne est associé à ces dépôts. Dans le cas du VitekMS
®
, la matrice 

utilisée est composée d’acide α-cyano-4-hydroxycinnamique (α-CHCA). L’échantillon est 

déposé grâce à une öse sur les cibles MALDI du VitekMS
®
 puis recouvert d’un microlitre de 

matrice. Le mélange est séché à température ambiante. La firme bioMérieux ne préconise pas 

d’extraction pour les bactéries (hors mycobactéries et Nocardia sp.). 

2- l’acquisition du spectre, une fois la cible introduite dans le spectromètre de masse. Pour 

chaque dépôt, le VitekMS
®
 acquiert une centaine de spectre, couvrant des masses allant de 

1000 à 15000 Daltons. 

3- la comparaison du spectre à la base de données. La base de données du VitekMS
®
 (Version 

3.2.0-7) contient près de 1000 espèces bactériennes. Elle a été réalisée grâce à des spectres 

issus de souches parfaitement caractérisées de chaque espèce référencée. Une pondération a 

été affectée à chaque pic pour chaque espèce en fonction de sa spécificité. Les résultats sont 

associés à un indice de confiance, exprimant la similitude entre le micro-organisme à 

identifier et toute bactérie de la base de données. Une identification est considérée comme 

« bonne » si une identification simple s’affiche avec un indice de confiance compris entre 60 

et 99,9 %. Il s’agit d’une base marquée CE-IVD, l’ajout de spectre ne peut être effectué que 

par des mises à jour fournisseur. 

2-2-3-2 Intérêt de la spectrométrie de masse 

Cette technologie a supplanté les méthodes phénotypiques majoritairement utilisées en 

routine jusqu’alors. En effet, elle présente divers atouts : 

- Sa rapidité. Elle permet de réduire le délai d’obtention de l’identification des bactéries, 

passant de plusieurs heures par les techniques phénotypiques à quelques minutes (Figure 11, 

page 53).  

- Sa simplicité d’utilisation, le point le plus délicat étant l’étape du dépôt (150). Le dépôt 

d’une quantité insuffisante de certains genres ou espèces bactériens rend ainsi leur 

identification difficile (P. aeruginosa muqueux, Nocardia sp., Propionibacterium sp.). Une 

étape supplémentaire d’extraction peut améliorer la qualité des spectres et donc 

l’identification des bactéries (150). 
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- Sa précision. Elle pallie l’imprécision des techniques phénotypiques (146). En effet, 

certaines bactéries, comme les bacilles à Gram positif ou certains streptocoques, n’étaient 

souvent identifiés qu’au genre. Il faut cependant souligner que les performances de la 

technologie MALDI-TOF varient en fonction des espèces (146,151). Les insuffisances des 

bases de données sont souvent mises en cause (146). 

- Son faible coût par échantillon, une fois le spectromètre acquis (146). 

- Sa robustesse. Les identifications bactériennes apparaissent comme peu affectées par le 

temps de croissance bactérien ou le milieu utilisé (142). 

 

 

 

 

 

Figure 11: Délai classiquement retrouvé avant obtention des résultats de l’hémoculture 

avec l’apport de la technologie MALDI-TOF MS. 

 

2-2-4 Identification directement à partir des flacons d’hémoculture positifs 

Grâce à sa grande sensibilité, la technologie MALDI-TOF permet de détecter 

directement des micro-organismes issus de prélèvements cliniques. Cette identification est 

améliorée par un traitement préalable des échantillons, consistant à enlever une partie des 

éléments pouvant inhiber l’analyse (protéines, acides nucléiques, débris cellulaires) et de 

concentrer les bactéries. L’identification des bactéries à partir d'urines s’est ainsi montrée 

efficace en cas de bactériurie importante (supérieure à 10
5
 UFC/mL) à bacilles à Gram négatif 

(152,153). Des identifications à partir du liquide céphalo-rachidien ont aussi été testées, avec 

moins de succès (154). Des protocoles utilisant le MALDI-TOF MS ont été développés afin 

d’identifier directement les bactéries à partir des flacons d’hémocultures. Ces protocoles 

n’utilisent pas de subculture et permettent donc un gain de temps important (Figure 12, page 

54). 
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Figure 12 : Délai classiquement retrouvé avant obtention des résultats de l’hémoculture 

avec l’apport de l’identification rapide à partir des flacons positifs. 

 

2-2-4-1 Principes des protocoles  

Dans ces protocoles, l’identification des bactéries utilise les flacons d’hémocultures 

détectés positifs par les systèmes automatisés. Dans ces flacons, les bactéries sont associées 

au milieu de culture, mais aussi aux composants du sang, notamment l’hémoglobine contenue 

dans les globules rouges et d’autres protéines, comme l’albumine. Celles-ci interfèrent avec le 

spectre obtenu, en engendrant des pics supplémentaires qui entravent l’interprétation du 

spectre (Figure 13). De ce fait, contrairement à l’identification des bactéries isolées sur milieu 

solide, une extraction préalable des bactéries à partir du milieu liquide doit être effectuée 

avant identification par MALDI-TOF MS (155). Les flacons d’hémoculture contenant du 

charbon ne sont pas utilisables avec ces protocoles (156) 

 

Figure 13 : Pics liés aux composants du sang dans les spectres de masse (d’après 

Drancourt et al, 2010). 
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Divers protocoles ont été publiés (Tableau 12, pages 57-58). Ils débutent par le recueil 

d’une aliquote du bouillon d’hémoculture positive. Ce recueil est effectué dans un tube stérile, 

avec ou sans gel séparateur. Ensuite, diverses étapes sont utilisées, avec des objectifs 

différents : 

- Elimination des globules rouges, par utilisation d’eau distillée, de tampon de lyse ou de 

saponine, ou encore par une centrifugation lente avec de l’eau distillée. Le lavage par eau 

distillée permet aussi l’élimination des autres protéines sanguines. 

-  Précipitation des protéines, par lavage avec de l’éthanol. 

- Extraction et solubilisation des protéines, par incubation avec acide trifluoroacétique, 

acétonitrile, acide formique.  

Après ces étapes, l’extrait bactérien est déposé sur la cible, associé à la matrice. 

 2-2-4-2 Performance des protocoles 

Avant la disponibilité des kits commerciaux de traitement des échantillons 

d’hémocultures, la technologie a été évaluée par des protocoles « maison ». Un certain 

nombre de protocoles ont ainsi été décrits. Le tableau 12 (pages 57-58) présente les résultats 

de différentes études menées sur les bouillons d’hémoculture. Leurs performances sont 

établies par comparaison avec les méthodes d’identification phénotypiques utilisées en routine 

et, en cas de difficultés, par biologie moléculaire. Bruker daltonics
®
 a franchi une étape 

importante dans la normalisation de la méthode d'extraction de l'échantillon avec 

l'introduction du kit SepsiTyper
®
.   

Les performances d’identification des protocoles décrits varient en fonction des 

stratégies utilisées et des espèces testées. Diverses études proposent d’utiliser des critères de 

validité d’identification moins stricts afin d’obtenir des performances encore meilleures, tout 

en préservant une fiabilité des résultats (157–161). Dans ce contexte, certaines espèces 

bactériennes montrent régulièrement des difficultés d’identification. Outre les problèmes 

d’identification liés aux performances intrinsèques des systèmes MALDI-TOF, concernant 

notamment S. pneumoniae (157,162), des études pointent des performances médiocres de 

certains protocoles pour certaines espèces bactériennes. Ainsi les staphylocoques à coagulase 

négative (155,160,162), les streptocoques (155,160), ou encore les bactéries encapsulées 

(155) présentent des problèmes d’identification dans certaines études. 
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  Quelle que soit la méthode utilisée, une identification à l’espèce ne permet cependant 

pas d’éliminer la présence d’une deuxième espèce dans le bouillon d’hémoculture. En effet, 

dans le cas d’hémocultures polymicrobiennes, une seule espèce peut être détectée, 

correspondant probablement à l’espèce majoritaire (157,161–163). Une culture 

polymicrobienne peut toutefois être suspectée si deux espèces sont proposées, chacune avec 

un score acceptable, par Microflex LT Biotyper
®
 (157,161,164). La comparaison par Chen et 

al (164) des systèmes Microflex LT Biotyper
®

 et VitekMS
®

 a montré que cette conclusion 

n’est pas possible dans le cas du VitekMS
®
. De plus, elle a révélé une performance globale 

significativement supérieure pour l’identification bactérienne à partir des flacons 

d’hémoculture du Microflex LT Biotyper
®
 comparé au VitekMS

®
.  

2-2-5 Autres applications potentielles des systèmes MALDI-TOF 

La spectrométrie MALDI-TOF est une méthode sensible pour l’analyse des protéines 

bactériennes, il semblerait qu’elle puisse être utilisée pour caractériser les enzymes ou les 

produits de dégradation dus aux mécanismes de résistance aux antibiotiques (165,166). 

Toutefois, aucune de ces méthodes n’est actuellement utilisée en routine. Des études ont aussi 

montré les capacités de cette technologie dans la différenciation au niveau du sérotype, du 

biotype, ou de la sous-espèce bactérienne (167,168). 
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Tableau 12 : Caractéristiques et performances des protocoles d’identification par 

MALDI-TOF à partir de flacons d’hémocultures monomicrobiens. 

