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{_,;‘éli moment d étre admis a devenir membre de la profession médicale,
™ "! : | je m’engage solennellement a consacrer ma vie au service de
[ humanité.
Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur
sont dus.
Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de
mes malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.
Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir ["honneur et les
nobles traditions de la profession médicale.
Les médecins seront mes freres.
Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale, ne s'interposera entre mon devoir et
mon patient.
Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa
conception.
Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales
d’une facon contraire aux lois de [ humanité.

Je m’y engage librement et sur mon honneur. C

Déclaration Gendve, 1948 j}
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Réseau européen de surveillance de la Bétalactamases a spectre élargi
Entérobactéries productrices de carbapénémases
Forkhead box P3



H . Heure

HMIMV : Hopital militaire des instructions Mohamed V
H2 : Dihydrogéne

IL . Interleukine
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MIN : Minute
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MODS : Défaillance multi-viscérale
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PAM . Pression artérielle moyenne

PAS : Pression artérielle systolique

PCR : Réaction en chaine par polymérase

PCT : Procalcitonine

PLP :  Protéines liant les pénicillines

PNN :  Polynucléaires neutrophiles

RV :  Rapport de vraisemblance
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SPS
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TLR
TNF

TSS

UFC

Séquence d’insertion

Sepsis Organ Failure Assessment
Species plurimae
Polyanétholsulfonate de sodium

Syndrome de Réponse Inflammatoire Systémique
Récepteur de type Toll
Facteur de nécrose tumorale

Syndrome de choc toxique

Unité faisant colonie
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4

Principe

RESULTATS
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Les bactériémies constituent des fardeaux sanitaires et financiers majeurs dans le monde
(1). Aux Etats-Unis, les taux d'hospitalisation incluant les codes de diagnostic de la septicémie ou
de la septicémie grave ont doublé entre 2000 et 2008 (2, 3). Alors que le traitement est compliqué

par l'augmentation continue de la résistance aux antibiotiques (4).

Cependant, la clinique permet rarement de distinguer avec précision les multiples étiologies
bactériennes au cours des bactériémies parce qu’il n’y a pas de symptome clinique propre a chaque

agent pathogeéne.

L’identification précoce des agents pathogénes responsables de bactériémies s’avere alors
d’une importance capitale pour permettre une thérapie rapide, adaptée et efficace afin de réduire la

morbidité et la mortalité associées.

Les cultures microbiologiques ont longtemps été reconnues comme la méthode de
référence pour diagnostiquer les causes bactériennes, mais ont posé un dilemme diagnostique en
raison de leur rendement relativement faible lié¢ aux conditions de stockage et de transport sous-
optimales, de la pratique de la culture et / ou du traitement antibiotique administré avant que le
spécimen ne soit recueilli d’'une part, et de leur temps d’exécution prolongé d’autre part; d’ou le
besoin de développement de nouvelles démarches diagnostiques répondant aux besoins et

attentes des cliniciens.

De plus, le diagnostic des maladies infectieuses était trés compartimenté : bactériologie,
virologie, parasitologie et mycologie. Les progrés en biologie moléculaire ont permis de réunir
I’ensemble de ces disciplines en un minimum d’analyses, il en a découlé une nouvelle notion :
I’approche syndromique qui consiste en la recherche simultanée des micro-organismes les plus
fréquemment responsables d’une infection qui cause un syndrome. On a identifié différents
syndromes pour lesquels des panels ont été constitués, permettant de détecter plusieurs micro-

organismes simultanément.

Dans notre contexte, le Panel FilmArray® BCID dédié a la bactériémie est un dispositif

totalement automatisé de diagnostic in vitro destiné a la détection de cibles d’acides nucléiques
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e
multiples contenues dans le sang pour une variété de pathogenes notamment les bactéries, les

virus et levures. L’analyse est réalisée sans intervention manuelle dans des cassettes de réactifs

spécifiques prétes a I’emploi.
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. Matériels :

1. Présentation de I’étude :

Il s’agit d’une étude retrospective a visée descriptive, réalisée sur prélévements sanguins
provenant des patients cliniquement suspects d’une bactériémies, traités au sein du laboratoire de

microbiologie- virologie et de biologie moléculaire a I’'H6pital Militaire Avicenne de Marrakech.

Ce travail est étalé sur une période de Janvier 2020 a Mars 2022.

2. Objectifs de I’étude :

2.1. Objectif principal

Evaluer I'apport du panel BCID FilmArray dans le diagnostic des bactériémies.

2.2. Objectifs secondaires

e Décrire I'aspect épidémiologique des bactériémies durant la période du travail.

e lllustrer les limites du panel BCID FilmArray.

3. Criteres d’inclusion :

Les criteres d’inclusion de notre étude sont les suivants :

Tous les patients cliniquement suspects de bactériémies ou choc septique, ayant bénéficié
d’une étude bactériologique classique ET d’un test PCR FilmArray BCID du sang au sein du service
de microbiologie- virologie et de biologie moléculaire de I’hopital Avicenne deMarrakech durant la

période de I'étude.

4, Criteres d’exclusion :

Sont exclus de I’étude :
e Les prélevements redondants.

e Les résultats FilmArray invalides.
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5. Recueil des données :

Le recueil des données a été réalisé a partir des fiches de résultats de la PCR FilmArray BCID
Enregistrées sur le logiciel FilmArray de I'automate et des résultats de la cytologie et la culture du
sang enregistrés sur la base de données informatique du service de bactériologie des patients

inclus dans 'étude.

Les données étaient recueillies sur une fiche d’exploitation réalisée a cet effet comportant

les données suivantes :
e Identité du patient
o Nom et prénom
0 Sexe
e Année de I'étude du préléevement
e Service demandeur
e Analyse cytologique du sang
e Résultats de la culture du sang
0 Négative
o Positive : a quel germe
e Résultats de la PCR multiplex (FilmArray)
0 Négative

o Positive : a quel germe

6. Outils statistiques :

La saisie des textes et des données a été faite sur le logiciel Microsoft Word 2016 et celle

des graphiques sur le logiciel Microsoft Excel 2016.
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Il. Méthodes :Analyse par PCR du sangrecueilli sur des

hémocultures :

Les solutions de multiplexage complétes capables de détecter les agents pathogénes
bactériens, viraux et fongiques en un seul test ont révolutionné la démarche diagnostique en
infectiologie. En effet, FilmArray® est une solution de PCR multiplexe qui permet la détection de
divers pathogénes a partir de différents échantillons cliniques. Il en a découlé la mise en marché de

différents panels :

e Le panel FilmArray® Respiratoire permettant I’analyse simultanée de 20 virus et bactéries a

I'origine de maladies respiratoires, directement a partir d'écouvillons nasopharyngés.

e Le panel FilmArray® BCID qui permet d’identifier directement a partir d’une hémoculture
positive, les 24 pathogénes les plus fréquemment responsables d’infections généralisées et

3 génes de résistance aux antibiotiques.

e Le panel FilmArray® Gastro-Intestinal identifiant les 22 causes les plus communes de

diarrhées infectieuses, directement a partir d’un échantillon de selles.

e Et dans notre contexte, le panel FilmArray®Méningite/Encéphalite permet I’identification
directe, a partir d’un échantillon de liquide céphalo-rachidien, d’agents infectieux

responsables de méningites et d’encéphalites.

Le test FilmArray BCID Panel consiste en une extraction automatisée d'acide nucléique, une
transcription inverse, une amplification d'acide nucléique et une analyse des résultats en environ
Th par cycle (c'est-a-dire par échantillon) et ce 24h/24 7])/7, avec seulement 2 minutes de
préparation, le tout dans un systeme fermé permettant la réduction du risque de contamination. Ce
test, réalisable directement a partir d’un prélévement de sang de faible quantité (200 pl~5 gouttes)

permet la détection simultanée de 27 cibles : bactéries et levures (Figure ).
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Bactéries a Gram positif Bactéeries a Gram negatif

Enferococclds Acinefobacter SaLrrmansii
Listeria monocytogenes Haemophilus influenzae
Staphylocooous MNeisseria meningitidis
Staphylocooccus aureus Pseudomonas aeruginosa
StreplococcUs Enterobaciternaceas
Streplococcus agalaciiae Enferobacter cloacae compilex
StrepfococcUs pyogensas Escherichiia colf

Streplococcus predmoniae Klebsiella oxyltoca
Filebsiella pneumoniae
Profeus

Serralfia marcescens

Genes de résistance aux antibiotiques

Candida albicans mecA - résistance a la meticilline
Candida glabrata vanAsB - resistance a la vancomycine
Candida krusei KIPC - resisfance aux carbapenames

Candida parapsilosis
Candida tropicalis

Figure 1 : Les pathogénes détectés par le panel BCID FilmArray® [5].

Figure 2 : Automate film array biofire (30 cm * 20cm*40 cm) de service de microbiologie- et de

biologie moléculaire de I’hdpital Avicenne de Marrakech.
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1 Phase pré-anlytigue :

1.1 Prélévement pour I’hémoculture :

Le prélevement est le premier point critique susceptible d’influer sur le résultat de

I’hémoculture. Un prélevement de qualité satisfait a plusieurs critéres ou exigences.

Les prélévements ont été réalisés au moment des frissons, de fievre ou d’hypothermie pour
tous patients suspects de bactériémie. Le volume de sang prélevé est de 40 a 60ml pour chaque
patient, soit 2 ou 3 paires de flacons. Chaque paire est constituée d’un flacon aérobie et d’un autre
anaérobie. Dans notre étude, les flacons d’hémoculture utilisés sont les flacons BacT/ALERT
compatibles avec l'automate d’identification de croissance bactérienne utilisé au service de

microbiologie de I’'hdpital Avicenne de Marrakech.

Les préléevements ont été réalisés au lit du patient, par ponction veineuse directe. Le recueil
de sang par cathéter a été effectué uniquement dans le cadre de suspicion d’uneinfection sur

dispositif vasculaire (DIV), et ce en paralléle du prélevement par ponction veineuse direct.

Il a été admis que les différentes étapes des prélevements, suivant un protocole strict, ont

été respectées ; a savoir :
e La Fermeture de la porte de la chambre du patient au moment du prélevement
e Le port d’un masque de type chirurgical par le préleveur
e Lafriction des mains du préleveur avec une solution hydro-alcoolique
e L’asepsie du point de ponction avec de I'alcool a 70°C puis avec un produit iodé
e La désinfection de I'opercule des flacons d’hémoculture avec I'alcool a 70°C ou unproduit
iodé
e Respect du temps de contact des produits aseptiques (30 secondes pour la polyvidone

iodée, immeédiat pour I'alcool a 70%)
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1.2 Conservation et acheminement au laboratoire :

L’étiquetage et les renseignements cliniques des prélévements recus au laboratoire ont été
vérifiés. Les flacons d’hémocultures acheminés rapidement ou conservés en moins de 24h a I’abri
de la lumiére dans une température ambiante, ont été mis en incubation dans I'automate de

détection des hémocultures positives Versatek.

2 Phase analytigue :

2.1. Détection des hémocultures positives :

La détection des hémocultures positives au service de microbiologie de I’h6pital militaire
Avicenne de Marrakech durant la période entre 2020 et 2022 se pratiquait grace a I'automate

Versatek.

Figure 3: L’automate de détection des hémocultures positives utilisé au laboratoire de

microbiologie de I'hépital militaire Avicenne de Marrakech

10
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Figure 4 : Les flacons d’hémoculture Versatek

2.2. L’identification bactérienne :

L’identification bactérienne au niveau du laboratoire s’est basée sur les caracteres

morphologiques, culturaux, biochimiques et antigéniques conventionnelles:

Les flacons détectés positifs par le Versatek sont déchargés de 'automate et analysés. Une
partie du spécimen est étalée sur différents milieux gélosés sélectifs ou non (gélose au
sang, gélose Chapman, gélose chocolat) pour obtenir des colonies; la durée de cette étapeest
conditionnée par la croissance des bactéries, elle peut prendre entre 18 a 24 heures pendant
lesquelles les géloses sont incubées a 37°C. Une étude a I'état frais, une coloration de Gram sont
réalisés.

L’identification précise des bactéries s'est réalisée par l’automate Phoenix 100BD
(Figure).Ce dernier est muni de cartes composées de plusieurs puits réactionnels contenant des
substrats fluorescents séchés. Le choix des cartes est conditionné par les résultats de la coloration
Gram. On ensemence les puits par un inoculum constitué de colonies bactériennes suspendues
dans une solution saline atteignant une concentration de 0,5 McFarland (selon les

recommandations du fabriquant). Toutes les 20 min, une lecture optique automatique de la carte

11
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I
permet d’interpréter les éventuels changements dans les puits. Cette analyse conduit a
I’identification des microorganismes en quelques heures (3h en moyenne).L’activité des enzymes
bactériennes et leur capacité a croitre en présence de substrats particuliers constituent la base de

fonctionnement du Phoenix 100BD. Ce dernier permet l'identification du genre et I'espéce de la

plupart des isolats bactériens.

L’automate Phoenix 100BD est validé et conforme aux normes du comité de

I’antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie CA-SFM.

| . A

Figure 5: L'automate utilisé au laboratoire de micrbobiologie de I'hopitalmilitaire Avicenne de

Marrakech.

