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Introduction: 
situation générale 

• Cf. « la cigale et la fourmi »: nous voilà fort dépourvu… 
• (Impact d’une antibiothérapie inadaptée sur l’évolution 

individuelle d’une infection) 
• Impact individuel et collectif de la pression 

antibiotique 
– Antibiothérapie future  / microbiote 
–  Maîtrise de la diffusion des Bactéries multi-résistantes 

(BMR): 
• Bon usage des antibiotiques 
• Lutte contre la transmission croisée: précautions standard, 

précautions renforcées (incluant personnel dédié si Bactérie 
Hautement Résistantes et émergeantes) 

Antimicrobial Stewardship: How the Microbiology Laboratory Can Right the Ship. Morency-
Potvin P. et al. Clin Microbiol Rev 2016. 



Interactions Infectiologues – 
Bactériologistes CHU Mondor 

• Intenses 
• Raisonnés et raisonnables, mais ….: 

– Tout, 
– Tout de suite, 
– Très précisément. 

 

Unité transversale de traitement des infections  (U2TI) Dr Raphael LEPEULE  



Situation 1:  
hémoculture positive 

• Approche standard: 
– J0: Coloration de Gram 
– +/- « Etat frais » (= mobilité) 
– Isolement pour identification à 

J1  
– J0: Antibiogramme (+/- CMI) 

directement à partir du flacon 
d’hémoculture, à confirmer à 
J1 

– J0/J1: idem portes d’entrée 

• Approche Optimisée 
(phénotypie) 
– + culture rapide (3h) pour 

Maldi-Tof 
– + β-lacta Test®  
– + détection antigénique 

(agglutination anti-
pneumococcique) 

– + portes d’entrée: 
identification, β-lacta Test® , 
détection PLP2a  

– CMI milieux liquide  
• Approche Optimisée 

(génotypie) 
– PCR ciblées 
– Panel de PCR ciblées  
– (ARN16S) 

 



Courtesy of Jeanne COUTURIER 

 Performances sur colonies (résistance aux C3G) 1 : 
 Sensibilité globale : 87,7 %, 96% pour E. coli et K. pneumoniae, 67,4 % pour les 

entérobactéries  du groupe 3 
 Spécificité : 99,6 %, test positif pour toutes les EBLSE 

 Urines, hémocultures: possible mais manipulations ++ 
 



MALDI-TOF sur culture précoce 

• Approche standard: culture de 18h  
• Approche rapide: culture de 3 à 5 heures 

– Ensemencement riche sur milieux riche en 
atmosphère enrichie 

– « raclage » à 3-5h (+ β-LactaTest®) 
• Performances acceptables même si inférieures 

à l’approche standard   
• Ne fonctionne pas sur anaérobie et autres 

bactéries à culture lente…   
Delport JA et al. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2017 
Beganovic M, Costello M, Wieczorkiewicz SM.J Clin Microbiol. 2017 



Panels PCR  
• = panels multiplexes bactériologie: 

– identification genres/espèces  
– Identification gènes de résistance 
– +/- identification « universelle » 16S 

• Sur hémocultures positives 
• Sur prélèvements: 

– Peau et tissus mous 
– Respiratoires haut/bas, intraabdominaux 

• Sensibilité variable en fonction: 
– Du comparatif (culture?) 
– Du prélèvement (hémocultures vs prélèvement, prélèvement à 

examen direct positif, prélèvement à examen direct négatif 
– Du multiplexage 

• (Panels syndromique) 



Panel PCR hémocultures 

 Pb: résistance par régulation (P. 
aeruginosa), diversité des supports 
génétiques de la résistance (bla 
oxacillinase>> mec ou van) 

 Adaptation épidémiologie locale  



Hischebeth GT et al.  
J Microbiol Methods. 2016 
Se/Sp: 66,7 % / 100% 



Détermination des CMI 
• Approche standard: Etest® 

– Unitaire ou X 4 sur boite carrée  
– Problèmes: colistine, pipéracilline-tazobactam, tigecycline 

• Plaque BMD (Broth Micro Dilution) « à façon »  
– pour BLSE/BHRe et Pseudomonas aeruginosa 
– Méthode la plus proche de la méthode de référence 
– Problème: fosfomycine, autres molécules 
 





L’hémoculture positive à J0 pour 
l’infectiologue 
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Réponse bactériologiste: Approche optimisée de 
l’hémoculture positive à J0 

Gram/Etat frais 

Cocci +  
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(délai < 22h)  

Xpert®  
MRSA BSI 

SASM 
SARM 

SCN Meti R 

Streptocoque 

Entérobactéries: 
Culture rapide -MALDI TOF 
Et β- Lacta Test ® Gram- mobilité –  

ou péritriche  

DrySpot® 
pneumocoque   

Pseudomonas sp. 