 
Prod’hom 

et al, 2010 

(155) 

Stevenson et 

al, 2010 (162) 

Ferroni et al, 

2010 (163) 

Christner 

et al, 2010 

(158) 

Moussaoui et 

al, 2010 (157) 

Nombre 

hémocultures  
122 202 362 277 482 

Flacons 

d’hémocultures 
BACTEC

®
 BACTEC

®
 BacT/Alert

®
 BACTEC

®
 BACTEC

®
 

Temps d'obtention 

de l'identification 
30 à 45 min 1 h 20 min 100 min 

80 min (série 

de 12) 

Quantité de 

bouillon 
5 mL 4 mL 200 µL 6 mL 1,5 mL 

Tube séparateur de 

sérum 
Non Oui Non Non Oui 

Agent de lyse ou 

Kit commercial 

Eau distillée + 

NH4Cl/ 

KHCO3 

NH4Cl/ 

NaHCO3 

Saponine 5%, 

eau distillée 

Eau 

distillée 
Eau distillée 

Nombre de 

centrifugations 

avant extraction 

2 lentes 5 rapides 2 rapides 2 rapides 
3 (1 lente, 2 

rapides) 

Extraction 

protéique 

Oui (non 

systématique) 
Oui Oui Oui Oui 

Spectromètre 
Bruker 

microflex
®
 

Bruker 

microflex
®
 

Bruker 

microflex
®
 

Bruker 

microflex
®
 

Bruker 

microflex
®
 

Base de données Biotyper
®

 Biotyper
®

 Andromas
®

 Biotyper
®

 Biotyper
®

 

Performance 

 

78,7 % 

(Id genre et 

espèce) 

 

76,4 % 

(Id genre et 

espèce) 

 

96,7 % 

(Id espèce et 

groupe) 

87,0 % 

(Id espèce 

et genre) 

90,0 % 

(Id espèce ou 

genre) 



58 

 

Tableau 12 (2): Caractéristiques et performances des protocoles d’identification par 

MALDI-TOF à partir de flacons d’hémocultures monomicrobiens. 

 

 

 

 

Loonen 

et al, 

2012 

(159) 

Jamal et 

al, 2013 

(160) 

Chen et al, 

2013 (164) 

Chen et al, 

2013 (164) 

Rand et al, 

2013 (169) 

Monteiro et 

al, 2014 

(170) 

Nombre 

hémocultures  
101 152 92 92 151 245 

Flacons 

d’hémoculture

s 

BacT/Alert
®

 
BACTEC

®
,  

BacT/Alert
®

 
BACTEC

®
 BACTEC

®
 BACTEC

®
 BACTEC

®
 

Temps 

d'obtention de 

l'identification 

20 min 35 min / / 1 heure 50 min 

Quantité de 

bouillon 
1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 2 mL 5 mL 

Tube 

séparateur de 

sérum 

Non Non Non Non Non Non 

Agent de lyse 

ou Kit 

commercial 

Sepsityper
®

 Sepsityper
®

 

Saponine 

5%, eau 

distillée 

Saponine 5%, 

eau distillée 

Filtration+ 

Brij
®

 
/ 

Nombre de 

centrifugations 

avant 

extraction 

2 rapides 2 rapides 2 rapides 2 rapides 2 rapides 
1 lente 

1 rapide 

Extraction 

protéique 
Oui Oui Oui Oui Oui Oui 

Spectromètre 
Bruker 

microflex
®
 

Bruker 

microflex
®
 

VitekMS
®
 

Bruker 

microflex
®
 

VitekMS
®
 VitekMS

®
 

Base de 

données 
Biotyper

®
 Biotyper

®
 VitekMS

®
 Biotyper

®
 VitekMS

®
 VitekMS

®
 

Performance 

 

78,2 

(Id genre et 

espèce) 

72,4 % 

(Id genre et 

espèce) 

 

88,0 % 

(Id genre et 

espèce) 

 

96,7 % 

(Id espèce et 

groupe) 

94 % 

(Id espèce 

et genre) 

91,4 % 

(Id espèce et 

genre) 
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PARTIE II : MATERIELS ET 

METHODES 
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I- Objectifs de notre étude 

1- Objectif principal 

Le but de notre étude était la mise au point et l’évaluation d’une technique permettant 

de réduire le délai d’obtention de l’identification bactérienne à partir des hémocultures 

détectées positives. Pour cela, nous avons évalué prospectivement l’efficacité de quatre 

protocoles internes, simples, autorisant une identification des bactéries directement à partir 

des flacons d’hémocultures déclarés positifs par l’automate, sans passer par l’étape préalable 

de subculture d’une durée moyenne de 18 à 24 heures (Tableau 13, page 64). 

2- Objectif secondaire 

Parallèlement, nous souhaitions évaluer l’influence de divers facteurs sur l’efficacité 

des protocoles testés : le délai de positivité de l’hémoculture, la numération leucocytaire, 

l’hématocrite, l’aspect du culot bactérien obtenu. 

 

II- Sélection des échantillons 

Cette étude a été conduite dans le service de Bactériologie-Hygiène du C.H.U. de 

Nantes entre Novembre 2013 et Septembre 2014 au C.H.U. Durant cette période, nous avons 

collecté des flacons d’hémocultures détectés positifs par le système BACTEC
®

 (BACTEC
®
 

Plus Aerobic/F et Plus Anaerobic/F, et BACTEC
®
 Peds Plus/F, Becton Dickinson, France). 

Parallèlement, ces hémocultures étaient analysées en suivant le protocole de routine mis en 

œuvre dans le laboratoire. Tous les échantillons, quel que soit leur statut- monomicrobien ou 

plurimicrobien-, ont été inclus dans cette étude comparative des performances et de la rapidité 

du rendu de l’identification bactérienne par quatre protocoles différents. Ces échantillons, 

collectés au cours de quatre périodes distinctes, ont été testés avec un seul des protocoles. 
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III- Protocoles d’identification rapide 

1- Protocole inspiré de l’étude de Prod’hom et al (155) (Protocole 1) 

Le premier protocole utilisé était inspiré de la publication de Prod’hom et al (2010). 

Ce protocole présente l’avantage, tout en étant relativement performant, de ne pas 

systématiquement effectuer une étape d’extraction protéique finale, permettant un gain en 

termes de simplicité et de temps. 

Directement à partir du flacon d’hémoculture détecté positif, environ cinq millilitres 

du mélange sang/bouillon nutritif étaient prélevés dans un tube sec à l’aide d’un système de 

ponction. Quatre millilitres de ce mélange étaient dilués à 11 mL d’eau distillée. Après 

centrifugation à 650 g pendant dix minutes, un culot bactérien était obtenu à partir de ce 

mélange. Après avoir éliminé soigneusement le surnageant, le culot était remis en suspension 

avec un millilitre de tampon de lyse NH4Cl/KHCO3. La suspension était transférée dans un 

tube Eppendorf
®
 et centrifugée à 2000 g pendant dix minutes. Le culot bactérien était obtenu 

après élimination du surnageant. Une aliquote du culot était déposée en double sur les puits 

d’une cible VITEK MS-DS
®
. Un microlitre d’une solution matrice (CHCA VitekMS

®
) était 

ensuite déposé sur le puits avec l’extrait bactérien. Après séchage du mélange, la cible était 

chargée dans l’automate VitekMS
®
 (Figure 14, page 62). 
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Figure 14 : Protocole 1 d’identification bactérienne rapide à partir des flacons 

d’hémocultures positifs. 

2- Optimisation du protocole avec centrifugation rapide (Protocole 2) 

Ce second protocole présente deux différences avec le premier : la quantité de bouillon 

utilisée était plus faible et les centrifugations plus rapides. Il a été développé d’une part, afin 

d’améliorer les performances du premier protocole et, d’autre part, pour diminuer le temps de 

manipulation. En effet, de nombreux protocoles performants utilisent une quantité plus faible 

de sang et des centrifugations plus courtes et puissantes (Tableau 12, page 57-58).  

A partir d’un flacon d’hémoculture détecté positif, environ deux millilitres de mélange 

sang/bouillon nutritif étaient prélevés dans un tube sec à l’aide d’un système de ponction. Un 

millilitre de ce mélange était dilué dans trois millilitres d’eau distillée. Après centrifugation à 

2500 g pendant deux minutes, un culot bactérien était obtenu à partir de ce mélange. Après 
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avoir éliminé soigneusement le surnageant, le culot était remis en suspension avec un 

millilitre de tampon de lyse NH4Cl/KHCO3. La suspension était transférée dans un tube 

Eppendorf
®
 et centrifugée à 13000 g pendant deux minutes. Un culot bactérien était obtenu 

après élimination du surnageant. Une aliquote du culot était déposée en double sur les puits 

d’une cible VITEK MS-DS
®
. Un microlitre d’une solution matrice (CHCA VitekMS

®
) était 

ensuite déposé sur le puits avec l’extrait bactérien. Après séchage du mélange, la cible était 

chargée dans l’automate VitekMS
®
. 

3- Protocole avec centrifugation rapide et utilisation de saponine   

(Protocole 3) 

Les techniques décrites par Chen et al et Ferroni et al utilisent la saponine comme 

agent de lyse et montrent des performances satisfaisantes. Ce troisième protocole incorporait 

donc au second protocole une étape de lyse par une solution de saponine à 5 %. 

A partir d’un flacon d’hémoculture détecté positif, environ deux millilitres de mélange 

étaient prélevés dans un tube sec à l’aide d’un système de ponction. Un millilitre de ce liquide 

était mélangé à 200 µL de saponine 5%. Le mélange était incubé cinq minutes, puis trois 

millilitres d’eau distillée étaient ajoutés. Après une centrifugation à 2500 g pendant deux 

minutes, un culot bactérien était obtenu à partir de ce mélange. Après avoir éliminé 

soigneusement le surnageant, le culot était remis en suspension avec un millilitre de tampon 

de lyse NH4Cl/KHCO3. La suspension était transférée dans un tube Eppendorf
®
 et centrifugée 

à 13000 g pendant deux minutes. Le culot bactérien était obtenu après élimination du 

surnageant. Une aliquote du culot était déposée en double sur les puits d’une cible VITEK 

MS-DS
®
. Un microlitre d’une solution matrice (CHCA VitekMS

®
) était ensuite déposé sur le 

puits avec l’extrait bactérien. Après séchage du mélange, la cible était chargée dans 

l’automate VitekMS
®
. 

4-  Protocole avec centrifugation rapide et utilisation d’acide formique 

(Protocole 4) 

De nombreuses études ont montré l’efficacité d’une extraction protéique finale. Ce 

protocole incorporait donc une étape d’extraction protéique finale. Celle-ci diffère des 

extractions complètes utilisées par les études précédemment citées. Elle n’utilise qu’un réactif 
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(acide formique) et ne nécessite pas de centrifugation. Il s’agit d’une extraction directe et 

rapide, semblable à celle utilisée notamment pour l’identification des levures (171).  