2.3. Etude de la sensibilité aux antibiotiques :

Les techniques phénotypiques habituellement utilisées au laboratoire de microbiologie de
I’h6pital militaire Avicenne de Marrakech pour l'identification de la sensibilité aux antibiotiques

sont I'antibiogramme standard sur milieu gélosé et I'antibiogramme automatisé en milieuliquide.
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La détection des phénotypes de résistance est complétée par la méthode conventionnelle de
diffusion des disques en milieu gélosé. Les criteres de lecture et d’interprétation sont ceux du

comité de I’'antibiogramme de la société francaise de microbiologie (CA-SFM/EUCAST 201 8) [6].

La liste des ATB a tester avec leurs concentrations et diameétres critiques en fonction des
bactéries étudiées, selon les recommandations du CA-SFM/EUCAST2018, est représentée dans les
tableaux (I,11,111).

a. L’antibiogramme automatisé :

L’automate d’analyse BD Phoenix permet en plus de l'identification bactérienne (genre et
espece), la détermination de leur sensibilité en milieu liquide a une large gamme d’antibiotiques
par la méthode des concentrations minimales inhibitrices CMI [7].

b. L’antibiogramme standard :

Une ou plusieurs boites selon le cas, contenant le milieu gélosé (gélose Miller Hinton pour
les bactéries non exigeantes, gélose au sang pour les streptocoques), sont inoculées par
inondation a l'aide de la suspension bactérienne préalablement calibrée. Les disques imprégnés
d'antibiotiques sont alors disposés a la surface de la gélose inoculée et séchée; et I'antibiotique
diffuse rapidement de maniere concentrique autour de chaque disque. Les boites peuvent alors
étre mises en incubation a 37°C dans les conditions requises. La lecture consiste a mesurer les
diametres d'inhibition des cultures autour de chaque disque.

c. Détection des Staphylocoques résistants a la méticilline :

La résistance des staphylocoques a la méticilline est recherchée a I'aide d’un disque de
céfoxitine (30 ug) dans les conditions standards de [I'antibiogramme. Les souches de
staphylocoque résistantes a la céfoxitine ou possédant un géne mec additionnel (mecA, mecC) ou
exprimant une PLP2 additionnelle (PLP2a) apres induction par une béta-lactamine, sont
interprétées résistantes a toutes les béta-lactamines, sauf a la ceftaroline et au ceftobiprole qui
possédent une activité sur les staphylocoques résistants a I’oxacilline. Les S.aureus caractérisés par
des CMI de la céfoxitine >4 mg/L sont résistants a la méticilline principalement du fait de la

présence d'un géne mec additionnel.

13
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d. Détection des entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu:

Elle consiste a la recherche d’une synergie entre deux disques sur I'antibiogramme
standard: on utilise un disque de CTX, CAZ et CEP et un disque contenant de I'acide clavulanique
distants de 30 mm des disques de céphalosporine. La présence d’'une BLSE s’exprime par

I’apparition d’une synergie en « bouchon de champagne » (figure ) [6].

Figure 6 : Le test de synergie en bouchon de champagne [8]

Une souche catégorisée «intermédiaire» ou «résistante» au CTX et/ou CAZ en I’'absence de
synergie entre ces molécules et I'acide clavulanique est évocatrice d’une souche hyper- productrice
de céphalosporinase chromosomique ou plasmidique. La réalisation d’un antibiogramme standard
sur gélose Mueller-Hinton additionnée de 250 mg/L de cloxacilline (inhibiteur de
céphalosporinase) permet de vérifier si la résistance observée est bien liée a ce type de mécanisme
(restauration de la sensibilité lorsqu’il n'y a pas d’autre mécanisme de résistance aux B-

lactamines).

14
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3 Préparation :

La cassette FilmArray® est un systeme fermé jetable qui contient I’ensemble des réactifs
chimiques et enzymatiques nécessaires pour |’extraction, I'amplification et la détection d’acides

nucléiques des agents pathogenes présents dans I'échantillon.

La partie rigide de la cassette est divisée en différentes cloisons cylindriques qui
contiennent les réactifs et enzymes lyophilisés nécessaires pour I’analyse. La partie souple de la
cassette contient plusieurs chambres de réactions qui permettent via |'action de I'automate

I’extraction, I'amplification et la détection des acides nucléiques recherchés (Figure).

Avant l'analyse, l'utilisateur prépare la cassette en y injectant la solution d'hydratation et200

pL d’échantillon combiné avec son tampon de lyse. Le temps de manipulation n’est que de

2minutes.
Orih Orifice
g e e
(- ti 2
oc won nucléiques PCRI PCRII d’hydratation

Lyse

Figure 7 : Représentation schématique d’une cassette FilmArray [9].

La procédure se divise en 5 étapes principales (Figure) :

La cassette est retirée de son enveloppe sous vide et placée dans la station de chargement
(Un portoir en plastique rigide ; Figure) et les tubes d’injection d’échantillon (tube rouge) et

d’hydratation (tube bleu) sont placés dans le portoir.

15
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Figure 8: Station de chargement de la cassette.

Les réactifs sont hydratés en injectant la solution d’hydratation dans la cassette au port
d’injection a 'aide de I'aiguille du tube d’hydratation. Le portoir doit étre utilisé pour dévisser le

capuchon qui protege I'aiguille du tube d’hydratation.

1) L’échantillon doit ensuite étre préparé. L’ampoule de tampon d’échantillon doit étrepincée

pour libérer ce dernier.

Une fois fait, le tube (rouge) est ouvert et une quantité donnée d’échantillon est ajoutée
autampon avec la pipette de transfert en plastique fournie. Le tube est refermé et le contenu est

mélangé en inversant 3 fois le tube.

16
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2) Le tube contenant I’échantillon est ensuite injecté dans I’orifice d’échantillon de la
cassette. Pour ce, on doit dévisser le capuchon qui protége I'aiguille d’injection et insérer

celle—ci dans le port d’injection d’échantillon.

3) La cassette est préte alors pour I’analyse automatisée : elle est placée dans I’automate

FilmArray et le programme d’analyse est lancé.

Insérer la cassette
dans la station de
chargement

Injecter la solution
d'hydratation

Melanger le tampan &
N 'dchantillan

Injecter I'échantillon
prééparé

Tséren b canselle dais
I'autamate FllmArrayet
| lancer 'snalyse

Figure 9:Sommaire des étapes pour la détection d’agents pathogénes avec I’automateBiofire (10)

17
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4, Principe :
Les processus qui se produisent pendant une exécution de FilmArray sont les suivants

> Extraction et purification de I’acide nucléique :

Les acides nucléiques sont libérés des cellules par l'action combinée de tampons
dénaturants, de billes de céramique et d'un batteur a billes. Une fois lysées, les cellules sont
transférées dans un blister contenant des billes magnétiques qui se lie aux acides nucléiques
libérés.

Aprés application d'un aimant et plusieurs lavages, les acides nucléiques sont élués et
déplacés vers des sites de PCR pour amplification. Cette étape se produit dans les trois premiéres

cloques de la cassette et dure environ dix minutes.

> Amplification :

Les acides nucléiques alors transférés vers la chambre de PCR vont subir une transcription

inverse pour convertir I’ARN viral en ADNc.

Une PCR nichée (Nested-PCR) est ensuite réalisée. Elle consiste en une premiére
amplification multiplexe, puis les produits sont dilués afin de limiter le nombre d’amorces
restantes. La mixture est ensuite complétée avec un mix réactionnel de PCR « frais » et aliquotés
dans chaque puits de la puce, préalablement préchargés avec un nouveau couple d’amorces, afinde
pouvoir réaliser la seconde étape de la PCR nichée. Ces amorces sont destinées pour s’hybrider a

des régions contenues a 'intérieur des fragments issus de la premiere étapemultiplexe de la PCR.

Cette seconde étape est quant a elle monoplexe, puisqu’un seul couple d’amorces
spécifiques est contenu dans chaque puits. Ce type de PCR a pour but d’éliminer les amplifications

non spécifiques que I'on peut rencontrer lors de PCR multiplexes classiques.

Au cours de la deuxiéme étape de la PCR, LCGreen® Plus, un colorant fluorescent

intercalantl’ADN, est incorporé dans I'ADN au fur et a mesure de son amplification.

18
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Figure 10 : Cassette montrant le siége de chague étape.

Figure 11 : Cassette remplie avec différents colorants afin de matérialiser tous les

compartiments(A :réservoir d’injection, B :piston,C :chambre de lyse, D a H :chambres

réactionnelles,| :puits dela puce,Y :port d’injection,X :port d’hydratation).
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> Détection :

Aprés la 2éme étape de la PCR, la température est lentement augmentée et la fluorescence
dans chaque puits du réseau est surveillée et analysée pour générer une courbe de fusion de I’ADN

du produit amplifié ; cette courbe est la base sur laquelle sont déterminées les réactions positives.

Chaque cible est exécutée en triple, dans trois puits distincts du micro réseau. Lacourbe
de fusion de chaque répliquat individuel pour chaque cible est mesurée aprés amplification, et une
réaction positive est déterminée si la forme et le pic de la courbe de fusion se situent dans des

plages préétablies.
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Figure 12 : Courbes de fusion positives.

> Controle de gualité :

Le controle de I'instrument est effectué automatiquement par le logiciel FilmArray Chaque

cassette FilmArray contient deux contréles internes :

o Un controle de processus ARN qui cible un transcrit d'ARN de la levure
Schizosaccharomyces pombe (lyophilisé dans le sachet et réhydraté lors de I'ajout de

I'échantillon, qui a été réalisé a travers toutes les étapes du processus de test).
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qui garantit que la PCR de deuxiéme étape est réussie). Les exécutions du FilmArray

BCID Panel sont considérées comme valides si I'analyse se termine normalement et les

deux controles internes sont réussis.

Contréle \WF
ARN || |

Figure 1 3 : Schéma montrant les contrdles intégrés du systéme FilmArray.

Un PCR2 contrble qui détecte une cible d'ADN séchée dans les puits de la matrice (ce

Contréle
PCR |

> Interprétation :

Le logiciel FilmArray effectue une analyse automatisée des résultats avec chaque cible dans
une analyse valide signalée comme « détectée » ou « non détectée ».Si I'un des contrdles internes

échoue, le logiciel fournit automatiquement un résultat « invalide » pour tous les analyses du

panel.

Ainsi, le logiciel FilmArray fournit un rapport de test simple a comprendre (Figure) en une

heure ; et la tracabilité des échantillons et des cassettes FilmArray est totale
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FilmArray®
BCID Panel

EID%FIEE

waw Bl relic.com

Run Summary ==
Sample [D: Run Date:
Organisms Detected:  Neissena meningitiois Controls: Fassed
Applicable Antimicrobial
Resistance Genes:

Result Summary - Interpretations

Antimicrobial Resistance Genes

B NiA KPC (carbapenem-resistance gene)
S NA mecd (methicilin-resistance gene)
& NiA vand/B (vancomycin-resistance genes)

NOTE: Anbmicrobeal resistance can occwr via multipla mechanisms, A Mot Datected result for the Fimasmay antimicrobial resistance gens aesays

foes not indicabe antimicrobial susceplibility. Subculuring ts reguired for species identification and suscephbdity 1esting of solales

Gram Positive Bacteria
Not Detected Enferocaccus
Mot Detected Listeria monocylogenes
Mot Detected Slaphylococcus
Mot Detected Staphylococcus aureus
Mot Detected Sreptococous
Mot Detected Streplococcus agalactiae (Group B)
Mot Detected Streplococcus prewmaoniae
Mot Detected Streplococcus pyogenes (Group A)
Gram Hegative Bacteria
Mot Detected Acinefobacter bauwmnanni
Mot Detected Enferobactenaceae
Mot Detected Emterobacler cloacae complex
Mot Detected Eschenchia col
Mot Detected Klebsiella oxytoca
Mot Detected Klebsiella preumaonie
Mot Detected Froteus
Mot Detectad Seralia marcescens
Mot Detected Haemophilus influenzae
< Detected Meissena memngifidis
Mot Detected Pseudomonas aeruginosa
Yeast
Not Detected Candida albicans
Mot Detected Candida glabrala
Not Detected Candida kruse
Mot Detected Candida parapsilosis
Not Detected Candida tropicalis

Figure 14 : Exemple de résultat FilmArray BCID.
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l. Caractéristiques épidémiologiques des bactériémies

1. Répartition selon les services demandeurs :

Les échantillons documentés durant la période de I’étude provenaient majoritairement

des patients hospitalisés (93.9%) contre (7.1%) des prélevements externes.
Sur les 26 patients hospitalisés
e 76.9% de la réanimation médicale.
e 19.2%de la réanimation Covid.
e 3.9% de la cardiologie.

Durant la période étudiée, le service de réanimation est le service le plus demandeur de la

PCR Multiplex.

25
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Réanimation médiale Réanimation Covid Cardio

Figure 15 : Répartition des échantillons selon les services demandeurs
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2. Répartition selon le sexe :

Sur les 28 patients inclus dans I’étude :
e 20 étaient de sexe masculin (71%).
e 8 étaient de sexe féminin (29%).
e Le sexe ratio H/F était de 2.5.