Dry Spot+: 
pneumocoque 
=amoxicilline   

Gram- mobilité –  
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Entérobactéries  
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 β- Lacta Test ® 
neg: céfotaxime 
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Situation 2:  
infection peau- tissu mou/ostéo-

articulaire 

Peau et tissu mou 
Os  

Liquide articulaire 

Gram  
Examen direct 

Cultures: 
Milieux solides 

Bouillon d’enrichissement 

Xpert SSTI® 
Unyvero Curetis 

Implant Tissu 
Infection panel ® 

PCR 
Séquençage 

ARN 16S neg neg 

Dubouix-Bourandy A et al. J Clin 
Microbiol 2011 

Se /Spe SASM: 100% /98%, SARM: 
100%/100%, SCN Meti R: 100%, 

95,3%  

Hischebeth GT et al.  
J Microbiol Methods. 2016 
Se/Sp: 66,7 % / 100% 



Perspectives 
• Réorganisation du laboratoire: 

– Hémocultures « sorties » la nuit 
• Repiquage pour identification rapide 
• Gram? 
• Antibiogramme? 

• « accélérer » l’identification et l’antibiogramme: 
approche Accelerate® 

• Séquence de nouvelle génération (NGS) sur 
prélèvements: métagénomique « shotgun » 
– Techniquement en place 
– Délai 
– interprétation 



ACCELERATE pheno TM 

• « Test de sensibilité phénotypique 
rapide » 

• Système permettant : 
 Directement à partir du flacon 

d’hémoculture 
 Identification bactérienne en ~1h30 

(sondes FISH) 
 Sensibilité à un panel d’antibiotiques 

basée sur des CMI en ~5h30 par 
analyse morphocinétique des 
croissances bactériennes 

• = identification  et 
antibiogramme (CMI rendu en 
S/I/R) en moins de 7h  

• Coût ++ 
• Pour P. aeruginosa et E. faecium? 
• Validation FDA 
• Évaluation en cours 

Courtesy of Anne Delette – Alexandra Serris 
 



Morgan XC1, Segata N, Huttenhower C., Trends Genet. 2013 Jan;29(1):51-8.  

Courtesy of Christophe Rodriguez 

Automated  
standardized  

pathogen  
genome 

extraction 

Library preparation Sequencing  
(Illumina NextSeq) Whole-DNA genome 

fragmentation 
Server calculation/Data 

storage 

Métagénomique « shotgun »: 
le fantasme ultime des infectiologues 

(et des bactériologistes)? 
 

 Séquençage de tous les ADN (ARN) 
présents 

 Soustraction des séquences humaines 
 Comparaison des séquences aux banques 

de génomes publiées / privées 
 Identification + présence de gènes de 

résistances  
 Sensibilité +++ et spécificité +++ 



Discussion 
• = « puzzle », chaque situation sa solution: 

– À l’encontre des stratégies commerciales de mise à disposition 
• Forcément « rentable » 
Delport JA et al. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2017 
Beganovic M, Costello M, Wieczorkiewicz SM.J Clin Microbiol. 2017 

• Pas forcément les patients les plus graves ou les plus 
compliqués 

• Bien connaître les performances des tests utilisés 
(bactériologistes) 

• Bien faire passer ces notions aux infectiologues 
• Résister à la pression commerciale (…des panels de PCR)  

Delport JA et al. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2017 
Beganovic M, Costello M, Wieczorkiewicz SM.J Clin Microbiol. 2017 



Conclusions 
• Retour évident sur investissement pour: 

– Les patients 
– Le laboratoire (bactériologistes / internes /techniciens) 
– Les infectiologues 

• Chacun retrouve son « cœur de métier » 
• Respect mutuel – compétences spécifiques 
• Le laboratoire de bactériologie au centre: oui mais pas que… 

– pharmacie 
– Pharmacologie (dosage antibiotique) 
– EOH – laboratoire d’hygiène: dépistage BMR / BHRe  

• Coûts: vrai souci administratif 
• Continuité ( samedi, dimanche, nuit…): « le progrès ne vaut que si il est 

partagé par tous » 
– Intérêts des techniques rapides / automatisées  

• Nous allons y arriver….. 
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