A partir d’un flacon d’hémoculture détecté positif, environ deux millilitres de mélange 

étaient prélevés dans un tube sec à l’aide d’un système de ponction. Un millilitre de ce liquide 

était dilué dans trois millilitres d’eau distillée. Après centrifugation à 2500 g pendant deux 

minutes, un culot bactérien était obtenu à partir de ce mélange. Après avoir éliminé 

soigneusement le surnageant, le culot était remis en suspension avec un millilitre de tampon 

de lyse NH4Cl/KHCO3. La suspension était transférée dans un tube Eppendorf
®
 et centrifugée 

à 13000 g pendant deux minutes. Le culot bactérien était obtenu après élimination du 

surnageant. Une aliquote du culot était déposée en double sur les puits d’une cible VITEK 

MS-DS
®
. Un demi-microlitre d’une solution d’acide formique était déposé sur le culot. Après 

séchage du mélange, une solution matrice (CHCA VitekMS
®
) était ensuite déposée sur la 

colonie. Après séchage du mélange, la cible était chargée dans l’automate VitekMS
®
. 

Tableau 13 : Synthèse des quatre protocoles mis au point et évalués dans notre étude. 

 PROTOCOLE 1 PROTOCOLE 2 PROTOCOLE 3 PROTOCOLE 4 

Durée 40 min 15 min 20 min 15 min 

Volume de 

bouillon 
4 mL 1 mL 1 mL 1 mL 

Obtention du 

culot bactérien 

1-  Centrifugation 

(10’ à 650 g) + Eau 

distillée (11 mL) 

2- Centrifugation 

(10’ à 2000 g) + 

tampon  de lyse 

(1 mL) 

1-  Centrifugation 

(2’ à 2500 g) + Eau 

distillée (3 mL) 

2- Centrifugation 

(2’ à  13000 g) + 

tampon  de lyse   

(1 mL) 

1- Incubation 5’ avec 

saponine 5% (200 µL) 

2-  Centrifugation    

(2’ à 2500 g) + Eau 

distillée (3 mL) 

3- Centrifugation     

(2’ à 13000 g) + 

tampon de lyse (1 mL) 

1-  Centrifugation 

(2’ à 2500 g) + 

Eau distillée         

(3 mL) 

2- Centrifugation 

(2’ à  13000 g) + 

tampon de lyse        

(1 mL) 

Dépôt du culot 

sur cible 

Standard (associé à 

la matrice) 
Standard Standard 

Dépôt d’acide 

formique avant 

dépôt de la 

matrice 
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IV- Protocole d’identification classique en routine 

A partir du flacon d’hémoculture détecté positif, environ trois millilitres de mélange 

sang/bouillon nutritif étaient prélevés dans un tube sec à l’aide d’un système de ponction.  

A J0, dans un premier temps, un examen lame/lamelle était réalisé puis un examen 

direct était systématiquement effectué par réalisation et lecture de la coloration de Gram. 

Cette étape fournit une orientation sur la bactérie présente : morphologie, coloration de Gram, 

mode de regroupement, mobilité (172).  

Dans un second temps, une subculture bactérienne était systématiquement réalisée : 

une goutte du mélange sang/bouillon nutritif était ensemencée sur une gélose au sang et dans 

un bouillon Schaedler. D’autres milieux enrichis ou sélectifs pouvaient être ajoutés en cas de 

suspicion de bactéries exigeantes (examen direct évocateur, subculture stérile). Si une paire de 

flacons aérobie/anaérobie était détectée positive, une seule gélose au sang était ensemencée à 

partir du flacon aérobie. Les milieux étaient ensuite incubés en atmosphère adéquate à 37°C : 

la gélose au sang sous CO2 et le bouillon anaérobie en atmosphère normale.  

A noter qu’en l’absence de micro-organisme à l’examen direct (suspicion de fausse positivité 

de l’automate), les flacons étaient à nouveau incuber dans l’automate et une subculture était 

effectuée. 

 A J1, la lecture de la subculture avait lieu. Une identification et/ou un antibiogramme 

étaient effectués à partir des colonies isolées sélectionnées. Des milieux de culture adaptés 

pouvaient également être ajoutés à cette étape. 

L’identification à partir des colonies obtenues par subculture était effectuée en routine 

grâce à l’utilisation de l’automate VitekMS
®
, système d’identification rapide utilisant la 

méthode de spectrométrie de masse à désorption-ionisation laser assistée par matrice 

(MALDI). Une portion de colonie était déposée sur un puits d’une cible VITEK MS-DS
®
. Un 

microlitre d’une solution matrice (CHCA VitekMS
®
) était ensuite déposé sur la colonie. 

Après séchage du mélange, la cible était chargée dans l’automate.  

En absence de résultats ou en cas de doute sur la véracité des résultats, des 

identifications biochimiques (VITEK2, bioMérieux, France) étaient effectuées et obtenus à J2. 

En l’absence de résultats valides et cohérents avec l’examen direct, le recours aux techniques 

d’identifications moléculaires (séquençage des diverses cibles : ARN 16S, rpoB, sodA, tuf) 

pouvait être envisagé plus tardivement. 
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L’identification obtenue à partir de cette méthode de routine a été considérée comme 

la méthode d’identification de référence pour les échantillons sélectionnés. 

 

VI- Analyse des résultats 

Le VitekMS
®
 associe à chaque identification un indice de confiance, exprimant la 

similitude entre le spectre du pathogène à identifier et l’ensemble des spectres de référence 

des différents pathogènes inclus présent dans la base de données VitekMS
®
 CE-IVD. Le 

manuel d’utilisation du VitekMS
®
 considère comme « bonne » une identification simple 

associée à un indice de confiance compris entre 60 et 99,9 %. 

Un succès dans l’identification des bactéries directement à partir des flacons 

d’hémoculture doit répondre à deux critères : 

- Identification considérée comme « bonne » d’après le manuel d’utilisation du VitekMS
®
, 

pour un ou deux des dépôts effectués. 

- Concordance avec le protocole de routine 

Une identification est considérée comme un échec dans quatre cas : 

- Absence d’identification (absence d’acquisition de spectre ou spectre inconnu) 

- Indice de confiance trop faible 

- Espèce bactérienne identifiée improbable, notamment Mycobacterium kansasii, Vibrio 

fluvialis, Listeria grayii, Gemella sanguinis, et non cohérente avec l’examen direct obtenu. 

- Identifications considérées comme « bonnes » pour les deux dépôts effectués, mais 

discordantes. 
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PARTIE III : RESULTATS 
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I-  Répartition des familles bactériennes dans les divers protocoles 

 

Sur la période d’étude considérée, nous avons analysé en double 944 hémocultures 

bactériennes, dont 899 étaient monomicrobiennes et 45 étaient polymicrobiennes. Les quatre 

protocoles ont été successivement testés à partir d’hémocultures recueillies sur des périodes 

différentes. Par conséquent, la répartition des familles bactériennes isolées varie selon les 

protocoles, sans différence significative majeure (Figure 15). 
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Figure 15 : Répartition des familles bactériennes isolées dans les protocoles 

(hémocultures monomicrobiennes) 

 

Une majorité de bactéries à Gram positif a été isolée lors de chaque protocole. Le 

protocole 4 contient la plus forte proportion de bactéries à Gram positif : 71 %, contre 61 %, 

65 % et 64 % respectivement pour les protocoles 1, 2 et 3. Parmi les bactéries à Gram positif, 

le genre Staphylococcus apparaît comme majoritairement isolé (entre 70 et 75 % des bactéries 

à Gram positif selon les protocoles). Les entérobactéries représentaient la famille bactérienne 

majoritaire chez les bactéries à Gram négatif (80 à 90 % des bactéries à Gram négatif selon 

les protocoles). A la lumière des résultats de l’épidémiologie des bactériémies au C.H.U. de 

Nantes, les trois principaux espèces/groupes bactériens isolés, représentant dans chaque 

protocole plus de la moitié des isolats, s’avèrent être dans l’ordre de fréquence : 

staphylocoques à coagulase négative, E. coli et S. aureus. 
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II- Résultats de l’identification bactérienne 

2-1  Protocole 1,  inspiré de Prod’hom et al, 2009 (155) 

Le protocole 1 a été testé sur un total de 194 hémocultures, dont 183 

monomicrobiennes (Annexe 1). La performance du Protocole 1 dans l’identification des 

hémocultures monomicrobiennes était de 61,7 %, dont 58,5 % d’identification correcte à 

l’espèce et 3,3 % d’identification correcte au genre (Tableau 14).  

 

Tableau 14 : Résultats d’identification par le Protocole 1 (n=194) 

 
Nombre (%) d’identification (Id) 

Id à l’espèce Id au genre Echec d’Id 

Bacilles à Gram 

négatif 

Entérobactéries 39 (67,8) 1 19 

P. aeruginosa 7 (88) 0 1 

Autres BGN 1 0 1 

Cocci à Gram 

négatif 

Neisseria 

meningitidis 
1 0 0 

Cocci à Gram 

positif 

Staphylococcus sp. 48 (67,1) 3 25 

Streptococcus sp. 4 (29,4) 1 12 

Enterococcus sp. 2 1 2 

Autres CGP 2 0 2 

Bacilles à Gram 

positif 
 1 0 5 

Anaérobies stricts  2 0 3 

Total  107 (58,5) 6 (3,3) 70 

 

Avec ce protocole, l’identification rapide directement à partir des flacons 

d’hémocultures positifs était correcte (à l'espèce) pour 67 % des bactéries à Gram négatif et 

53 % des bactéries à Gram positif. Les trois espèces majoritairement isolées des 

hémocultures, E. coli, S. aureus et S. epidermidis montraient une identification correcte à 

l'espèce respectivement dans 73 %, 64 % et 41 % des cas.  