On a noté alors une prédominance masculine dans notre série.

Nombre de patient

m Masculin

M Feminin

Figure 16 : Répartition des échantillons selon le sexe des patients.

3. Fréquence selon les années :

Au laboratoire de microbiologie de I’HMA de Marrakech, 20 échantillons ont été traitéspar

PCR Multiplex type FilmArray BCID Panel en 2020 (71% des préléevements étudiés), 8 en 2021 (29%).

Tableau | : Répartition des échantillons selon I’année

Année Nombre d’échantillons
2020 20
2021 8
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Evaluationdes performances diagnostiques du Panel BCID

FilmArray :

Taux de positivité total :

Parmi les 28 échantillons recus au laboratoire de microbiologie durant la période d’étude,le

panel FilmArray BCID a détecté au moins un agent pathogene dans 21 échantillons, soit untaux de

positivité de 75%.

Tableau Il : Résultats des échantillons analysés par FilmArray

Echantillons Nombre
Positif 21
Négatif 7

B Positif

B Megatif

Figure 17 : Taux de positivité par FilmArray des échantillons analysés
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2. Détection des co-infections :

Dans cette série, FilmArray a détecté 14 échantillons qui contiennent un seul

pathogeéne,soit un taux de 50% des mono infections dans la population étudiée.

m Mono-infedion = Co-infedion

Figure 18: Proportion des mono-infections des bactériemies dans la population étudiée

Tableau Ill : Nombre des mono et co-infections détectées par rapport aux échantillons

négatifs.
Résultat Nombre
Négatif 7
Mono-infection 14
Co-infection 7
3. Totalité des pathogénes détectés :

Un total de 22 pathogenes a été détecté dans notre étude, les bactéries a gram négatif

étant le groupe de pathogenes le plus détecté.
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Tableau IV : Les pathogénes détectés par FilmArray avec leurs taux de positivité

Nombre de Taux de
Pathogéne
positif positivité
Klebsiella pneumoniae 2 10%
Pseudomonas aeruginosa 1 4%
Les bacilles a gram
Enterobacter cloacae complex 3 13%
négatif
Klebsiella oxytoca 2 10%
Acinetobacter baumnii 3 13%
Staphylococcus coag - 1 4%
Les bacilles a gram
Staphylococcus Aureus 6 28%
positif
Enteroccocus 2 10%
Candida tropicalis 1 4%
Les levures
Candida albicans 1 4%
Nombre de pathogenes detectées
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Figure 19 : Pathogénes détectés par FilmArray
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4, Répartition selon les germes en cause des bactériémies :

4.1. Répartition selon I’agent pathogéne :

Les agents infectieux incriminés dans les bactériémies incluses dans notre étude étaient
prédominés par des bactéries (90.9%) ; les levures sont nettement minoritaires réalisant 9.1%

d’échantillons positifs.

Tableau V : Répartition des bactériémies selon le germe causal.

Type de germe Nombre détecté
Bactérie 20
Levure 2

m Bactérie

m Levire

Figure 20 : Répartition des bactériemies selon I’agent causal.

4.2. Répartition des bactériémies selon les bactéries causales :

Le staphylococcus aureus était en téte des bactéries incriminées dans les bactériémies avec
un taux de positivité de 28%, suivi au 2€Me€ rang de et Enterobacter cloacae complex du
Acinetobacter baumi avec un taux de positivité commun de 13% ; tandis que la klebsiella

pneumoniae, la klebsiella oxytoca et [I’Enterococcus occupaient le 3¢M€ rang avec un taux de

positivité de 10% pour chacun.
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Nombre detecté
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Figure 21: Nombre de chague bactérie détectée par FilmArray

On a noté I'absence de détection du Streptococcus dans notre série d’échantillonsdurant la

période de I'étude.

Tableau VI : Les bactéries détectés par FilmArray

Pathogéne Nombre de positif
Klebsiella pneumoniae 2
Staphylococcus Aureus 6

Enterococcus 2
Klebsiella oxytoca 2
Pseudomonas aeruginosa 1
Enterobacter cloacae complex 3
Staphylococcus coag - 1
Acinetobacter baumi 3
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4.3. Répartition des bactériemies d’origine fongiques :

Sur les 22 préléevements avérés positifs par le panel FilmArray BCID, la CandidaAlbicans

et la Candida Tropicalis étaient responsables de bactériémies.

lll. Pathogénes détectés par culture :

1. Taux de positivité total :

Dans notre série, 12 agents pathogénes ont été détectés par culture, soit un taux de

positivité total de 42.8%.

Le staphylococcus aureus était le germe le plus détecté, réalisant 14.2% des bactéries

détectées par culture.

Les autres germes détectés étaient : I’Acinetobacter Baumannii, le staphylococcus coagN, le

Klebsiella Pneumoniae et le Klebsiella oxytoca.

Tableau VIl : Nombre de pathogénes détectés par culture

Pathogéne Nombre détecté
Staphylococcus Aureus 4
Acinetobacter Baumannii 2
Staphylococcus haemolyticus 2
Klebsiella Pneumoniae 1
Entercoccus foecium 1
Klebsiella oxytoca 1
Acinetobacter haemolyticus 1
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Nombre détecté

ACINETOBACTER HAEMOLYTICLIS
KLEBSIELLA OXYTOLCA
EMTERCOCCUS FOECILIM
KLEBSIELLA PMELINMIONIAE
STAPHYLOCOCCUS HAEMOLYTICLS
ACINETOBACTER BALIMANMI

STAFRYLOCOCCUS AURELUS
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Figure 22: Pathogénes détectés par culture.

2. Résultats de |’antibiogramme :

On a testé la sensibilité de chacune des souches bactériennes identifiées vis-a-vis de
différents antibiotiques sélectionnés en se référant au comité de I'antibiogramme de I’association

francaise et européenne de microbiologie (CASFM/EUCAST).

e Sur les 4 staphylococcus aureus détectés, 2 staphylococcus étaient résistants a tous les
antibiotiques testés y compris toutes les bétalactamines, alors qu’ils présentent une

sensibilité a la gentamicine et la levofloxacine.

e Les 2 Acinetobacter baumannii isolés étaient résistant aux bétalactamines, aux quinolones

et aux sulfamethoxazoles mais sensible a la colistine et I’'amikacine.

e Le seul isolat de Klebsiella Pneumoniae était sensible a la céphalosporine, les

fluoroquinolones et la gentamycine mais résistant a la tobramycine et sulfamethoxazoles

e Le staphylococcus aureus était résistant a la péni G et a les aminosides mais sensible aux

bétalactamines.
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La Klebsiella oxytoca était sensible aux céfoxitine imipenem, bactrim,la ciprofloxacineet la

lévofloxacine et résistante a les aminosides et les C1G, C2G et C3G sauf céfoxitine.

3. Comparaison et concordance avec le panel BCID FilmArray :

La PCR multiplex type FilmArray a pu détecter Enterococcus, Klebsiella pneumonie etla

Candida tropicalis sur I’échantillon révélé positif a klebsiella pneumonie par culture.

Tableau VIII : Résultats de la PCR multiplex sur les échantillons positifs sur la culture.

Nombre Résultat du FilmArray sur le méme
Pathogéne détecté par culture
d’échantillon prélevement

Pseudomona aeuroginosa

2 Enterobacter cloacae complex Enterobacter cloacae complex Klebsiella
pheumonia
Staphylococcus
2 Acinetobacter Baumannii
Acinetobacter baumannii
4 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
Enterococcus Klebsiella Pneumonie
1 Klebsiella Pneumoniae
Candida tropicalis
Klebsiella oxytoca
1 Acinetobacter Baumnii
Candida albicans
Klebsiella oxytoca
1 Klebsiella oxytoca
Candida albicans
Enterococcus
1 Enterococcus

Staphylococcus aureus

En termes de concordance entre la culture et le FilmArray, nous avons obtenu untaux de

92.8%pour le staphylococcus aureus.
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Tableau IX : Concordance du FilmArray avec la culture conventionnelle dans la détection des

bactéries.
Bactérie Culture (total: 28 Taux de concordance
FilmArray
Détectée prélévements) culture/FilmArray
Staphylococcus 4 6
aureus (14.2%) (21.4%) 92.8%

IV. Utilisation du panel FilmArray BCID sur des prélevements testés

négatifs par la culture conventionnelle :

Le FilmArray a permis le diagnostic de 7 bactériémies dont la culture conventionnelle

est négative.

Tableau X : Préléevements négatifs par culture détectés par FilmArray.

Nombre de prélevements Culture Panel FilmArray BCID
4 Négative Staphylococcus aueus
1 Négative Enterococcus
1 Négative Enterobacter cloacae complex
1 Négative Acinetobacter baumi

V. Délai de rendu des résultats :

Différentes étapes sont réalisées avant de rendre le résultat, il faut prendre en compte :
e Le délai d’envoi du prélevement par le service (30 minutes en moyenne) ;
e L’enregistrement de I'analyse (5 minutes) ;
e La phase pré-analytique (préparation de I’échantillon, de la cassette) (3 minutes) ;

e La phase analytique (analyse par le systeme FilmArray®) (1 heure) ;
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e La phase post-analytique (communication du résultat, validations techniques etbiologiques)

(3 Heures 40 minutes).

Dans notre série, le délai médian de rendu des résultats mesuré était de : 6 h pour le

panel BCID FilmArray®.

Le délai de rendu des résultats par les méthodes conventionnelles est entre 24 heureset

120 heures dans notreservice.

VI. Impact sur le coiit de prise en charge du patient :

Dans notre étude le colit direct de l'analyse est de 1800 DH/test environ a I’hopital

militaire Avicenne de Marrakech.

HOPI AL MELETAIRE AVICEMNNE
MARRAKECH

SECTEURFRIVE

CH BETHUME (FRANCE)
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Figure 23 : Comparaison du colit de I’analyse dans les différents établissements
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l. Définitions :

Le sang circulant, normalement stérile, peut étre contaminé par des bactéries a la suite
d’une blessure, ou a cause d’une certaine perméabilité des parois de I'intestin. Chez despersonnes
en bonne santé, de tels événements sont parfaitement maitrisés par le systéme immunitaire et

restent asymptomatiques. Lorsqu’il s’agit d’immunodéprimés ou que les bactéries se retrouvent

en quantité importante dans le sang, on parle de septicémie (18). Ce terme couvre un spectre large

de présentations cliniques hétérogénes et de pronostic variable mais dotées de mécanismes

physiopathologiques communs. (14) Toutefois le manque de définitions uniformément acceptables
a rendu difficile la description et I'interprétation de I'impact épidémiologique de la septicémie sur
la population. En 1992, une conférence de consensus parrainée par «the American college of chest
physicians» (ACCP) et «the society of critical care medicine» (SCCM) a proposé un ensemble
uniforme dedéfinitions pour améliorer le diagnostic au lit du malade, la standardisation des
protocoles de recherches, la diffusion et I'application des informations provenant des études
cliniques et épidémiologiques. C’est alors qu’ils ont mis en place les premiéres définitions du
syndrome inflammatoire de la réponse systémique (SIRS), dela septicémie et syndrome apparentés
(15,16), suggérant ainsi que la septicémie est présente lorsque l'activation systémique des voies
inflammatoires est déclenchée par l'infection. Ce modeéle estime que la septicémie est causée par
une infection qui initie une cascade de réactions de coagulation et de réactions immunologiques
(cytokines inflammatoires et éosinophiles) qui se propagent indépendamment du site initial de
I'infection (17,18,19) La figure 33 indique que la septicémie est définie par la co-existence de
I'infection et du SIRS mais il n'est pas clairement proposé que l'infection incontrolée entraine le

développement de SIRS.

Par la suite, les définitions de la septicémie et syndromes apparentés ont été révisées

par la SCCM, la Société européenne de médecine intensive (ESICM), I'ACCP et les Sociétés

d'infections chirurgicales (SIS) (20,21)
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1. Bactériémie physiologique :

Une bactériémie est définie par la présence de bactérie(s) viable(s) dans le sang,

authentifiée par I’hémoculture, apres élimination d’une éventuelle contamination du prélévement
sanguin [22-23]. Le meilleur indicateur pour différencier une contamination d’une bactériémie

réelle est I'identité du germe [24,25]. Le Comité Technique des Infections Nosocomiales et du
Conseil Supérieur d’Hygiéne et de Santé Publique de la France définit une bactériémie par
I'existence d’au moins une hémoculture positive, sauf pour les bactéries suivantes: staphylocoques
a coagulas négatif, Bacillus sp., Corynebacterium sp., Propionibacterium sp., Micrococcus sp. ou
autres bactéries saprophytes ou commensales a potentiel pathogéne comparable, pour lesquelles

au moins deux flacons d’hémoculture positifs correspondant a des ponctions différentes sont

nécessaires [26].

®,

% Une bactériémie peut &tre transitoire, intermittente ou persistante [27] :

e La bactériémie transitoire dure quelques minutes ou quelques heures, et survient au
début d'infections bactériennes aigués ou aprés la réalisation de geste invasif, par

exemple lors d'interventions dentaires, de biopsie, de cathétérisme percutané, ou aprés

un drainage chirurgical ou le débridement d’une plaie [28]. Une bactériémie transitoire

peut étre rencontrée aussi suite a de simples gestes quotidiens tels que le brossage des

dents ou mastication [29].

e La bactériémie intermittente est due a une décharge intermittente d’un germe dans la
circulation sanguine et elle est souvent associée a une infection focale, telle qu’une
pneumonie, une ostéomyélite, une spondylodiscite ou un abces quel que soit sa

localisation.
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e La bactériémie persistante est le résultat d’'une décharge permanente d’un germe dans

la circulation sanguine, elle est rencontrée le plus souvent dans I'endocardite

infectieuse et dans les infections intra-vasculaires [28130], et peut survenir

également de facon permanente pendant les premiers stades des infections

bactériennes systémiques, telles la brucellose et la fiévre typhoide [28].

< Selon le lieu de son acquisition, la bactériémie peut étre:

e Bactériémie communautaire : L'origine de la bactériémie est définie comme
communautaire lorsque les hémocultures sont prélevées dans les 48h apres
I’ladmission ou plus de 48 heures apres I'admission chez un patient présentant des

signes d’infection a I’ladmission ou lors d’une séance de dialyse ambulatoire [31].

e Bactériémie nosocomiale : L'origine de la bactériémie est définie comme nosocomiale
lorsque les hémocultures sont prélevées dans un délai de plus de 48h aprés I’admission
chez un patient sans signes infectieux a I’admission. Ou alors dans un délai de moins
de 48h aprés I’admission chez un patient avec une hospitalisation antérieure datant de
moins de 7 jours et présentant une bactériémie avec un germe nosocomial, ou chez un
patient opéré dans le mois précédent (ou dans l'année si port d’un matériel
prothétique) et présentant des signes d’infection du site opératoire. Un épisode est
défini comme nosocomial externe lorsque les hémocultures sont prélevées dans un
délai de moins de 48h aprés I'admission chez un patient avec une hospitalisation
antérieure dans un autre établissement de soins datant de moins de 7 jours et

présentant une bactériémie avec un germe nosocomial [31].
< Selon son origine, on parle de bactériémie :

Secondaire » a un autre foyer infectieux documenté, ou « primaire » si aucune autre

infection n’est diagnostiquée ou s’il s’agit d’une infection liée aux cathéters [32]. Le type

secondaire se présente plus fréquemment dans le cadre de bactériémies communautaires. Les
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foyers les plus couramment identifiés sont alors respiratoires (20.6%), abdominaux (20.1%) et

génito-urinaires (19.8%), mais les bactériémies primaires représentent tout de méme 29.2% [33].

Dans le cas des infections nosocomiales, environ 2/3 des cas sont primaires [32], |a

moitié de ces cas étant en lien avec une origine inconnue et I'autre moitié avec une infection de
cathéters [34]. Lorsqu’un foyer est documenté, on retrouve plus souvent une origine respiratoire

ou urinaire [35, 36]. Concernant les bactériémies liées aux soins, elles sont les plus souvent

causées par des cathéters intra-vasculaires, suivis par les foyers urinaires, respiratoires et

abdominaux en proportions environ égales [37,38]

2. Sepsis :

L'origine du terme sepsis provient du mot grec ancien ‘onmw’(sépsis) qui se référait a la

«décomposition» de la matiére animale, végétale ou organique » [39, 40l. Le mot sepsis a été en

fait cité dans le poéme d’Homeére ‘lliade’ 700 ans avant J.C. sous forme de ‘sepo’, qui signifie je

‘pourris’ [41].

Jusqu’a 1990, le terme de sepsis désignait la présence de micro-organisme(s) pathogéne(s)
ou de leurs toxines dans le sang ou les tissus [42]. ’amélioration croissante des connaissances
autour de la physiopathologie du sepsis durant les années 80’s a permis de décrire le sepsis
comme un état dérégulé de I’hdte face a I'agression d’un pathogéne [43]- C’est alors qu’en 1991
lors d’une conférence internationale de consensus qu’il s’est mis d’accord surune premiére

définition permettant le diagnostic du sepsi

% Sepsis-1(1991) :

La conférence a introduit pour la premiére fois la notion du syndrome de réponse
inflammatoire systémique « SRIS », et définit le sepsis comme un syndrome clinique associant une

infection a un SIRS.
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% SIRS :
Un patient est atteint d’un SIRS, s’il présente au moins deux des critéres suivant :
e Température>38,00 ou <36,00.
e Fréquence cardiaque>90/min.
e Fréquence respiratoire >20 cycles/ min ou une paCO2 <32mmHG.
. Leucocytes> 12.000/mm3 ou <4000/mm3 ou >10% de PNN immatures.

% Sepsis-2 (2001):

En raison de la faible spécificité par rapport a la grande sensibilité qu’engendraient la
définition du sepsis-1, une deuxieme conférence de consensus internationale été tenue en 2001
[35].Le but était de d’examiner et de réviser les progrés réalisés quant a la derniere conférence de
consensus. Il a été retenu des lors, de garder la définition du sepsis-1 tout en reconnaissant
gu’elle présente des limites. Cependant de nouveaux critéres diagnostiques ont été élaborés.

(Tableau XI)
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Etat général

Température<36 ou >38.3

Fréquence cardiague>90bat/min

Fréquence respiratoire>20cycles/min ou une
paC02<32mmHG.

(Edeéme récemment installé

Hyperglycémie en absence de diabete.

Variables inflammatoires

Leucocytes>12.000 ou leucopénie <4000 ou PNN
immatures 10%

Protéine C réactive plasmatique (> 2 DS de la valeur
normale

Procalcitonine plasmatique> 2 DS de la valeur normale

Variables hémodynamiques

Hypotension artérielle (PAS<90 mmHg, PAM<70 mmHg ou

diminution de 40 mmHg de la PAS)

Dysfonction d’organe

Hypoxémie artérielle (PaO2 / FiO2 <40).

Utilisation de la ventilation mécanique en cas
d'insuffisancerespiratoire aigué

Oligurie aigué (débit urinaire<0,5 mL/kg/h ou <45
mL/hpendant au moins 2h)

Augmentation > 45 umol/L de la créatinine

Anomalies de la coagulation (INR> 1,5 ou TCA> 60 sec)
Thrombocytopénie (plaquettes <100.000/mm3).

Iléus intestinal (sons intestinaux absents).

Hyperbilirubinémie (bilirubine> 70 pymol / L).

Anomalies de perfusion

tissulaire

Temps de recoloration>3s
Marbrures

Hyperlactatémie>3mmol/L
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< Sepsis -3 (2016) :

Au cours des 15 années succédant le sepsis-2, des études cliniques et de nouvelles
connaissances sur la physiopathologie du sepsis ont rendu obsoléte I’ancienne définition. La
nouvelle définition établit en 2016 décrit le sepsis comme un syndrome d'anomalies
physiologiques, pathologiques et biochimiques induites par une infection. Il s’agit un
dysfonctionnement d’organe menacant le pronostic vital, causé par une réponse dérégulée de
I'h6te a une infection. Le dysfonctionnement d'organe -associé a un taux de mortalité supérieure

al0%- peut étre mesuré par une augmentation d’'un score SOFA (Sepsis Organ Failure
Assessment score) de 2 points ou plus [46]- (Tableau Vil

Un score gSOFA (quickSOFA) a également été introduit lors du sepsis-3, il permet

d’identifier cliniquement les patients présentant une forte suspicion de sepsis et chez qui une

dysfonction d’organe devrait immédiatement étre recherchée. Ce score est retenu positif en

présence d’au moins deux des parameétres suivants [46] .
e Fréquence respiratoire>22 cycles/min.
e Altération de la conscience.

e Pression artérielle systolique <100 mm HG
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Tableau XIllI : Score SOFA

Calcul du

0 point 1point 2 points 3points 4points
score SOFA
Pa0O2/FiO2 >400 301-400 201 -300 101 et VA <100 et VA
Plaguettes

>150 101-150 51-100 21-50 <20
x103/mm3
Bilirubine,

<12 20-59 60-119 >120

mg/L - _

(<20) 12-19(20-32) (33-101) (102-204) (>204)

(mmol/L)

Dopa > 5 ou :
Dopamine< 5 P Dopamine >

. adrénaline<0,1 | 15 ou adré
Hypotension | PAM>70mmHG | PAM<70mmHG |ou dobutamine

ou 1
(toute dose) > 0,1 ou

noradré < 0,1 | noradré >0,1

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

Glasgow

Créatinine, 35-49 >50
mg/L <12 12-19 20-34
(300-440) ou (>440)

(umol/L) ou (<110) (110-170) (171-299)

Diurése <500mL/j ou<200mL/j

VA: Ventilation Assistée. PAM: pression artérielle moyenne [estimée par (PAS + 2 x PAD) /

3]. Amines: dose en ug/kg/mn.

®,

< Sepsis sévere :

La notion de sepsis sévere définie auparavant dans les conférences de consensus de sepsis-
1 et sepsis-2, a été abandonnée aprés I"avénement du sepsis-3 [46]. Elle était définie par un état

d’infection présumé associée a un degré d’atteinte d’organe [45]. La nouvelle définition permet
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ainsi de supprimer la confusion en pratique courante entre sepsis et sepsis sévere.

3. Choc septique :

Selon les définitions de Sepsis-1 et Sepsis-2, le choc septique était défini comme un état
d'insuffisance circulatoire aigué caractérisé par une hypotension artérielle persistante inexpliquée
par d'autres causes. L'hypotension était définie par une pression artérielle systoliqueinférieure a 90
mm Hg, une pression artérielle moyenne inférieure a 60 mm Hg ou une réductionde la pression
artérielle systolique de plus de 40 mmHg par rapport a la pression artérielle de base, malgré un

remplissage volumique adéquate.

Le choc septique dans le Sepsis-3 représente sous-groupe du sepsis avec des anomalies
circulatoires et métaboliques importantes et une mortalité lourde d’environ 40%. Le tableau
clinique du choc septique associe un sepsis, une hypotension persistante requérant des
vasopresseurs pour maintenir une PAM > 65mmHg et une lactatémie  >2 mmol/L malgré un

remplissage adéquat.

Figure 24 : Relation entre infection, SRIS, sepsis, sepsis sévére et choc septique (19)
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1. Physiopathologie

La conception classique de la physiopathologie de la septicémie repose en grande partie sur
un postulat selon lequel la réaction inflammatoire déclenchée par le pathogéne est considérée
comme la principale responsable des défaillances d’organes et de la mortalité (48). Le sepsis
sévere et le choc septique refletent le résultat final des interactions complexes entre micro-
organismes pathogenes et I’h6te, exprimant ainsi une réponse inappropriée par ce dernier a cette
agression. Le «décalage» de la réponse de I’hote a I'intensité du stimulus pathogéne est I’élément
clé qui décrit les événements physiopathologiques dans le choc septique qui aboutit soit a une
Iésion, soit a un dysfonctionnement d’organe, avec ou sans hypotension. Ce décalage génere un
profil immunitaire qui pourrait étre principalement pro- inflammatoire (SIRS), mixte (syndrome de

réponse antagoniste mixte (MARS)) ou anti- inflammatoire (syndrome de réponse anti-

inflammatoire compensatoire (CARS)) (49,21). Ceci montre que le concept de réaction
inflammatoire systémique est indispensable pour le dépistage précoce de la septicémie. Les
patients a risque peuvent ainsi déja étre identifiés sur la base de symptémes et signes cliniques et
d’examens de laboratoire appropriés, indépendamment des résultats microbiologiques. Les

criteres de la réaction inflammatoire ne sont pas pour autant spécifiques et ne définissent pas

I’étiologie de la réaction inflammatoire systémique (50, 51,52)

D’un point de vue physiopathologique plus récent, la septicémie chez I'homme a été
largement étudiée, mais sa complexité laisse subsister des zones d’ombre. L’infection débute
lorsqu’un pathogene dépasse les premiéres barrieres défensives de I’hote et se multiplie dans
les tissus. Afin de contenir I'infection, I’organisme développe une réponse inflammatoire locale
puis généralisée face a cette agression microbienne (SIRS). La chronologie de cette réponse est
maintenant mieux connue : stimulation de facteurs non spécifiqgues comme la coagulation,
I’activation du systéeme du complément, |'activation et le recrutement de polynucléaires et
I’activation des monocytes, cellules cruciales de I'immunité innée. Parmi les fonctions clés mises en

jeu, 'expression et la libération des médiateurs pro- inflammatoires est une réponse normale de
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défense de I’organisme afin d’orchestrer correctement la destruction des microbes, la cicatrisation
des lésions tissulaires et la mise en place d’'une immunité plus ou moins durable. De facon quasi-
concomitante a cette réponse pro- inflammatoire, le syst éme immunitaire suppressif va aussi

générer des médiateurs anti- inflammatoires afin de moduler, voire d’arréter la synthese des

médiateurs pro-inflammatoires et d’en atténuer les effets tissulaires (55)- Cependant, le réle du
type d’agent pathogéne dans cette interaction complexe hote-pathogéne est probablement tres
important et relativement peu étudié. La pathogénicité de bon nombre de microbes réside dans
leurs capacités a résister et neutraliser les mécanismes de défense de I’hote. De plus, ces mémes

pathogéenes sont aussi capables de favoriser et d’utiliser pour leur propre compte les réponses

immunitaires innée et acquise (40,41). De trés nombreux composants bactériens, viraux ou
parasitaires sont capables de moduler les réponses inflammatoires et les réponses immunes et
cette capacité de modulation differe d’un micro-organisme a I'autre, mais aussi selon les classes
voire d’une souche a une autre. Le polymorphisme génétique des agents pathogénes associés au

polymorphisme génétique humain et aux différents sites d’infection, rendent ainsi extrémement

complexes I’étude des mécanismes physiopathologiques des états septiques (42)