Aucune discordance dans l’identification du genre bactérien n’a été observée, en 

dehors des espèces improbables précédemment citées (Mycobacterium kansasii, Vibrio 
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fluvialis, Listeria grayii, Gemella sanguinis), identifiées avec un score pourtant élevé. Seules 

six discordances dans l’identification à l’espèce avec le protocole d’identification de routine 

ont été observées : identification d’un Enterobacter cancerogenus à la place d’un E .cloacae, 

identification d’un Enterococcus faecalis à la place d’un Enterococcus faecium, identification 

d’un Staphylococcus intermedius à la place d’un Staphylococcus aureus, identification d’un 

Staphylococcus haemolyticus à la place d’un Staphylococcus epidermidis, identification d’un 

Staphylococcus hominis à la place d’un Staphylococcus haemolyticus, et identification d’un 

Streptococcus suis à la place d’un Streptococcus salivarius.  

Concernant les 11 hémocultures polymicrobiennes, une seule espèce était identifiée 

dans six cas (54,5 %). L’identification rendue avec le protocole 1 était confirmée et exacte 

lors de l’identification classique pour l’une des bactéries de ces hémocultures 

polymicrobiennes. Pour les autres hémocultures (n=5), aucune identification n’a été obtenue 

avec le protocole 1. 
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2-2  Protocole 2,  avec utilisation de centrifugation rapide 

  Ce protocole a été testé sur un total de 367 hémocultures, dont 353 monomicrobiennes 

(Annexe 2). La performance du Protocole 2 dans l’identification des hémocultures 

monomicrobiennes était de 74,5 %, dont 73,4 % d’identification correcte à l’espèce 

bactérienne et 1,1 % d’identification au genre (Tableau 15).  

 

Tableau 15 : Résultats d’identification par le Protocole 2 (n=367) 

 
Nombre (%) d’identification correcte (Id) 

Id à l’espèce Id au genre Echec d’id 

Bacilles à Gram 

négatif 

Entérobactéries 90 (90) 0 10 

P. aeruginosa 14 (100) 0 0 

Autres BGN 4 0 0 

Cocci à Gram 

négatif 

Neisseria 

meningitidis 
2 0 0 

Cocci à Gram 

positif 

Staphylococcus sp. 112 (71,8) 2 42 

Streptococcus sp. 13 (32,5) 1 26 

Enterococcus sp. 10 0 4 

Autres CGP 6 0 1 

Bacilles à Gram 

positif 
 1 1 4 

Anaérobies stricts  7 0 3 

Total  259 (73,4) 4 (1,1) 90 

 

Les performances de ce protocole pour l’identification rapide directement à partir des 

flacons d’hémocultures positifs étaient correctes (à l'espèce) pour 91 % des bactéries à Gram 

négatif et 63 % des bactéries à Gram positif. Les trois espèces majoritairement isolées des 

hémocultures, E. coli, S. aureus et S. epidermidis montraient une identification correcte 

respectivement dans 92 % et 86 % et 48 % des cas.  

Une seule discordance avec le protocole d’identification de routine dans 

l’identification au genre a été observée (en dehors des espèces improbables précédemment 

citées) : identification d’un Clostridium sporogenes à la place d’un E. faecalis avec un score 
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acceptable. Seule une discordance dans l’identification à l’espèce a été observée : 

identification d’un Streptococcus alactolyticus à la place d’un Streptococcus gallolyticus. 

Concernant les 14 hémocultures polymicrobiennes, une seule espèce était identifiée 

dans 5 cas (35,7%). L’identification rendue avec le protocole 2 était confirmée et exacte lors 

de l’identification classique pour l’une des bactéries de ces hémocultures polymicrobiennes. 

Pour les autres hémocultures (n=9), aucune identification n’a été obtenue avec le protocole 2. 



73 

 

2-3 Protocole 3, avec utilisation de centrifugation rapide et de saponine 

Ce protocole a été testé sur un total de 168 hémocultures, dont 163 monomicrobiennes 

(Annexe 3). La performance du Protocole 3 dans l’identification des hémocultures 

monomicrobiennes était de 81,6 %, dont 80,4 % d’identification correcte à l’espèce et 1,2 % 

d’identification correcte au genre (Tableau 16).  

 

Tableau 16 : Résultats d’identification par le Protocole 3 (n=168) 

 
Nombre (%) d’identification correcte (Id) 

Id à l’espèce Id au genre Echec d’id 

Bacilles à Gram 

négatif 

Entérobactéries 45 (95,7) 0 2 

P. aeruginosa 7 (100) 0 0 

Autres BGN 2 0 0 

Cocci à Gram négatif 
Neisseria 

meningitidis 
1 0 0 

Cocci à Gram positif 

Staphylococcus sp. 58 (77,3) 2 15 

Streptococcus sp. 8 (44,4) 0 10 

Enterococcus sp. 1 0 0 

Autres CGP 3 0 0 

Bacilles à Gram 

positif 
 1 0 1 

Anaérobies stricts  5 0 2 

Total  131 (80,4) 2 (1,2) 30 

 

Les performances de ce protocole pour l’identification rapide directement à partir des 

flacons d’hémocultures positifs étaient correctes (à l'espèce) pour 95 % des bactéries à Gram 

négatif et 71 % des bactéries à Gram positif. Les trois espèces majoritairement isolées des 

hémocultures, E. coli, S. aureus et S. epidermidis montraient une identification correcte 

respectivement dans 97 %, 91 % et 64 % des cas.  

Aucune discordance dans l’identification bactérienne avec le protocole d’identification 

de routine n’a été observée.  
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Concernant les cinq hémocultures polymicrobiennes, aucune identification n’a été 

obtenue avec le protocole 3. 
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2-4 Protocole 4, avec utilisation de centrifugation rapide et acide formique 

Ce protocole a été testé sur un total de 215 hémocultures, dont 200 monomicrobiennes 

(Annexe 4). La performance du Protocole 4 dans l’identification des hémocultures 

monomicrobiennes était de 84 %, dont 83% d’identification correcte à l’espèce et 1% 

d’identification correct au genre (Tableau 17).  

 

Tableau 17 : Résultats d’identification par le Protocole 4 (n=200) 

 
Nombre (%) d’identification correcte (Id) 

Id à l’espèce Id au genre Echec d’id 

Bacilles à Gram 

négatif 

Entérobactéries 48 (96) 0 2 

P. aeruginosa 5 (100) 0 0 

Autres BGN 1 0 1 

Cocci à Gram positif 

Staphylococcus sp. 83 (83,8) 1 15 

Streptococcus sp. 13 (56,5) 1 9 

Enterococcus sp. 11 0 3 

Autres CGP 4 0 0 

Bacilles à Gram 

positif 
 0 0 2 

Anaérobies stricts  1 0 0 

Total  166 (83) 2 (1) 32 

 

Les performances de ce protocole pour l’identification rapide directement à partir des flacons 

d’hémocultures positifs étaient correctes (à l'espèce) pour 95 % des bactéries à Gram négatif 

et 78 % des bactéries à Gram positif. Les trois espèces majoritairement isolées des 

hémocultures, E. coli, S. aureus et S. epidermidis ont montré une identification correcte dans 

respectivement 97 %, 96 % et 75 % des cas.   

Une seule discordance dans l’identification au genre a été observée, en dehors des espèces 

improbables précédemment citées : identification d’un E. cloacae avec un score acceptable à 

la place d’une K. pneumoniae. Cependant, cette erreur était à relativiser car une seconde 

hémoculture de ce patient prélevée le même jour est apparue comme polymicrobienne, avec 

présence des deux bactéries. Seule une discordance dans l’identification à l’espèce avec le 
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protocole d’identification de routine a été observée : un S. epidermidis identifié S. 

haemolyticus. 

Concernant les 15 hémocultures polymicrobiennes, une seule espèce était identifiée dans 

quatre cas (26,7 %). L’identification rendue avec le protocole 4 était confirmée et exacte lors 

de l’identification classique pour l’une des bactéries de ces hémocultures polymicrobiennes.  

Pour les autres hémocultures, aucune identification n’a été obtenue avec le protocole 4. 
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III-  Performance comparative des différents protocoles 

 

 La Figure 16 montre les performances dans l’identification bactérienne des quatre 

protocoles testés. 
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Figure 16 : Pourcentage d’identification correcte à l'espèce des différentes catégories 

bactériennes selon les quatre protocoles  

 

Les performances présentées dans la Figure 16 ont été analysées par un test exact de 

Fisher. Cette analyse souligne une infériorité significative des performances globales du 

Protocole 1 comparé aux trois autres protocoles (p<0,05). Les performances du Protocole 4 

apparaissent aussi comme significativement supérieures à celles du Protocole 2 (p=0,01). 

Concernant l’identification des bactéries à Gram négatif, le Protocole 1 apparaît 

comme significativement inférieur aux autres protocoles (p<0,05). Cette infériorité est 

retrouvée dans l’identification des bactéries à Gram positif. La seule autre différence 

significative concerne la supériorité du Protocole 4 par rapport au Protocole 2 dans 

l’identification des bactéries à Gram positif. 
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Concernant l’identification de la famille des entérobactéries, le Protocole 1 apparaît 

significativement moins performant que les autre protocoles. Le Protocole 4 apparaît comme 

significativement supérieur aux Protocoles 1 et 2 dans l’identification des bactéries du genre 

Staphylococcus sp. et Streptococcus sp. 

 

IV- Influence des différents paramètres étudiés 

L’impact des quatre paramètres quantitatifs étudiés (délai de positivité des 

hémocultures, hématocrite et numération leucocytaire du patient au moment du prélèvement, 

aspect du culot bactérien obtenu) sur l’efficacité des protocoles a été étudié grâce à une 

analyse des variances (ANOVA).  

Cette analyse montre que l’hématocrite et le délai d’incubation n’interviennent pas 

significativement dans les performances des protocoles d’identification rapide. La numération 

leucocytaire n’intervient significativement que dans le protocole 2 (p=0,048). Cette 

observation n’est pas retrouvée dans les autres protocoles (p>0,05). L’aspect du culot montre 

un impact très significatif (p<0,01) sur les performances d’identification rapide des quatre 

protocoles. 
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Tableau 18 : Caractéristiques des paramètres étudiés selon les divers protocoles et 

résultats obtenus 

 

Délai de positivité            

(en heures) 
Hématocrite 

Numération leucocytaire 

(en G/L) 

Moyenne Ecart-type Moyenne Ecart-type Moyenne Ecart-type 

Protocole 1 

Id à l’espèce 19h 13h 32,3 6,2 11,1 1,0 

Id au genre 28h 18h 28,6 3,5 7,0 3,4 

Echec d’id 24h 21h 31,9 7,9 9,0 0,9 

Protocole 2 

Id à l’espèce 19h 15h 32,2 6,9 10,2 8,0 

Id au genre 21h 8h 35,0 8,4 14,7 12,6 

Echec d’id 21h 15h 33,1 7,0 12,8 9,0 

Protocole 3 

Id à l’espèce 19h 17h 33,1 7,7 10,2 0,8 

Id au genre 20h 5h 27,2 NC* 6,5 1,1 

Echec d’id 20h 12h 33,6 7,3 12,0 1,6 

Protocole 4 

Id à l’espèce 19h 11h 31,7 5,8 11,8 0,7 

Id au genre 16h 10h 26,8 4,3 3,5 NC* 

Echec d’id 22h 18h 29,7 5,9 10,8 1,7 

*NC : Non calculable 

 

V- Durée des différents protocoles 

Le temps entre le prélèvement du bouillon d’hémoculture et l’obtention du culot 

bactérien varie selon les protocoles. Ainsi, pour une hémoculture manipulée, le temps 

d’obtention du culot bactérien est : 

- Protocole 1 : environ 35 minutes, 

- Protocole 2 : environ 15 minutes, 

- Protocole 3 : environ 20 minutes, 

- Protocole 4 : environ 15 minutes. 
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VI- Coût des protocoles 

L'estimation du coût des protocoles précédemment cités prend en compte les réactifs et 

matériels utilisés. Il faut noter que ces techniques utilisent des équipements de base d'un 

laboratoire de Biologie Médicale (centrifugeuses, pipettes). Le coût pour l'identification 

rapide des bactéries directement à partir d'un flacon d'hémoculture positif est compris entre 

1,50 et 2 euros selon le protocole. 
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PARTIE IV: DISCUSSION 
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Les bactériémies demeurent aujourd’hui une cause importante de mortalité en France 

et dans le monde (5–7). Elles représentent un surcoût élevé (8,9). Une détection plus rapide 

des patients bactériémiques et une identification plus précoce des bactéries en cause par le 

laboratoire de Biologie Médicale permettraient d'augmenter la pertinence de la prescription 

antibiotique et de réduire l’impact des bactériémies en termes de mortalité et de surcoût 

(101,107,108). Récemment, Huang et al ont montré qu’une stratégie intégrant des résultats 

microbiologiques rapides et l’intervention d’une équipe d’infectiologie permettaient de 

réduire le délai avant administration d’une antibiothérapie efficace et optimale, la mortalité, la 

durée d’hospitalisation en soins intensifs, ainsi que la fréquence des infections chroniques 

(173).  

En 2015, l’hémoculture reste encore le "gold standard" dans le diagnostic de routine 

des bactériémies. Cependant, cette méthode est imparfaite en termes de sensibilité et de 

rapidité dans le rendu de résultat (93–96). Les systèmes de détection automatisés ont permis 

de réduire le délai nécessaire à la détection des pathogènes. Toutefois, suite à la positivité de 

l’hémoculture, l’obtention des résultats microbiologiques définitifs exige quelques jours 

supplémentaires (généralement entre deux et trois jours). En effet, une étape de subculture 

doit notamment être effectuée. Ce délai demeure souvent trop long aux yeux des cliniciens, 

qui débutent le plus souvent une antibiothérapie avant l’obtention des résultats définitifs de 

l’identification et de la sensibilité aux antibiotiques (106).  

Des techniques permettant l'obtention d'une identification et d'un antibiogramme plus 

rapidement ont été développées. Concernant l'antibiogramme, des études ont montré la 

possibilité d'obtenir, par méthodes phénotypiques, la sensibilité des bactéries aux 

antibiotiques directement à partir d'un culot bactérien obtenu après pré-traitement de 

l'hémoculture positive (104,105). Parallèlement, diverses méthodes ont été proposées pour 

pallier la lenteur d’obtention des résultats d’identification bactérienne. Des techniques 

d’identification des bactéries directement à partir des hémocultures positives grâce aux 

automates d’identification phénotypique ont été proposées, mais n’ont montré une réelle 

efficacité que pour les bactéries à Gram négatif (174). L’apport des techniques de Biologie 

Moléculaire, basées principalement sur l’hybridation ou la PCR, a aussi été évalué dans 

l’identification des bactéries directement à partir des hémocultures positives, voire 

directement à partir du sang du patient en utilisant des techniques basées sur la PCR (113). 

L’hybridation ne permet, cependant, que la mise en évidence d’un nombre limité de bactéries, 

en raison du nombre de sondes nécessaires (112,113). L’utilisation de la PCR, bien que 
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présentant un réel apport en termes de temps lorsqu’elle est utilisée directement sur le sang du 

patient, reste difficilement applicable en routine (112). De plus, outre un coût élevé, ces 

technologies complexes peuvent conduire à des faux positifs (contamination de l'échantillon, 

détection de bactéries non viables) ou de faux négatifs (difficulté technique liée à l’utilisation 

d'une PCR à partir d'une matrice riche en potentiels inhibiteurs, comme le sang). Par ailleurs, 

il faut aussi noter que ces techniques de Biologie Moléculaire ne permettent de connaître que 

le génotype de sensibilité à certains antibiotiques. Elles ne peuvent donc se substituer à un 

antibiogramme par méthodes phénotypiques classiques avec l’expertise d’un microbiologiste. 

En raison de son efficacité, sa simplicité, sa rapidité et son faible coût, la technologie 

MALDI-TOF MS a révolutionné l’identification bactérienne dans les laboratoires de 

Bactériologie. Elle a ainsi depuis quelques années pris la place des méthodes phénotypiques 

d’identification. Diverses études ont proposé l’utilisation de cette technique pour diminuer le 

temps nécessaire à l’obtention des résultats d’identification bactérienne, dans le cadre des 

bactériémies. Des protocoles utilisant une identification à partir d'une subculture rapide (avec 

incubation d’environ quatre heures), efficaces grâce à la grande sensibilité de la technologie 

MALDI-TOF MS, ont été proposés (175). Récemment, l’identification précoce de micro-

organismes directement à partir d’échantillons biologiques par la technologie MALDI-TOF 

MS a été décrite (176,177). Des protocoles appliquent ainsi la technologie MALDI-TOF MS 

directement à partir des flacons d’hémocultures positifs, s’affranchissant de l’étape de 

subculture. Un traitement préalable du bouillon d’hémoculture, consistant à éliminer une 

partie des éléments pouvant interférer avec l'analyse (protéines, acides nucléiques, débris 

cellulaires,…) est nécessaire avant l’identification bactérienne à partir de ces flacons (155). 

Divers protocoles expérimentaux ont été proposés, montrant de bonnes performances, avec un 

gain de temps conséquent dans le délai de rendu de l’identification bactérienne (160,178). Il 

faut distinguer les protocoles dits « maison » des protocoles commercialisés. Bruker 

daltonics
®
 a en effet franchi des étapes importantes dans la normalisation de la méthode 

d'extraction de l'échantillon avec la commercialisation du kit SepsiTyper
®
, qui apparaît 

toutefois plus coûteux et parfois plus fastidieux d’utilisation que certains protocoles 

« maison » recensés (163). La société bioMérieux
®
 qui commercialise le spectromètre 

VitekMS
®
 disponible au C.H.U. de Nantes, n’a commercialisé aucun protocole à cet effet. En 

revanche, elle préconise l’utilisation d’un protocole comprenant des étapes de filtration et 

lavage apparaissant complexe, long et mal adapté au traitement de plusieurs hémocultures en 

routine (169).  
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Dans ce contexte, le but de notre étude a été d’évaluer l’efficacité de méthodes 

« maisons » simples et rapides d’identification bactérienne directement à partir des flacons 

d’hémocultures, compatibles avec le système VitekMS
®
. Pour cela, nous nous sommes 

inspirés de protocoles publiés montrant de bonnes performances. Le Protocole 1 a été 

largement inspiré du protocole publié par Prod’Hom et al en 2010. Ses performances se sont 

montrées finalement décevantes, significativement inférieures aux performances 

précedemment rapportées (61,8 % d’identification au genre ou à l’espèce vs 78,7 %). Diverses 

explications peuvent expliquer cette différence : une plus faible quantité de bouillon utilisé, 

l’absence d’une étape d’extraction finale, une écologie bactérienne légèrement différente entre 

les deux études ou des performances supposées inférieures du VitekMS
®
 comparé au Bruker 

Biotyper
®
 utilisé dans cette étude (164). Par conséquent, nous avons tenté d’améliorer les 

performances considérées comme trop faibles de ce protocole, par l’utilisation de 

centrifugations rapides (Protocole 2), puis par l’utilisation, en plus de la centrifugation rapide, 

de la saponine, agent lysant les érythrocytes (Protocole 3) ou l’ajout d’acide formique, 

substance permettant l’extraction des protéines bactériennes (Protocole 4). Les résultats 

d’identification rapide obtenus à partir des quatre protocoles montrent que le Protocole 4, 

utilisant centrifugation rapide et acide formique, a la meilleure efficacité. Celui-ci a en effet 

permis l’identification à l’espèce de 83 % des bactéries testées, performance significativement 

supérieure aux protocoles 1 (58,5 %) et 2 (73,4 %). Cette supériorité est d’autant plus 

significative qu’il s’agit du protocole testant le plus de bactéries à Gram positif, dont 

l’identification à partir des flacons d’hémocultures est considérée comme plus délicate que 

celle des bactéries à Gram négatif d’après la littérature (155,157,158,162). Notre travail 

confirme cette observation. L’efficacité dans l’identification des bactéries à Gram négatif est, 

en effet, supérieure de plus de 10% à celle des bactéries à Gram positif dans tous les 

protocoles utilisés. Diverses hypothèses peuvent expliquer ce phénomène, notamment une 

plus faible concentration bactérienne dans le sang, une paroi plus difficile à lyser et/ou des 

performances moindres de la technologie MALDI-TOF MS dans l’identification des bactéries 

à Gram positif, notamment des streptocoques, dans ce contexte (146,151,179). 