Au cours des dix dernieres années, des avancées majeures ont été réalisées dans la
compréhension des interactions entre hotes et pathogénes. Ces avancées ont aboutia un modeéle
physiopathologique dans lequel le sepsis est considéré comme étant essentiellement la
conséquence d’une réaction inflammatoire exacerbée et déclenchée par des constituants
bactériens reconnus par les récepteurs de type Toll (7o//-like receptors : TLRs) (figure 34) lls sont
notamment exprimés par les cellules de I'immunité innée (polynucléaires, monocytes,

macrophages, cellules dendritiques) et par les cellules en contact avec I'extérieur (épiderme,

épithélia respiratoire et digestif, endothélium) (43,44,45)
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Figure 25 : Schéma de la physiopathologie du sepsis A) modéle classique, seules les interactions

directes des dérivés bactériens sur les récepteurs de type Toll sont responsables de la réponse

immunitaire de I’h6te et de la réaction inflammatoire. B) Des avancées récentes permettent de

proposer un modeéle plus complexe, dans lequel I’association de plusieurs signaux exogénes

(dérivés bactériens) et sighaux de danger endogenes déclenchent et entretiennent la réponse

immunitaire. La multiplicité des signaux déclencheurs assure ainsi une meilleure régulation de

I’activation du systéme immunitaire. (60)

Les TLRs jouent un role majeur dans I'initiation de la réponse inflammatoire précoce en
réponse a une infection, mais également dans l'organisation et l'orientation de la réponse

immunitaire adaptative en favorisant I'interaction entre les cellules présentatrices d’antigénes et

Les lymphocytes T (60,62,63)_ Les constituants bactériens qui sont identifiés par le systéme
immunitaire inné de I’'h6te et décrits comme des modeles moléculaires associés a un pathogéne ou
pathogen associated molecular patterns (PAMPs) ou plus exactement modeles moléculairesassociés
a un micro- organisme ou microbial associated molecular patterns (MAMPs), car le mécanisme avec
lequel le systéme immunitaire inné distingue entre les signaux des micro- organismes pathogenes
et commensaux n’est pas clair. Les PAMPs comprennent : des composants lipopolysaccharides
(LPS) de la paroi cellulaire des bactéries Gram négatives, I’acide lipotéichoique (LTA) des bactéries

Gram positives ainsi que le CpG ADN (ADN bactérien riche en cytosine-phospho-diester-

guanosine) et les flagellines bactériennes (64,65)  Cependant, certaines observations
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expérimentales, soutenues par les résultats négatifs d’essais cliniques ont permis de faire évoluer
ce concept et d’en affiner sa compréhension. Ainsi, la mise en évidence de molécules endogénes
agissant comme des signaux de danger a notamment permis de mieux comprendre les
mécanismes gouvernant la réponse immunitaire innée au cours du sepsis. Ces signaux, aussi
appelés DAMPs (damage associated molecular patterns) vont stimuler certains récepteurs TLR, de
facon synergique avec les dérivés bactériens, pour controler, amplifier et prolonger la réponse
immunitaire induite par les MAMPs (Figure 34). Ces signaux de danger pourraient permettre

d’expliquer la symptomatologie de la septicémie dans des infections a bactéries ne possédant pas

de LPS ou dans des infections avec de faibles niveaux plasmatiques de LPS (60)

lll. Diagnostic positif :

1. Anamneése :

L’interrogatoire du patient et de I’entourage recherche les premier arguments étiologiques,

il doit déterminer :

e Le diabete, les pathologies cancéreuses, les patients présentant une déficience d’organe
majeure, les granulocytopénies et les pathologies chroniques liées a une défaillance d'unou

de plusieurs organes en général.
e Lutilisation de corticostéroides au long cours et des immunosuppresseurs.
e Laradiothérapie et les chimiothérapies anticancéreuses agressives.

e L’age des patients : les sujets agés sont a risque par rapport au sepsis en raison de leur
capacité restreinte a résister a I'infection et de leur propension plus grande a avoir une
pathologie sous-jacente. De méme, les nouveau-nés sont plus disposés a développer un

sepsis.

e L’utilisation croissante de dispositifs médicaux implantables (prothese, pace-maker) ou

encore I’emploi des cathéters et sondes urinaires.
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e La large utilisation d’antibiotiques sans discrimination qui favorise la sélection de germes

résistants.

e Un facteur probablement prédominant, encore mal compris, le terrain génétique sous-

jacent favorisant tant les infections communautaires que les infections nosocomiales.

Et surtout une antibiothérapie récente (risque de décapiter une bactériémie) et la notion

d’allergie connue a un antibiotique

2. Clinique :

2.1. Facteurs prédectifs d’un sepsis :

a. En fonction du type d’infection :

L’invasion du sang par un pathogene provient le plus souvent d’une source infectieuse
focale s’étant disséminée, moins souvent d’une source primaire non identifiable. Si une
endocardite méne toujours a une bactériémie, certains autres types d’infections restent localisés
dans la plupart des cas. La source de l'infection nous permet de stratifier les patients en trois
groupes : ceux a bas risque (< 14%), a moyen risque (19-25%) et a haut risque (38-69%) de

bactériémie.

Tableau XllI: Prédiction de bactériémie en fonction du type d'infection [89]

Niveau de risque Probabilité prétest de bactériémie

« Cellulite 0,02
= Patients traités en ambulatoire 0,02
e Pneumonie acquise en communauté 0,07
« Fiévre acquise en communauté, avec 0,13
hospitalisation ultérieure

Moyen
= Pyélonéphrite 0,19-0,25 selon les études

Haut
= Sepsis sévere 0,28
= Méningite bactérienne aigué 0,53
= Choc septique 0,69
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b. Prédiction de bactériémie en fonction de la température et des frissons

La présence ou l'absence d’état fébrile ne permet pas d’augmenter ou de diminuer la
probabilité qu’un patient soit bactériémique. Les frissons et particulierement solennels semblent

plus prédictifs avec des RV+ allant jusqu’a 4,7 pour les frissons solennels [89].

Tableau XIV: Rapports de vrai semblance de certains parameétres a la positivité d'une
hémoculture

Symptéme RV positif RV négatif
Frissons, patient fébrile 2,2 0,56
Frissons, tous les patients 1,6 0,84
Fiévre subjective 1 0,95
Frissons solennels 4.7

Température, 37,8 a > 40° C 0,2a1l1,9 0,5a1,1

c. Scores pour la prédiction d’une bactériémie :

< Score de Shapiro :

Le score de Shapiro permet de stratifier les patients en :
< Basrisque : 0-1 point
< Risque intermédiaire : 2-5 points
< Haut risque : 6points ou plus

Tableau XV: Score de Shapiro [89]

ritéres majeurs Critéres mineurs (1 point chacun)

Suspicion d’endocardite: 3 points e Température 28,2° a 39,3° C
Température > 29,4° C: 2 points = Age > 65ans

Cathéter en place: 2 points » Frissons

» Vomissements

= Leucocytes > 18 G/l

« Déviation gauche > 5%

= Plaquettes < 150 G/l

e Créatinine > 176 pumol/l
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< Score de Jones et Lowes :

Tient en compte les criteres du syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS),

retenu si >ou= 2 critéres parmi :
< Température >38°C ou <36°C
< Fréquence cardiaque >90bpm
< Rythme respiratoire >22/min
% Glycémie>7,7mmol/|
< Leucocytose>12G /Il ou <4G/l ou >10% de formes immatures
< Altération de fonctions supérieure
< Temps de recoloration capillaire > 2seconde
% Lactatémie>2mmol/I

Le score de Jones et Lowes prédit la positivité d’une hémoculture avec une sensibilité de 93

a 96%, si au minimum deux des critéres sont présents.

A noter que la spécificité du score de Shapiro et celui de Jones et Lewis étant médiocre, leur

utilisation nous permet principalement de renoncer aux hémocultures chez les patients a faible

risque, mais n’évite pas les faux positifs [89].

3. Paraclinique :

3.1. Intérét de la procalcitonine dans la prédiction d’une bactériémie :

La procalcitonine (PCT) est un marqueur fiable d’un sepsis, tant dans la populationadulte
que pédiatrique. Son réle dans la détection d’une bactériémie est de mieux en mieux étudié, avec

notamment plusieurs méta-analyses traitant de ce sujet.

Ainsi, il a été démontré que non seulement la valeur de la PCT permet de prédire une

bactériémie, mais également - en fonction de son élévation - de suspecter le germe a I'origine de
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I'infection. Une étude observationnelle, incluant plus de 35 000 patients, a montré qu’avec des
seuils allant de <0,5 ng/ml, la PCT a une valeur prédictive négative (VPN) excellente, quel que soit
le germe (de 98,4% pour les bactéries Gram positifs a 99,9% pour les anaérobies). La PCT médiane
pour les bactériémies a Gram négatifs (germes associés a la plus haute élévation dela PCT) est a
2,2 ng/ml. En revanche, en I'absence de bactériémie, la médiane s’abaisse a 0,3 ng/ml. La
sensibilité de la PCT est constamment supérieure a la spécificité, rendant ce test principalement

utile pour exclure une bactériémie, et non pour la confirmer [89].

3.2. Intérét de I’hémoculture dans le diagnostic des bactériémies :

Le diagnostic de la bactériémie se fait grace a une hémoculture, prélevement quiconsiste a
mettre en culture du sang circulant qui est normalement stérile, afin de pouvoir rapidement

détecter et identifier I'agent infectieux responsable

Que I'on ait recours a des hémocultures surveillées de maniére manuelle ou automatisée,on
ensemence généralement deux flacons pour chaque prélevement, un flacon aérobie et un
flacon anaérobie. Puisque l'isolement de bactéries anaérobies dans les hémocultures est en
constante diminution, l'opportunité du flacon anaérobie pourrait étre discutée, sauf lors de
suspicion d'infections a point de départ gynécologique, oto-rhino- laryngologique ou colorectal.
Cependant, certaines souches de streptocoques et d'entérocoques ont une croissance facilitée par
une atmosphere anaérobie, et de nombreuses bactéries aéro- anaérobies, voire aérobies strictes
(Pseudomonas aeruginosa en présence de nitrates) peuvent cultiver en anaérobiose. Enfin, le
principal gain tient au fait que I'ensemencement du flacon anaérobie double le volume de sang mis

en culture [57].

a. Milieux d’hémoculture :

< Nature du milieu de I’hémoculture :

Actuellement, quatre milieux sont utilisés comme base [57] :

Trypticase soja pour les flacons SA® (aérobies) et SN® (anaérobies) dépourvus de charbon

de l'automate BacT/ ALERT® (bioMérieux), les flacons BD Bactec® des automatesBactec® (Becton
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Dickinson) ainsi que pour les flacons manuels Signal® (Oxoid);

Trypticase soja + cceur-cervelle pour les flacons FA® (aérobies) et FN® (anaérobies)

comportant du charbon de I'automate BacT/ALERT® (bioMérieux);

Trypticase soja enrichi en caséine-peptone suplémenté en acides aminés pour les flacons
FA Plus® (aérobies), FN Plus® (anaérobies) et PF Plus® (pédiatriques) avec billes polymériques

adsorbantes de I'automate BacT/ALERT® (bioMérieux);

Bouillon a base de peptones pour les flacons VersaTREK REDOX® de l'automate VersaTREK®

(Trek Diagnostic System.

Tous ces milieux sont supplémentés avec des nutriments et des facteurs de croissance
(vitamines, hémine, hydrates de carbone, cystéine, etc.) permettant la culture des microorganismes

retrouvés en pathologie humaine.