Les protocoles 2, 3 et 4 présentent des performances intéressantes dans l’identification 

à l’espèce des bactéries à Gram négatif, de l’ordre respectivement de 90,7 %, 95,2 % et 94,8 

%. Le protocole 1 apparaît comme significativement inférieur aux autres protocoles dans 

l’identification à l’espèce de ces bactéries (67,1 % d’identification correcte). Une 

centrifugation rapide, associée à une diminution du volume de bouillon d’hémoculture utilisé, 
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permet donc un apport significatif lors de l’identification des bactéries à Gram négatif. De 

plus, l’ajout de saponine ou d’acide formique permet d’accroître les performances dans 

l’identification de ces bactéries. Cette conclusion est transposable pour les entérobactéries, 

famille la plus isolée parmi les bactéries à Gram négatif, et notamment pour l’espèce 

majoritaire, E. coli. 

Concernant les bactéries à Gram positif, le protocole 4 se révèle significativement plus 

performant que les protocoles 1 et 2. La centrifugation rapide et la diminution du volume de 

bouillon utilisé ont permis d’améliorer les performances d’identification de ces bactéries, 

médiocres avec le protocole 1 (52,7 % (protocole 1) vs 63,4 % (protocole 2)). L’acide 

formique est apparu comme plus efficace dans l’amélioration des performances 

d’identification des bactéries à Gram positif que la saponine, permettant l’identification de 

79,6 % de ces bactéries. Les mêmes tendances sont observées pour les deux genres bactériens 

les plus isolés parmi ces bactéries, Staphylococcus sp. et Streptococcus sp., de même que pour 

les deux espèces bactériennes majoritairement isolées, S. aureus et S. epidermidis. L’ajout 

d’une étape d’extraction protéique directe par acide formique serait donc le plus pertinent 

pour l’identification de ces bactéries, dont la paroi semble plus difficile à lyser (155). S. 

epidermidis apparaît comme l’espèce du genre Staphylococcus posant le plus de problème 

d’identification, ses performances d’identification n’atteignant que 75 % d’identification 

correcte dans le protocole 4. Il faut aussi noter que S. capitis a posé d’inattendus problèmes 

d’identification dans le protocole 3. Le faible nombre d’isolats ou l’utilisation de saponine 

peuvent être mis en cause. Les performances concernant l’identification des streptocoques, 

bien qu’optimisées avec l’utilisation d’acide formique, demeurent faibles, avec seulement 

56,5 % d’identification à l’espèce correcte. Il faut cependant pondérer ce constat. En effet, les 

performances dans l’identification dépendent des espèces de Streptococcus sp. testées. Par 

exemple, les deux espèces les plus isolées des hémocultures dans la littérature, S. pneumoniae 

et S. agalactiae, sont identifiées inégalement. L’identification de S. pneumoniae est ainsi 

problématique (12,5% d’identification correcte), y compris avec le protocole 4 (aucun des 

trois cas identifiés). A l’inverse, les isolats de S. agalactiae, sont identifiés dans 92,3 % des 

cas, quel que soit le protocole. 

Parmi les 944 hémocultures testées, nous avons observé uniquement une discordance 

d'identification à l'espèce et/ou au genre dans dix cas (soit 1,1 %). Il existe donc une très 

grande concordance entre l'identification bactérienne à J0 et celle obtenue après subculture à 

J1, comme rapporté dans la littérature (155,158,160,164). De manière intéressante, la majorité 
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de ces discordances (six) étaient retrouvées avec le protocole 1, protocole le moins 

performant. Trois d’entre elles étaient sans conséquence pour le patient (confusion entre 

espèces de SCN ou entre espèces de Enterobacter sp.). Les trois autres étaient plus 

problématiques. Un cas de bactériémie à S. aureus identifié à S. intermedius, aurait pu 

conduire à une interprétation erronée du résultat (fausse contamination). Il faut noter 

qu’aucune autre discordance entre SCN et S. aureus n’a été retrouvée avec les autres 

protocoles. La deuxième confusion concernait une erreur d’identification entre S. suis et S. 

salivarius, qui aurait pu entraîner une erreur dans la recherche de la porte d’entrée, en raison 

du caractère pathogène différent de ces deux espèces. Enfin, l’identification d’un 

Enterococcus faecalis à la place d’un Enterococcus faecium aurait pu conduire à la mise en 

place d’un traitement probabiliste inactif (amoxicilline, par exemple). Il faut cependant 

souligner que dans ces trois derniers cas, l’identification bactérienne étaient associée à un 

score inférieur à 70 %. Les quatre autres discordances, retrouvées dans les protocoles 2 et 4, 

ne paraîssent pas avoir d’impact sur la prise en charge du patient. Il s’agissait d’une 

identification, dans le protocole 2, d’un Clostridium sporogenes avec un score acceptable 

alors qu’il s’agissait d’un E. faecalis. L’examen direct par coloration de Gram a permis de 

déceler rapidement cette erreur. Les autres discordances concernaient des espèces 

bactériennes proches (SCN, streptocoques) et ne conduisaient pas à des erreurs 

d’interprétation. Il faut noter que les discordances dans l’identification à l’espèce par 

technologie MALDI-TOF MS entre espèces proches ont déjà été décrites dans la littérature, 

notamment pour les bactéries du genre Streptococcus et, dans un degré moindre, les 

staphylocoques à coagulase négative, généralement en raison de la grande proximité des 

spectres de masse de ces bactéries. Le type de protocole utilisé n’était pas incriminé 

(155,180). Toutefois, l’identification de bactéries improbables (Mycobacterium kansasii, 

Vibrio fluvialis, Listeria grayii, Gemella sanguinis) associée à un score élevé n’a pas été 

précédemment décrite dans la littérature. Il pourrait s’agir d’un effet du VitekMS
®
.
 
Aucune 

discordance d’identification entre les résultats des deux dépôts n’a été observée.  

Les trois paramètres étudiés dans notre travail (délai d’incubation de l’hémoculture 

avant positivité, hématocrite et numération globulaire du patient au moment du prélèvement 

de l’hémoculture) ne semblent pas avoir d’impact significatif sur la qualité des spectres issus 

des culots bactériens obtenus avec les différents protocoles. En effet, la présence d’une forte 

concentration d’érythrocytes ou de globules blancs dans le sang du patient n’influence pas 

l’efficacité des protocoles d’identification rapide à partir des flacons d’hémocultures. Suite à 
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l’obtention du culot, l’aspect de celui-ci (présence plus ou moins importante de globules 

rouges voire d’autres composants du sang) a un impact significatif sur l’obtention d’une 

identification bactérienne. Ce résultat était attendu, puisque les protocoles visent justement à 

éliminer les composants sanguins, afin d’obtenir le culot bactérien le plus « pur » possible. Il 

est ainsi possible de discuter de l’ajout d’une étape supplémentaire (lavage ou extraction 

complète) dans le cas d’un culot bactérien trop hémorragique. 

L’identification rapide directement à partir des flacons d’hémoculture a montré tout 

son intérêt par rapport à l’examen direct dans des cas fréquemment rencontrés. Les trois 

derniers protocoles, très efficaces dans l’identification des bactéries à Gram négatif, ont, en 

effet, permis de distinguer efficacement entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa, 

distinction intéressante lors de la mise en place d’un traitement antibiotique probabiliste 

(108). La distinction de ces bactéries à Gram négatif et des bactéries à Gram négatif 

anaérobies strictes, notamment le genre Bacteroides sp., potentiellement intéressante en vue 

de l’optimisation du traitement antibiotique, a montré des performances plus moyennes (66,7 

% d’identification correcte). Concernant les bactéries à Gram positif, les souches de S. aureus 

et de SCN ont été relativement bien distinguées dans le Protocole 4 (dans 84 des 99 cas, soit 

85 % des cas). Ce résultat apparaît comme particulièrement intéressant pour une interprétation 

rapide de la souillure/contamination ou non de l’hémoculture positive. 

En dehors des SCN, d’autres bactéries, plus rarement isolées mais considérées 

fréquemment comme contaminantes, ont été détectées dans les divers protocoles. 

Micrococcus luteus a ainsi été identifié efficacement (13 cas sur 14). A l’inverse, les 

protocoles ont montré de mauvaises performances dans l’identification du genre 

Corynebacterium (une seule identification au genre sur les six isolats). De même, aucune 

identification des cas isolés de Bacillus sp. (Protocole 1 et 2), Propionibacterium acnes 

(Protocole 1) et Dermabacter hominis (protocole 4) n’a été rendue. Les performances 

médiocres d’identification des bacilles à Gram positif (Propionibacterium acnes, Bacillus sp., 

Corynebacterium sp.) par technologie MALDI-TOF MS ont déjà été décrites dans la 

littérature et mises principalement en relation avec l’existence de bases de données trop 

pauvres pour représenter la diversité des profils de ces bactéries (143,146,148). 