R0

+ Conditions physicochimiques et additifs présents dans les milieux :

Quels que soient les systémes et les flacons utilisés, on joue sur plusieurs facteurs

[47] -

. Pression :

Les flacons utilisés pour les hémocultures sont fabriqués sous pression réduite (sousvide)

permettant un ensemencement direct du flacon au travers d'un opercule.

e  Atmosphére :

La plupart des flacons commercialisés comportent une atmosphere enrichie en CO2 afin de
favoriser la culture des germes exigeant une atmosphére enrichie en CO2 tels que Brucella,
Neisseria, Haemophilus, Streptococcus et Campylobacter, ce CO2 constituant un facteur de
croissance ou un facteur de départ pour de nombreuses espéces. En général, I'atmosphére des
différents flacons est constituée de gaz tels que CO2 et O2 pour les flacons aérobies et CO2 et H2

ou N2 pour les flacons anaérobies.
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e Anticoagulant :

Le polyanéthol sulfonate de sodium (SPS) est l'anticoagulant le plus couramment utilisé
dans les bouillons d'hémocultures. Le SPS possede des activités inhibitrices vis-a-vis de l'activité
bactéricide du sérum, de la phagocytose cellulaire, du complément, du lysozyme, ainsi que sur
certains antibiotiques tels que les aminosides. Toutefois, une concentration trop importante de SPS
peut inhiber la culture de certaines souches de Neisseria spp., de Peptostreptococcus anaerobius

ou de Streptobacillus moniliformis.

e Neutralisation des antibiotigues :

Pour certains flacons d'hémocultures, les fabricants ajoutent soit des résinesadsorbantes de
cations (Bactec®), soit du charbon activé (BacT/ALERT®), soit des billes polymériques adsorbantes
échangeuses d'ions (BacT/ALERT®), substances qui auraient un effet neutralisant sur les
antibiotiques. De toute maniére, si le patient recoit des antibiotiques, il est toujours conseillé de

pratiquer le prélevement a la « vallée », c'est-a-dire juste avant réadministration des

antibiotiques, moment ou leurs concentrations sanguines sont les plus faibles, ou aprés
avoir pratiqué une « fenétre thérapeutique ». Les résines interviendraient aussidans la lyse

cellulaire, permettant la libération des bactéries intracellulaires.

b. Prélevement pour hémoculture :

e Mode de prélévement :

Le préléevement doit étre réalisé aprés une asepsie rigoureuse. Toute contamination par des
germes cutanés ou ambiants peut compromettre la culture de la bactérie recherchée et/ou géner
I'interprétation du résultat. Le port de gants est indispensable mais, au préalable, le préleveur doit
impérativement se laver les mains avec une solution hydro-alcoolique. L'asepsie de la peau du

patient au point de ponction doit étre une antisepsie cutanée en cinqg temps :
e Détersion avec le savon doux stérile ;

e Rincage a I'eau stérile ;
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e Séchage avec des compresses stériles;
e Application d'un antiseptique majeur alcoolique (PVPI ou Chlorhexidine);
e Séchage spontané

Le bouchon du flacon d'hémoculture est désinfecté soigneusement avec de la polyvidone
iodée. Le systeme de prélevement est généralement constitué d'une tubulure munie a chaque
extrémité d'une aiguille, l'une servant a pratiquer la ponction veineuse et l'autre l'inoculation du

flacon grace a un adaptateur.

La ponction veineuse constitue la méthode de prélevement habituelle des hémocultures, les
autres sites de ponction, cathéters veineux ou artériels par exemple, augmentant la fréquence des
contaminants. Cependant, il faut bien garder a I'esprit que la peau possede une flore bactérienne
ou l'on retrouve principalement des staphylocoques et apparentés (Staphylococcus epidermidis, S.
saprophytiques, Micrococcus, etc.) et des corynébactéries aérobies. Le nombre de bactéries

cutanées est estimé entre 102 et 105 par cm2, d'ou l'importance d'une asepsie rigoureuse avant le

prélévement pour éviter tout risque de contamination des flacons par ces germes [57].

-~

1 - Asopsie do la peau 3 - Rellar Fradaplateur au

des flacons dispositil de prélevement

4 - Pratiquer la ponction veineuse 5 - Placer l'agaptaleur sur e flacon & - Etiqueter correctement ie nacon
4 l'aide de raiguille

\___(type epicranienne protagee) J

Figure 26 : Procédures de prélévement direct des flacons d'hémoculture [58]
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e Moment du prélévement :

Pour éviter tout faux négatif, il est impératif de pratiquer le prélevement le plus tét possible
au cours de la maladie et surtout avant toute mise en route d'antibiothérapie. Dans le cas contraire,
une fenétre thérapeutique de 48 a 72 heures est recommandée. A I'exception des infections du
systeme vasculaire ou la bactériémie est continue, le moment du préléevement est important car la
bactériémie est discontinue, ce qui peut modifier la qualité du prélevement. Les signes

évocateurs sont tres variés, notamment en fonction du foyer initial; toutefois, on peut retrouver :

e Des fievres prolongées et inexpliquées ou évoluant par pics, signant la présence de

bactéries dans le sang
e Une hypothermie notamment pour des septicémies a cocci ou bacilles a Gram négatif
e témoignant d'un état infectieux sévere
e La survenue de frissons, de marbrures ou de sueurs Une splénomégalie ;
e Une suspicion d'endocardite ;
e Tout signe traduisant un trouble de la coagulation sanguine, tel un purpura
e Nombre et volume des prélévements :

Chez I'adulte, un volume de 10 ml constitue donc un minimum et un doublement du
volume (20 ml) augmente de 30% la positivité des prélevements. Deux a trois hémocultures par 24
heures sont généralement suffisantes pour isoler le germe responsable de la bactériémie. Un grand
nombre de prélevements exposant a une augmentation du risque de contamination, il est
recommandé de ne pas dépasser 3 hémocultures par 24 heures, mais aussi maintenant de les
réaliser en un seul et unique prélévement, les trois a la suite. Chez le nourrisson et I'enfant, la

densité bactérienne étant plus élevée (souvent supérieure a 1000 UFC/ml), un volume de 1 a2 ml

est suffisant [571,

57



Apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic des bactériémies

e Acheminement Les hémocultures :

Les hémocultures doivent étre acheminées le plus rapidement possible au laboratoire afin
d'étre introduites dans l'automate le plus tot possible. Chaque hémoculture doit étre étiquetée
correctement et accompagnée d'une demande sur laquelle figureront : nom, prénom et date de
naissance du patient; le service d'origine ; la date, I'heure et le mode de préléevement (veineux
direct ou sur cathéter ou autre dispositif) ainsi que la température du patient au moment ou il

est effectué, sans oublier de mentionner une éventuelle antibiothérapie et la nature de celle-ci.
e Incubation des flacons :

Une incubation a 35 °C pendant 7 jours est recommandée pour les systemes manuels. La
lecture est visuelle et doit étre réalisée deux fois par jour au cours des 48 premieres heures, puis
seulement une fois par jour pour les 5 jours suivants. L'observateur va rechercher la présence d'un
trouble du milieu provoqué par la croissance bactérienne, d’une hémolyse, d’'un coagulum, de
colonies au fond du flacon ou de production de gaz. En revanche, pour les systémesautomatisés,
une incubation de 5 jours suffit. Au-dela de ce délai, les bactéries détectées sont généralement des

contaminants qui étaient en trés faible quantité.

c. Traitement des flacons ensemenceés :

Devant toute suspicion de positivité (systéeme manuel ou automatique), un examen

microscopique et une mise en culture sont réalisés sur les flacons [571.
e Examen microscopique :

Le bouillon est prélevé de facon aseptique apres avoir désinfecté l'opercule du flacon a
I'aide d'une seringue et du dispositif fourni par le fabricant. L'examen du bouillon est effectué en

deux étapes :
e Etat frais afin d'observer la morphologie et la mobilité des bactéries;

e Coloration de Gram pour déterminer plus précisément la morphologie des bactéries,

cocci ou bacille et leur affinité tinctoriale, caractere a Gram positif ou négatif.
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Pour certains germes, on peut avoir recours a d'autres colorations (bleu de méthylene,
acridine orange, etc.). Tout résultat positif de I'examen direct doit étre communiqué rapidement au
clinicien, notamment si plusieurs flacons sont positifs, si I'examen direct est évocateur de
Clostridium ou de Neisseria, ou si les patients sont a risque (immunodéprimés, aplasiques,

tableaux de choc, etc.). L'examen direct, morphologie et Gram, peut étre trompeur et |'orientation

initiale pourra é&tre corrigée lors de I'examen direct des repiquages [571.
e Ensemencement:

Les repiquages des flacons suspects sont effectués en fonction de I'examen direct. Les
cultures étant généralement mono microbiennes, des milieux gélosés non sélectifs seront utilisés :
géloses Columbia avec 5% de sang incubées en aérobiose pendant 48 heures et en anaérobiose
pendant 5 jours, géloses au sang cuit enrichies placés sous CO2 pendant48 heures lorsqu'un
Haemophilus spp. ou une Neisseria spp. sont évoqués. Si a I'examen direct un mélange de
bactéries est suspecté, des milieux sélectifs pourront alors étre utilisés : la gélose ANC (acide
nalidixique-colistine) ou la gélose CAP (colistine-aztréonam) pour isoler sélectivement les
bactéries a Gram positif et la gélose CLED pour les bacilles a Gram négatif. Le choix de
I'atmosphére (aérobiose, CO2 ou anaérobiose) pour l'incubation de ces milieux a 37 °C dépend du
diagnostic présomptif. Les flacons sont conservés a température ambiante pour un éventuel

nouveau repiquage ultérieur si les cultures sont restées négatives

d. Interprétation des résultats de I’hnémoculture :

< Hémoculture positive :

L'interprétation des hémocultures positives est simple si le méme germe est retrouvé a
partir de plusieurs prélévements et si la clinique est évocatrice. De plus, lorsqu'un pathogéne
spécifique (Brucella spp., Listeria spp., Salmonella spp., Haemophilus spp., Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumonie, Groupe HACEK, Pasteurella spp., Campylobacter spp., Bacteroides spp.
et éléments fongiques) est retrouvé, méme a partir d'une seule hémoculture positive, I'étiologie de

I'infection ne fait aucun doute. En revanche, lorsqu'un germe commensal est isolé sur les deux
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flacons d'une seule hémoculture ou a partir d'un seul flacon, le bactériologiste doit tenter de faire
une distinction entre souillure et véritable infection. Cette interprétation est impossible sans une
étroite collaboration avec le clinicien, ce d'autant plus queles germes isolés (dans certains cas
Staphylococcus aureus et souvent staphylocoques a coagulas négatif, Corynebacterium spp.,
Bacillus spp. et Propionibacterium spp.) appartiennent généralement a la flore cutanée et/ou
environnementale. Par conséquent, la réalisation d'une hémoculture unique devrait étre bannie de
la pratique clinique puisque son interprétation en cas de positivité est trés délicate. Ce probléme
se rencontre aussi lorsque le patient est porteur de matériel étranger, cathéter et prothése,

puisque des staphylocoques a coagulas négative, particulierement Staphylococcus epidermidis,

sont majoritairement isolés d'hémocultures [57].

< Hémoculture négative :

Les hémocultures négatives signent le plus souvent une absence réelle de bactéries dans le
sang. Cependant, devant un contexte clinique évocateur de sepsis, d'endocardite infectieuseou
de tout autre syndrome infectieux, il faut toujours penser a une fausse négativité. Les
causes d'échec de cultures sont nombreuses : prélevement effectué au moment non optimal, trop
tardivement au cours de la maladie ; prélévement pratiqué sous antibiothérapie ; quantité
insuffisante de sang ensemencé ; infection localisée sans bactériémie ; micro-organisme de culture
impossible, ou enfin origine non bactérienne. Des repiquages négatifs d'hémocultures peuvent
aussi étre dus a un micro-organisme de culture difficile, le choix des conditions de subcultures
n'étant pas adapté et/ou le temps de culture trop court. En effet, pour certains microorganismes
ayant des exigences nutritives particulieres, les subcultures pourront se faire sur des milieux
différents et en atmosphére adaptée en fonction de la morphologie et du contexte clinique,
notamment pour les bactéries comme Brucella spp., Campylobacter spp., Legionella spp.,

Mycoplasma spp., les bactéries du groupe HACEK, ou des bactéries anaérobies[57].
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3.3. Apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic infectieux

Bien que de nombreuses techniques de microbiologie demeurent traditionnelles (examen
direct, culture bactérienne, sérologie, tests biochimiques), la biologie moléculaire a pu s’implanter

rapidement dans les laboratoires de microbiologie clinique.

L’étude des agents infectieux a I'aide des outils de biologie moléculaire est ainsi devenue

indispensable dans certaines indications.

a. Techniques de la biologie moléculaire :

< Séquencage :

Les acides nucléiques sont constitués d’un enchainement de nucléotides. Leur
séquencage consiste donc a déterminer cet enchainement. A [Iorigine, ces méthodes ne
permettaient de séquencer que de petits morceaux de génome, mais depuis, avec nhotamment
I’arrivée de la PCR2, les techniques ont gagné en rapidité. Aujourd’hui les techniques de
séquencage sont méme dites « haut débit ». Ce séquencage pourrait permettre de généraliser a
tous les secteurs de la médecine I'utilisation des données génétiques, pour pratiquer une médecine

plus précise etindividualisée.

% Electrophoreése :

Electrique. Le transfert en biologie moléculaire désigne un ensemble de techniques
permettant de rechercher la présence d’'une molécule déterminée (ADN, ARN, protéines...) dans un
milieu. Elles consistent a transférer les molécules a analyser sur un support solide (par exemple
une membrane de nitrocellulose ou de nylon) puis a utiliser une sonde spécifique (fragment d’ADN

ou d’ARN, anticorps, etc.) de la cible recherchée pour la détection.

< La PCR (Polymerase Chain Reaction) [62]

L’amplification en chaine par polymérisation (PCR) est une méthode de biologie moléculaire
d’amplification génique in vitro, qui permet de dupliquer en grand nombre (facteur de

multiplication de I’ordre du milliard) une séquence d’acides nucléiques connue a partir d’une faible
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quantité d’acide nucléique servant de matrice. La PCR est une technologie qui a bouleversé la

biologie moléculaire.

C’est une technique basée sur une répétition de cycles de transition de température selon

les trois étapes suivantes :

Dénaturation : séparation des deux brins de I'acide nucléique a amplifier grace a une
température élevée (>95 °C). Cette étape ne vaut que pour I’amplification de I’ADN, I’ARN

étant par nature simple brin ;

Hybridation de I'amorce (fragment d’acide nucléique complémentaire d’un morceau de la

séquence a amplifier) sur la séquence a amplifier a une température d’environ 60°C ;

Elongation de I'acide nucléique grace a la polymérisation de nucléotides. Cette étape utilise
des enzymes appelées « polymérases » et se déroule a 72 °C. Cette technique est
automatisée sur des appareils capables de gérer plusieurs cycles de températures : les
thermocycleurs. La détection des produits issus d’une PCR peut se faire via une
électrophorése. Les fragments d’acides nucléiques, de charges négatives, migrent sous
I'influence d’un champ électrique. En utilisant un agent intercalant comme le bromure
d’éthidium et une lampe UV, chaque fragment d’acide nucléique amplifié peut étreobservé.
Bien que la fluorescence soit en partie proportionnelle a la quantité d’acide nucléique

amplifié, cette méthode n’est pas quantitative.
Plusieurs autres techniques ont dérivé de la PCR, parmi elles :

La PCR multiplexe, permettant I’'amplification, dans un méme tube, de fragments différents

d’ADN ;

La PCR quantitative (ou PCR en temps réel), permettant de calculer, a chaque cycle, la
quantité d’acide nucléique amplifié, grace a l'utilisation de sondes fluorescentes comme le

SYBGreen. Cette méthode utilise donc des thermocycleurs particuliers.
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< La TMA (Transcription Mediated Amplification) :

La TMA est une technique d’amplification isotherme des acides nucléiques. Elle est inspirée
des mécanismes naturels de la transcription et emploie deux enzymes successives. La premiére est
une transcriptase inverse (reverse transcriptase ou RT), qui recopie le brin d’acide nucléique servant
de matrice en ADNc (dit complémentaire) a partir d’'une amorce spécifique. Cette reverse
transcriptase dégrade ensuite la matrice grdce a son activité RNase (dégradation d’ARN). La
seconde enzyme est une ARN polymérase qui recopie ’ADNc nouvellement synthétisé en ARN de
facon exponentielle. Cette technique permet une accumulation d’ARN identiques a un ARN

cible (amplification d’un facteur 100 en quelquescycles).

4, Intérét de la biologie moléculaire :

Les techniques conventionnelles de détection des pathogenes sont basées sur :
> La culture bactérienne et I'identification de la souche a I'aide d’antibiogrammes ;

> La sérologie qui recherche les anticorps produits par le donneur a la suite du contact avec
un agent pathogene (par exemple VIH,CMV, VHB, VHC...) et les anticorps anti- HBs. Ces
anticorps sont recherchés par des tests immuno-enzymatiques (Elisa, IF, Western-Blot, EIA,

etc.).

Les cultures bactériennes ont I'inconvénient d’étre longues a mettre en place et nécessitent

des milieux souvent bien particuliers. Certaines souches sont méme difficilement cultivables.
En ce qui concerne la sérologie, I’'inconvénient majeur réside dans « la fenétre sérologique».

C'est le temps pendant lequel tout contact avec un agent pathogene ne pourra pas étre

connu par la recherche d’anticorps, car leur production ne s’est pas encore mise en place.

L’avantage de la biologie moléculaire est de s’affranchir de ces différentes difficultés afin
d’obtenir une réponse plus rapide et au plus pres de I'infection. Ainsi, lors de la recherche des ARN
des virus VIH, VHC et VHB par biologie moléculaire, la fenétre sérologique diminue de 50% pour le

VIH (22 jours a 11jours), de 90% pour le VHC (66 jours a 7 jours) et de 45% pour le VHB (56 jours a
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31 jours). Par ailleurs, la ou d’autres techniques ne peuvent travailler que sur un nombre limité de
type d’échantillons (sang, urines), la biologie moléculaire travaille sur un nombre beaucoup plus

important de type d’échantillons (sperme, salive, LCR, etc.).

IV. Traitement:

1. But:
Les buts du traitement consistent a :
e Stériliser le sang en éliminant le(s) germe(s) pathogeéne (s)
e Traiter la porte d’entrée
e  Eviter la survenue des complications, les prendre en charge dans le cas échéant.
e Traiter les localisations secondaires éventuelles

2. Moyens :

2.1. Antibiothérapie :

Elle en est la base, et nécessite une maitrise de la prescription. Le principe de
I’antibiothérapie comme dans toutes les infections sévéres bactériennes repose sur une association
de deux antibiotiques actifs sur la souche, a bonnes doses, de facon précoce, initialement
administrée par voie intraveineuse, pendant au moins trois semaines. Cette antibiothérapie devra

étre guidée par I’étude du germe in vitro. Le but d’associer plusieurs antibiotiques est :
o D’obtenir un effet synergique,
o D’augmenter la vitesse de bactéricidie,
o D’élargir le spectre d’activité.

e L’association d’antibiotiques présente cependant des inconvénients, a savoir un co(t
plus élevé, le cumul des effets secondaires des classes médicamenteuses associées, le

risque d’émergence de germes de plus en plus résistants a plusieurs classes
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d’antibiotiques. Le choix de I’antibiothérapie dépend :

o Du spectre d’activité contre les bactéries pouvant étre responsables de l'infection en

cause

o Des caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamique, laissant prévoir une
pénétration adéquate au site de l'infection et une activité suffisante en fonction de la

gravité de I'infection
o Le moindre risque potentiel d’accident toxique ou allergique

0 Le minimum de dommage écologique.

2.2. Moyens de réanimation :

Les différents moyens de réanimation sont :
e L’oxygénation
e L’intubation trachéale
e Laventilation assistée
e Lecathétérisme veineux central et périphérique
e Lasonde urinaire et naso-gastrique

e Les catécholamines.

2.3. Moyens Chirurgicaux :

IIs s’appliquent généralement a la porte d’entrée et éventuellement aux localisations

secondaires septiques :

Retrait d’un dispositif intravasculaire infecté, d’'une sonde vésicale, ou d’'une sonde

d’intubation incision d’un abcés, drainage chirurgical, ponction, parage d’uneplaie, une escarre.
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3. Indications :

En l'absence de choc septique, le choix de I'antibiotique dans le traitement empirique

repose sur la connaissance du site de I'infection qui oriente d’emblée vers un agent pathogéne,et

de I’épidémiologie locale des agents pathogénes [107], ainsi :

e Sila porte d’entrée est urinaire, faisant évoquer une infection par une bactérie Gram négatif
(ex : Escherichia coli) il sera utilisé de préférence I'association : Céphalosporine de 3éme

génération (céfotaxime ou ceftriaxone) + gentamicine en parentérale.

e Si la porte d’entrée est cutanée, I'antibiothérapie ciblera avant tout une bactérie Gram
positif, telle que le staphylocoque. Les associations seront alors, soit une pénicilline M en
IV + gentamicine, soit avec glycopeptides (vancomycine) en IV en cas de suspicion de

meéticillino-résistance.

e S’il s’agit d’une brulure cutanée, I'orientation se fera vers le Pseudomonas, le traitement

sera |I’association ceftazidime+ tobramycine ou ceftazidime + fluoroquinolone.
e Enl'absence de tout foyer évident, I’association de préférence sera C3G+ métronidazole.
e La poursuite de I'antibiothérapie sera adaptée en fonction des résultats de I’antibiogramme.

En présence d’un choc septique, en plus du traitement antibiotique de base, des gestes
d’urgence doivent étre exécutés avec plus de rapidité et de précision, chez un malade bien installé

a plat sur un lit, jambes légérement surélevées, il faudra obligatoirement veiller a:
e La perméabilité des voies aériennes a la ventilation,

e L’oxygénation par masque, par sonde nasale, ou ventilation assistée apres intubation si

nécessaire, sous contrble de la gazométrie artérielle,
e Le maintien d’une PaO2 au-dessus de 60mmbhg,

e Remplissage vasculaire
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e Sil'objectif de PAM supérieure a 65 mmHg n’est pas atteint, le recours aux vasopresseurset

en particulier a la noradrénaline est indiqué.

e En fonction du tableau hémodynamique avec en particulier une forte composante de

défaillance cardiaque la dobutamine peut étre utilisée [61].
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Figure 27: Démarche diagnostique et thérapeutique initiale devant un syndromeseptique (62)
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Discussions de nos résultats
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A travers cette étude, on a évalué I'impact qu’apporte la recherche simultanée de 28 agents
pathogeénes par la technologie FilmArray dans le diagnostic étiologique des bactériémies au sein du
Laboratoire de [I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech par rapport aux méthodes
microbiologiques conventionnelles particulierement la culture. Ce travail a permis alors une
estimation du gain potentiel que procure cette innovation dans I’ensemble de la prise en charge

des bactériémies, les sepsis et les choc septiques.

. Apport de la biologie moléculaire dans le diagnostic des

bactériémies :

Une bactériémie est définie par la présence de bactérie(s) viable(s) dans le sang) qui peut
entrainer une morbidité et une mortalité importantes. Un diagnostic rapide est essentiel pour
I’optimisation des résultats et de l'utilisation des ressources, mais la confirmation d'une étiologie

infectieuse est souvent difficile et prend du temps.

Ces dernieres années, des tests d'amplification d'acide nucléique (TAAN) (par exemple, PCR
en temps réel) ont été développés pour permettre la détection et l'identification rapides d'agents
infectieux dans les prélevements sanguins. Cependant, a ce jour, ces tests ont généralement ciblé
un seul (ou parfois deux) pathogene (s), et par conséquent, les prestataires doivent commander un
certain nombre de tests ensemble, en fonction de la présentationclinique du patient et d'autres

résultats de laboratoire et de radiologie.

Les tests moléculaires multiplex représentent une avancée dans la capacité des laboratoires
cliniques a détecter et a identifier rapidement et de maniére fiable les causes des maladies

infectieuses.

Le panel FilmArray BCID, entiérement automatisé, détecte et identifie simultanément 27

pathogénes bactériens et fongiques en environ une heure directement a partir de 200 ul de sang

e Les bactéries a gram positif : Enterococcus, Listeria monocytogenes Staphylococcus,

Staphylococcus aureus, Streptococcus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes et
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Streptococcus pneumoniae.

e Les bactéries a gram négatif : Acinetobacter baumannii, Haemophilus influenzae, Neisseria
meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae, Enterobacter cloacae complex,

Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus, Serratia marcescens

e Les levures sont : Candida albicans, Candida glabrata,Candida krusei, Candida parapsilosis

et Candida tropicalis.

La plus grande étude connue évaluant la performance du panel BioFire FilmArray BCID
constitue un essai contrdlé multicentriques réalisés par Salimnia et al. en 2016 dans le Etats -Unis
d’Amérique (E.-U.). Dans cette étude, 2207 échantillons de hémoculture positifs (1568 échantillons
cliniques et 639 échantillons ensemencés) ont été testés avec le panel BioFire FilmArray BCID et
méthodes d’identification phénotypiques. De méme que les résultats de notre I’étude, I'essai a
montré une sensibilité et une spécificité globales élevées pour détection d’organismes. La
sensibilité et la spécificité de chaque organisme cible sur le panel dépassaient 96% et 99%

respectivement. (86)

La détection d’organismes par le panel FilmArray BCID était précise a 92,6% lorsque les
organismes qui figuraient dans le répertoire de la trousse ont été pris en considération,
comparativement aux méthodes combinées (méthode de référence utilisée dans le laboratoire
d’étude). La détection des marqueurs de résistance antimicrobienne fournis par le panel et la
méthode de référence ont démontré une uniformité de 100%. Des hémocultures avec un seul
organisme ont été identifiées avec précision a 93,8% par FilmArray, tandis que des hémocultures

avec plus d’un organisme ont été identifiées a 85,7%. (86)
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. Epidémiologie

1. Sexe :

Durant la présente étude, le sex-ratio (H/F) est de 2,5. Ce résultat est similaire a celui de
I’étude Marocaine réalisée a I’hopital militaire de Meknes (H/F=2,1) et proche du résultat retrouvé
dans I'étude Ivoirienne (H/F=1,87) [74,77]. La prédominance masculine a été objectivée également
dans d’autres séries mais avec des sexe-ratios différents [72,76,78]. Cependant, les deux travaux
qu’ont été menées par Lakhe N. et al au Sénégal [65] et par Bitew A. et al en Ethiopie [73] ont notés

une légere prédominance féminine avec des sexe-ratios respectivement de 0,79% et de 0,83%.