D’autres cas recensés dans notre étude ont souligné l’intérêt d’une identification 

rapide. Des bactéries provoquant des situations cliniques bruyantes ont pu être identifiées : 

Listeria monocytogenes (Protocole 1, 2, 3), Neisseria meningitidis (protocoles 1, 2, 3), 

Salmonella typhi (protocole 4). Il faut noter qu’un cas de Nocardia nova n’a pas été identifié 
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avec le protocole 4. Cette bactérie nécessite, en, effet, une extraction préalable pour être 

identifiée par la technologie MALDI-TOS MS, et la base de donnée actuellement utilisée n'est 

pas optimale pour son identification (181). Par ailleurs, des bactéries dont la culture est 

potentiellement fastidieuse ont aussi été identifiées : Haemophilus influenzae (Protocole 1, 2), 

Abiotrophia defectiva (Protocole 2 et 4) et Capnocytophaga sputigena (protocole 2, 3). Deux 

bactéries présentant potentiellement de nombreuses résistances aux antibiotiques, 

Acinetobacter baumannii (non identifié dans le protocole 4) et Stenotrophomonas maltophilia 

(non identifié dans le protocole 1), n’ont pu être identifiées. Cette remarque est à relativiser 

par le faible nombre d’isolats testés. Une autre observation intéressante concerne 

l’identification d’une bactérie (Streptococcus mitis/oralis) dans un flacon d’hémoculture 

détecté positif mais ne montrant pas de bactéries après coloration de Gram, qui a permis 

d’éviter une nouvelle incubation d’une hémoculture suspectée à tort d’être faussement 

positive. 

Concernant les hémocultures polymicrobiennes, les divers protocoles ont abouti soit à 

l’identification d’une seule espèce bactérienne (15 cas sur 45), soit à l’absence de résultat. La 

littérature a rapporté les mêmes conclusions pour les protocoles utilisant le VitekMS
®
, ceux 

utilisant le Bruker
®
 laissant parfois supposer la présence de deux espèces (en cas d’obtention 

de deux espèces associées à des scores d’identification élevé) (157,162,164,180). Cette 

observation est potentiellement problématique : une hémoculture pourrait être considérée 

comme monomicrobienne alors que plusieurs bactéries étaient présentes dans le flacon. 

Cependant, cette situation ne concerne qu’un nombre très faible de cas (15 des 944, soit 1,6 % 

des cas), et elle sera mise en évidence dans certains cas par la réalisation en parallèle d'un 

examen direct, qui ne doit pas être omis.   

Le protocole testé le plus performant est le protocole 4, d’une part, en raison de son 

efficacité dans l’identification bactérienne rapide et, d’autre part, en raison d’un délai 

d’obtention du culot bactérien relativement court. L’incorporation de ce protocole en routine 

dans le cadre du diagnostic des bactériémies au C.H.U. de Nantes s’avère rapidement 

envisageable (Annexe 5). Ce protocole représente un coût marginal, inférieur aux techniques 

commercialisées De plus, il faut pondérer ce coût par le gain qu’une identification 

microbiologique rapide engendre, en termes de durée d’hospitalisation et de prise en charge 

globale (173). Ainsi, les bactéries à Gram négatif sont très bien identifiées dans ce protocole 

(94,8 % d’identification correcte). Les performances sont perfectibles pour l’identification des 

bactéries à Gram positif (80,1 % d’identification correcte) et inférieures à celles d’autres 
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protocoles « maisons » décrits (157,158,161,163,164). Diverses explications peuvent être 

avancées. Comparées aux performances des études utilisant Microflex LT Biotyper
®
, il 

semble que celles du VitekMS
®
 pour l’identification des bactéries, notamment à Gram positif, 

à partir des hémocultures, soient inférieures (164). De plus, l’absence d’une extraction 

protéique complète pourrait être évoquée. Bien que coûteuse et fastidieuse, celle-ci améliore 

significativement l’identification à partir des flacons d’hémocultures des bactéries à Gram 

positif d’après Ferreira et al (176). Cette étape permettrait notamment de lyser correctement la 

paroi de ces bactéries. Néanmoins, Farfour et al ont montré que les bacilles à Gram positif, 

bactéries délicates à identifier avec la technologie MALDI-TOF MS, pouvaient être 

correctement identifiées sans une étape préalable d’extraction (143). Enfin, l’exhaustivité de 

la base de données serait également en cause. 

 De ce fait, les progrès de la technologie MALDI-TOF MS elle-même pourraient 

permettre d’améliorer les performances d’identification. Outre les problèmes liés à la lyse de 

la paroi des bactéries à Gram positif, les performances médiocres d’identification de certaines 

bactéries à Gram positif par technologie MALDI-TOF MS sont en effet liées à l’absence ou à 

un trop faible nombre de spectre de référence dans la base de données (P. acnes par exemple), 

ou à une trop grande similitude entre les spectres de certaines espèces (Streptococcus sp., 

staphylocoques coagulase négative) (146,151,155). Ainsi, S. pneumoniae, dont l’identification 

s’avère problématique dans les protocoles d’identification rapide utilisant Bruker
®
, ne pouvait 

pas être différencié des streptocoques du groupe mitis par identification sur colonie avec cet 

automate. Les récentes possibilités d’identification de cette bactérie à partir des colonies par 

Bruker
® 

peuvent faire envisager une identification rapide de cette bactérie à partir des 

hémocultures (182). A l’inverse, notre étude montre que, malgré les excellentes capacités du 

VitekMS
®
 dans l’identification de S. pneumoniae et sa distinction par rapport aux autres 

streptocoques α-hémolytiques, son identification à partir des hémocultures demeure 

problématique (183). Pour améliorer les performances d’identification directement à partir des 

flacons d’hémocultures des bactéries à Gram positif, Buchan et al ont aussi proposé la mise 

en place d’un algorithme spécifique pour identifier les bactéries directement à partir des 

flacons d’hémocultures (180).  

Les limites de ces protocoles imposent l’utilisation en parallèle d’un examen direct et 

d’une subculture. Cette dernière permettra d’identifier la bactérie en cas d’absence de résultats 

avec le protocole d’identification rapide. De plus, elle permettra de confirmer le caractère 

monomicrobien de l’hémoculture, en cas d’obtention de résultats par ce protocole. Enfin, elle 
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sera nécessaire pour établir le profil de sensibilité de la bactérie. L’existence de tests de 

détection rapide de phénotype de résistance directement à partir des hémocultures positives 

(méticillino-résistance, BLSE, carbapénemases) peut s’avérer, cependant, intéressant en 

combinaison d’une identification rapide, dans l’objectif de la mise en place d’une 

antibiothérapie la plus pertinente possible (184,185). D’un point de vue technique, il faut 

aussi noter la certaine expérience technique que ce protocole demande, notamment lors des 

étapes de lavage du culot bactérien et de dépôt de celui-ci sur la cible. Des axes 

d’amélioration de ce protocole peuvent être discutés. L’utilisation d’un tube séparateur, afin 

d’améliorer la purification du culot bactérien pourrait permettre d’améliorer les performances 

de celui-ci. Cette méthode n’allongera pas la durée du protocole. De même, l’ajout au 

protocole d’une extraction complète finale, en cas de culot bactérien « impur », notamment en 

cas de bactéries à Gram positif à l’examen direct, serait aussi envisageable. 
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Conclusion 

 

En raison de l’enjeu que représente une prise en charge thérapeutique précoce des 

patients bactériémiques, l’identification des bactéries à l’origine de bactériémies directement à 

partir du bouillon d’hémoculture par la technologie MALDI-TOF MS montre tout son intérêt. 

En effet, cette technique offre une meilleure précision que le Gram dans l’information fournie 

aux cliniciens à J0 de positivité. Par conséquent, elle permet d’adapter plus facilement 

l’antibiothérapie du patient. 

Les résultats du travail effectué montrent l’efficacité supérieure du dernier protocole 

testé utilisant une étape finale rapide d’extraction par acide formique. Sa grande capacité de 

distinction entre S. aureus et staphylocoques coagulase négative, ou encore entre 

entérobactéries et P. aeruginosa, cas fréquemment problématiques à la lecture du Gram, est 

particulièrement intéressante. Sa rapidité d’exécution (environ 15 minutes), sa grande 

concordance avec les techniques d’identification de routine et son faible coût peuvent faire 

rapidement envisager son utilisation en routine, lors du diagnostic des bactériémies au 

laboratoire.  

Cependant, l’intégration de ce protocole ne permettra pas de supprimer l’étape de 

subculture. Ce protocole montre en effet quelques limites, notamment la détection et 

l’identification des hémocultures polymicrobiennes, ou l’identification de certaines bactéries 

d’identification délicate, comme S. pneumoniae. La subculture est ainsi nécessaire pour 

confirmer le caractère monomicrobien de l’hémoculture, et pour effectuer l’antibiogramme. Si 

des axes d’amélioration du protocole proposé existent, les protocoles décrits dans la littérature 

retrouvent les mêmes principales limites. Toutefois, les progrès technologiques de la 

technique MALDI-TOF MS elle-même (base de données, standardisation du dépôt dans un 

contexte d’automatisation) pourront permettre de pallier ses limites. 



92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



93 

 

Annexe 1 : Résultats d’identification bactérienne rapide à partir des flacons 

d’hémoculture monomicrobiens avec le Protocole 1 

  

Identification 

Total 
Identification 

à l'espèce 

Identification au 

genre 

Pas                       

d' identification 

Bacilles à Gram négatif 

aérobie/anaérobie facultatifs 
47 1 21 69 

Escherichia coli 35 0 13 48 

Pseudomonas aeruginosa 7 0 1 8 

Klebsiella pneumoniae 1 0 2 3 

Enterobacter cloacae 0 1 (E. cancerogenus) 1 2 

Klebsiella oxytoca 1 0 1 2 

Serratia marcescens 2 0 0 2 

Citrobacter freundii 0 0 1 1 

Escherichia fergusonii 0 0 1 1 

Haemophilus influenzae 1 0 0 1 

Stenotrophomonas maltophilia 0 0 1 1 

Cocci à Gram positif 

aérobie/anaérobie facultatifs 
56 5 41 102 

Staphylococcus epidermidis 11 1 (S. haemolyticus) 15 27 

Staphylococcus aureus 16 1 (S. intermedius) 8 25 

Staphylococcus hominis 10 0 0 10 

Staphylococcus haemolyticus 3 1 (S. hominis) 1 5 

Staphylococcus capitis 4 0 1 5 

Streptococcus gallolyticus 1 0 4 5 

Streptococcus pneumoniae 1 0 3 4 

Staphylococcus warneri 3 0 0 3 

Streptococcus salivarius 0 1 (S. suis) 2 3 

Enterococcus faecium 0 1 (E. faecalis) 2 3 

Micrococcus luteus 2 0 1 3 

Streptococcus mitis/oralis 2 0 0 2 
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Enterococcus faecalis 2 0 0 2 

Kocuria varians 0 0 1 1 

Staphylococcus lugdunensis 1 0 0 1 

Streptococcus dysgalactiae  0 0 1 1 

Streptococcus pyogenes 0 0 1 1 

Streptococcus sanguinis 0 0 1 1 

Bactéries anaérobies strictes 2 0 3 5 

Bacteroides fragilis 1 0 1 2 

Clostridium tertium 1 0 0 1 

Fusobacterium nucleatum 0 0 1 1 

Propionibacterium acnes 0 0 1 1 

Autres 2 0 5 7 

Listeria monocytogenes 1 0 1 2 

Bacillus cereus 0 0 1 1 

Brevibacterium sp. 0 0 1 1 

Corynebacterium jeikeium 0 0 1 1 

Corynebacterium sp. 0 0 1 1 

Neisseria meningitidis 1 0 0 1 

TOTAL 107 6 70 183 
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Annexe 2 : Résultats d’identification bactérienne rapide à partir des flacons 

d’hémoculture monomicrobiens avec le Protocole 2. 

 

Identification 
 

 

Total 
Identification à 

l'espèce Identification au genre 

Pas                   

d' identification 

Bacilles à Gram négatif 

aérobie/anaérobie facultatifs 
108 0 10 118 

Escherichia coli 65 0 6 71 

Pseudomonas aeruginosa 14 0 0 14 

Enterobacter cloacae 7 0 2 9 

Klebsiella pneumoniae 6 0 1 7 

Klebsiella oxytoca 4 0 1 5 

Capnocytophaga sputigena 2 0 0 2 

Citrobacter freundii 2 0 0 2 

Serratia marcescens 2 0 0 2 

Burkholderia cepacia 1 0 0 1 

Enterobacter aerogenes 1 0 0 1 

Hafnia alvei 1 0 0 1 

Haemophilus influenzae 1 0 0 1 

Morganella morganii 1 0 0 1 

Proteus vulgaris 1 0 0 1 

Cocci à Gram positif 

aérobie/anaérobie facultatifs 
141 3 73 217 

Staphylococcus epidermidis 29 1 (Staphylococcus sp.) 31 61 

Staphylococcus aureus 51 1 (Staphylococcus sp.) 7 59 

Staphylococcus hominis 15 0 1 16 

Enterococcus faecalis 10 0 4 14 

Staphylococcus capitis 8 0 1 9 

Streptococcus gallolyticus 1 1 (S. alactolyticus) 6 8 

Streptococcus mitis/oralis 5 0 3 8 

Streptococcus pneumoniae 1 0 5 6 
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Micrococcus luteus 5 0 0 5 

Streptococcus pyogenes 1 0 4 5 

Streptococcus agalactiae 3 0 1 4 

Staphylococcus haemolyticus 3 0 0 3 

Staphylococcus lugdunensis 3 0 0 3 

Streptococcus salivarius 1 0 2 3 

Streptococcus canis 1 0 1 2 

Streptococcus mutans 0 0 2 2 

Staphylococcus warneri 2 0 0 2 

Streptococcus dysgalactiae 0 0 1 1 

Abiotrophia defectiva 1 0 0 1 

Kocuria varians 0 0 1 1 

Staphylococcus intermedius 0 0 1 1 

Staphylococcus saccharolyticus 0 0 1 1 

Staphylococcus schleiferi 1 0 0 1 

Streptococcus groupe G 0 0 1 1 

Bactéries anaérobies strictes 7 0 3 10 

Bacteroides fragilis 4 0 0 4 

Bacteroides thetaiotaomicron 2 0 1 3 

Bacteroides uniformis  1 0 1 2 

Clostridium ramosum 0 0 1 1 

Autres 3 1 4 8 

Neisseria meningitidis 2 0 0 2 

Corynebacterium jeikeium 0 0 2 2 

Bacillus cereus 0 0 1 1 

Brevibacterium sp. 0 0 1 1 

Corynebacterium striatum 0 1 (Corynebacterium sp.) 0 1 

Listeria monocytogenes 1 0 0 1 

TOTAL 259 4 90 353 
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Annexe 3 : Résultats d’identification bactérienne rapide à partir des flacons 

d’hémoculture monomicrobiens avec le Protocole 3 

 

  

Identification 

Total 
Identification à 

l'espèce Identification au genre 

Pas                     

d' identification 

Bacilles à Gram négatif 

aérobie/anaérobie facultatifs 
54 0 2 56 

Escherichia coli 33 0 1 34 

Pseudomonas aeruginosa 7 0 0 7 

Enterobacter cloacae 4 0 0 4 

Klebsiella oxytoca 2 0 1 3 

Citrobacter freundii 2 0 0 2 

Burkholderia cepacia 1 0 0 1 

Capnocytophaga sputigena 1 0 0 1 

Enterobacter aerogenes 1 0 0 1 

Hafnia alvei 1 0 0 1 

Klebsiella pneumoniae 1 0 0 1 

Serratia marcescens 1 0 0 1 

Cocci à Gram positif 

aérobie/anaérobie facultatifs 
70 2 25 97 

Staphylococcus aureus 32 2 (Staphylococcus sp.) 1 35 

Staphylococcus epidermidis 16 0 9 25 

Staphylococcus hominis 8 0 0 8 

Staphylococcus capitis 1 0 4 5 

Streptococcus agalactiae 4 0 0 4 

Micrococcus luteus 3 0 0 3 

Streptococcus mitis/oralis 2 0 1 3 

Streptococcus pneumoniae 0 0 3 3 
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Streptococcus pyogenes 2 0 1 3 

Streptococcus mutans 0 0 2 2 

Enterococcus faecalis 1 0 0 1 

Streptococcus canis 0 0 1 1 

Streptococcus dysgalactiae 0 0 1 1 

Staphylococcus lugdunensis 1 0 0 1 

Staphylococcus saccharolyticus  0 0 1 1 

Streptococcus groupe G 0 0 1 1 

Bactéries anaérobies strictes 5 0 2 7 

Bacteroides fragilis 3 0 0 3 

Bacteroides thetaiomicron 2 0 0 2 

Bacteroides uniformis 0 0 1 1 

Clostridium ramosum 0 0 1 1 

Autres 2 0 1 3 

Corynebacterium jeikeium 0 0 1 1 

Listeria monocytogenes 1 0 0 1 

Neisseria meningitidis 1 0 0 1 

TOTAL 131 2 30 163 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



99 

 

Annexe 4 : Résultats d’identification bactérienne rapide à partir des flacons 

d’hémoculture monomicrobiens avec le Protocole 4 

 

  

Identification 

Total 
Identification à 

l'espèce 

Identification au 

genre 

Pas                      

d' identification 

Bacilles à Gram négatif 

aérobie/anaérobie facultatifs 
54 0 3 57 

Escherichia coli 31 0 1 32 

Enterobacter cloacae 5 0 1 6 

Pseudomonas aeruginosa 5 0 0 5 

Klebsiella pneumoniae 4 0 0 4 

Klebsiella oxytoca 3 0 0 3 

Morganella morganii 2 0 0 2 

Acinetobacter baumannii 0 0 1 1 

Proteus mirabilis 1 0 0 1 

Proteus vulgaris 1 0 0 1 

Salmonella typhii 1 0 0 1 

Sphingomonas parapaucimobilis 1 0 0 1 

Cocci à Gram positif 

aérobie/anaérobie facultatifs 
111 2 27 140 

Staphylococcus epidermidis 39 1 (S. haemolyticus) 12 52 

Staphylococcus aureus 26 0 1 27 

Enterococcus faecalis 10 0 3 13 

Staphylococcus hominis 11 0 2 13 

Streptococcus mitis/oralis 4 1 (Streptococcus sp.) 3 8 

Streptococcus agalactiae 5 0 0 5 

Streptococcus gallolyticus 2 0 2 4 

Micrococcus luteus 3 0 0 3 

Staphylococcus capitis 3 0 0 3 
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Staphylococcus haemolyticus 3 0 0 3 

Streptococcus pneumoniae 0 0 3 3 

Abiotrophia defectiva 1 0 0 1 

Enterococcus faecium 1 0 0 1 

Streptococcus canis 1 0 0 1 

Streptococcus constellatus 0 0 1 1 

Staphylococcus lugdunensis 1 0 0 1 

Streptococcus salivarius 1 0 0 1 

Bactéries anaérobies strictes 1 0 0 1 

Bacteroides thetaiomicron 1 0 0 1 

Autres 0 0 2 2 

Dermabacter hominis 0 0 1 1 

Nocardia nova 0 0 1 1 

 TOTAL 166 2 32 200 
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Annexe 5 : Algorithme d’utilisation du protocole d’identification rapide au sein de la 

stratégie de diagnostic des bactériémies au laboratoire 
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Hémocultures détectées positives- 

Patients/Services à risque 

Protocole d'identification rapide Examen direct 

(coloration GRAM) 

Subculture 

Pas d'identification 

- 16% Hémocultures 

monomicrobiennes (bactéries 

d'identification délicate ou 

absente de la base de données) 

- Hémocultures 

polymicrobiennes 

Antibiogramme 

J0 

J1 

J2 

Identification +/-      

Antibiogramme 

rapide à partir du 

flacon 

Identification correcte  

84% Hémocultures 

monomicrobiennes 
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d’exécution. Sa rapidité d’exécution (environ 15 minutes), sa grande concordance avec les 

techniques d’identification de routine et son faible coût sont prometteurs dans l’optique d’une 

utilisation en routine, lors du diagnostic des bactériémies au laboratoire. 
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