En effet, la plupart des maladies infectieuses semblent inégalement étre réparties entre les
deux sexes [79]. Ce dimorphisme sexuel est confirmé par plusieurs études épidémiologiques
objectivant une prédominance masculine des patients présentant un sepsis [80,81,82]. Toutefois,
les différences liées aux expositions professionnelles, au style de vie et aux activités de loisirs sont
des raisons plausibles pour expliquer ce dimorphisme entre les deux sexes. Les variabilités
génétiques et des hormones sexuelles entre les deux sexes peuvent également participer a ce
dismorphisme [81]. En fait, Le chromosome X, code pour un certain nombre de génes essentiels
impliqués dans la régulation de I'immunité, notamment les récepteurs de type Toll 7 et 8 ; le
FOXP3 qui est un facteur de transcription pour les cellules T régulatrices; la CD40L (CD154) qui est
une molécule appartenant a la famille des facteurs de nécrose tumorales (TNF); et la CD132 (ou IL
-2Ry), dont la mutation de son géne peut étre responsable du déficit immunitaire combiné sévére
lié a I'X [83].Enfin, il a été démontré que les hormones sexuelles régulent la transcription de
nombreux génes imp liqués dans le développement et la maturation des cellules immunitaires, la
régulation des réponses immunitaires et la modulation des voies de signalisation immunitaires.

Ces différents facteurs peuvent influer sur la réponse immunitaire aux agents pathogenes [84].

Le tableau (XI) résume les résultats de différentes études en fonction des taux de

bactériémies par rapport au sexe des patients :
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Tableau XVI: Le sexe-ratio des bactériémies selon différentes études

Sexe Masculin Sexe féminin Sexe-
Séries Pays
(%) (%) ratio (H/F)
Maman R. [74] Maroc (Meknes) 67,6 32,4 2,1
Akoua-Koufi C.
Cote d’ivoire 65,1 34,9 1,87
etal [77]

Mnif C. [76] Tunisie 60,37 39,63 1,64
Takeshita N. [72] Japan 60,6 39,4 1,53
Bitew A. et al [73] Ethiopie 45,5 54,5 0,83
Lakhe N. et al [75] Sénégal 44,3 55,7 0,79
Banik A. et al [78] Inde 55,2 44,8 1,23

Maroc
Notre série 71 29 2,5
(Marrakech)
2. Services demandeurs :

Dans notre étude, le service le plus demandeur du test FilmArray BCID panel en hospitalier
était le service de réanimation médicale (79.9% des échantillons traités), suivi du service de

réanimation Covid (19.2%).

De méme, dans I’étude sud africaine de R. Rule et al., a évalué 78 flacons d'hémoculture
positifs uniques obtenus aupres de patients septiques gravement malades. Trente-neuf
hémocultures ont été patients admis dans l'unité de soins intensifs chirurgicale, 20 dans I'unité de
soins intensifs médicale, 9 de l'unité de soins intensifs neurochirurgicale, 9 de Il'unité de soins

intensifs coronaire et 1 de l'unité de soins intensifs cardiothoracique. [85]
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lll. Evaluation des performances diagnostiques de la technologie

FilmArray :

1. Taux de positivité :

Parmi 28 échantillons, nous avons détecté au moins 1 pathogene dans 21 échantillons

grace au panel BCID FilmArray® soit un taux de positivité de 75%.

L’analyse moléculaire des hémocultures permet donc une augmentation significative du
taux de positivité par rapport aux méthodes conventionnelles déja testés dans d’autres
publications, notammentgrace a sa sensibilité supérieure et a la variété de pathogenes ciblés par

une seule analyse.

Le panel BioFire FilmArray BCID a obtenu des résultats remarquables dans I’étude R.Rule et
al, avec une sensibilité globale élevée de 96,5% et une spécificité de 99,7%. étude, par rapport a
I'étalon-or, I'némoculture conventionnelle. Ces résultats résultats sont cohérents avec ceux

d'autres études (86 ; 87 ;91 ;92 :104).

2. Co-détections :

Le panel FilmArray BCID a la capacité a détecter a la fois des cibles bactériennes et

fongiques dans la méme analyse.

Dans notre série d’échantillons, le test FilmArray a pu détecter 7 échantillons qui

contiennnt plusieurs agents pathogénes, soit un taux de co-infection de
25% de la totalité des infections.

Dans I’étude de Salimnia et al, FilmArray BCID est capable de détecter des organismes dans
des cultures mixtes. Parmi les échantillons cliniques prospectifs, (5,2%) contenaient des
organismes multiples (deux a quatre) détectables par la BCID ( 86). Cependant, d'autres études sur
la BCID ont montré que la présence de plusieurs organismes favorise l'obtention de résultats

discordants (86,7)..
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Les hémocultures polymicrobiennes se produisent de plus en plus fréquemment. et sont
associées a des taux de mortalité élevés (89). Il est impératif que les organismes a l'origine des
infections polymicrobiennes soient détectés rapidement et avec précision. Bien que les
performances du panel BCID BioFire FilmArray performances soient excellentes dans lI'ensemble, un
certain nombre d'études ont montré que la précision de la détection des organismes dans les
cultures polymicrobiennes n'est pas aussi que dans les cultures monomicrobiennes (90 ; 91, 92 ;
93). ont démontré une sensibilité de 93,8% pour les cultures monomicrobiennes. (91). Ceci est en
contraste avec les cultures polymicrobiennes qui ont démontré une sensibilité plus faible de 87,7%

(92).

Les types d’associations peuvent poser un probléme d’interprétation et une difficulté
dans le choix de mise en place d'un traitement. Le développement d’analyses moléculaires

permettant la quantification des pathogénes serait aussi un vrai plus pour palier a ce probléme.

3. Détection de pathogénes :

Concernant les types d’agents pathogenes détectés dans notre étude, les bactéries étaient
prédominants avec 91% d’échantillons positifs, les levures sont minoritaires avec 9% d’échantillons

positifs.

Notre résultat concorde avec différentes études [94], [95] et [96], ou les agents infectieux
responsables de bactériémie sont prédominés par les bactéries réalisant 69.6%, 96.4% et 86.6% des
échantillons positifs respectivement ; suivis des levures a 31.4%, 3.6% et 13.4% des échantillons

positifs respectivement ;
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Figure 28 : Répartition des agents pathogénes selon différentes études.

4, Bactéries

> Staphylococcus aureus :

Le staphylococcus aureus était le plus fréquent parmi les bactéries détectées dans notre

étude avecun taux de positivité de 28%.

Similairement, la multicentrique américaine de Salmania et al. et une étude taiwanienne
récente en 2020 ont trouvé que le Staphylococcus aureus occupait la premiere place dans la liste
des bactéries détectées par FilmArray BCID avec un taux de positivité de 38.5% et 13.7%

respectivement.

Par contre, dans une étude menée en Etat-Unis le Staphylococcus aureus —avec un taux de
positivité de 14,9% n’était pas I'agent infectieux le plus incriminé dans les bactériémies

diagnostiquées par test FilmArray BCID [97].
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Tableau XVI: Taux de positivité du Staphlococcus aureus selon les études.

Série Pays Taux de positivité du Staphylococcus Aureus
Notre étude Maroc 26%
Salmania et al, 2016 Etats-Unis 38.5%
Chun et al, 2020 Taiwan 13,70%
A.). Blaschke et al, 2012 Etats-Unis 14.9%
45%
. 38.50%
0
35%

30% 6%

13.708% 14.50%

Motre 5éde laiwan 2020 Etats Urmis 2016 Etats Urms 2012

Figure 2 9: Taux de positivité du staphlococcus aureus selon différentes études.

» Acinitobacter Baumni :

3 échantillons ont été positifs a ce germe dans notre étude réalisant un taux del3%.

Des taux plus faibles ont été communiqués dans I'étude de Salmania et I'étude

taiwanienne la plus récente : 7.1% et 2.4% respectivement des échantillons positifs [86][94].

Par ailleurs, aucun Acinitobacter Baumnu n’a été détecté dans une étude en 2012 [97].
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> Enterococcus et kiebsiella oxytoca

Dans notre étude, le FilmArray BCID a mis en évidence autant de Enterococcus que de

Kiebsiella oxytoca ; chacun a un taux de positivité de 10%.

Différentes études ont communiqué des taux de positivité de Kiebsiella  oxytoca

approximatifs a 2% [85,86].

Pour I’Enterococcus, les taux de positivité rapportés dans la littérature variaient de moinsde

7.2% a 7.8% [94,95].

» Autres bactéries :

Nous avons aussi mis en évidence un Klebsiella pneumoniae, un Pseudomonas aeruginosa
et un Staphylococcus coag N avec un taux de positivité similaire de 4% des échantillons,montrant

leur réle non négligeables dans les épidémies des bactériémies.

D’autres auteurs ont découvert des taux similaires comme I’étude de Rule et al et Salmania

et al [85 ;86]
> Levures:

Dans notre étude, les levures sont minoritaires avec 9% d’échantillons positifs. le FilmArray
BCID a mis en évidence autant de Candida albicans que C.tropicolis ; chacun a un taux de positivité

de 4%.

Dans I’étude de R.Rule et al en sudafrique aucune C.albicans et C.tropicolis n’ont été
détecté par I’examen Filmarray parmi 78 échantillons, alors que C.glabatra,C.krusei et
C.parapsilosis ont été détecté avec un taux de positivité ne dépasse pas 3.5%, par contre ce taux

dépasse 31.4% dans I’étude de Chun et al. [94;95]
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IV. Concordance du test FilmArray BCID avec les autres méthodes:

28 échantillons ont été testés au total la corrélation entre la détection d'agents pathogénes
tels que Staphylococcus aureus par PCR et le résultat de la culture était élevée : 92.8%. Les
résultats discordants pouvaient s'expliquer par le fait que I'organisme cultivé n'avait pas de cible
sur le panel ou par la détection par PCR de bactéries potentiellement non viables dans I'échantillon;
les autres échantillons étaient négatifs par PCR malgré la culture d'un organisme avec une cible

présente sur le panel pour cet organisme.

Une étude récente, réalisée par Kang et al. (2020) a analysé un total de 100 hémocultures
positive (Kang et al., 2020). Dans leur étude, le panel BioFire FilmArray BCID a démontré une
concordance de 94% de l'identification des organismes par rapport aux méthodes de culture

conventionnelles (Kang et al., 2020). ( 85)

V. Impact sur la prise en charge clinique :

1. Impact sur le délai de rendu des résultats :

Dans notre étude nous avons mesuré les délais de rendu des résultats par FilmArray®.

Les délais médians mesurés étaient de : 6h pour le panel BCID FilmArray® vs 120 heures

pour la hémoculture.

D’autres études ont obtenu des délais de rendu de résultat relativement similaires aux
notres avec un temps moyen de 4.10 heures pour le FilmArray® contre 51,28 heures pour la
hémoculture pour I'étude de R.Rule et al et 1 heures vs 24 heures (FilmArray® vs hémoculture)
pour I'étude de Pulido et al. Et 20 heures pour FilmArray vs 120 min pour la hémoculture dans

I’étude de P. Ny. [100;98;99]

Ces résultats montrent I'un des avantages majeurs du panel BCID FilmArray® : la rapidité

d’analyse, qui est un vrai plus, notamment pour la bactériologie.

Il faut rappeler que I'analyse FilmArray® était entrée dans le fonctionnement de routine du
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laboratoire de I’hopital militaire Avicenne de Marrakech avec une réalisation de cette analyse 5j / 7
de 8.30h a 15h, un prélevement arrivant la nuit était donc traité le lendemain matin. De méme
pour une analyse non terminée en fin de poste du technicien de jour (15h), son résultat n’était

rendu que le lendemain matin.

La rapidité de cette analyse apporte donc un gain majeur pour le diagnostic positif et
étiologique des bactériémies, disciplines pour lesquelles les examens de routine sont longs a

réaliser et un traitement anti-infectieux est susceptible d’étre instauré.

Il existe un autre apport majeur du FilmArray® grace a sa rapidité, la proportion de patients

sortant avec un résultat complet a augmenté.

Tableau XVIII : Délai de rendu de résultats du FilmArray BCID par rapport a celui de la

microbiologie conventionnelle

Roxanne et al. Pulido et P.Ny et al.
Notre étude
(2016) al (2018) (2019)
FilmArray BCID 4.10
6 heures Th 20h
Panel heures
Méthodes 24-120 51 heures

12h-24h 120 heures

conventionnelles heures 17 min

2. Impact du pannel FilmArray sur I’'usage des antibiotigues :

Les lignes directrices de la campagne Surviving Sepsis recommandent I'administration d'une
thérapie antimicrobienne empirique appropriée par voie intraveineuse dans I'heure qui suit le
diagnostic de sepsis, les hémocultures étant réalisées avant I'administration des agents
antimicrobiens afin d'optimiser le rendement de la détection des pathogenes [102]. Une dose et/ou
une fréquence inappropriée ou inadéquate d'antibiotiques s'est avérée étre significativementassociée
a la mortalité dans de nombreuses études, avec des taux de mortalité documentés allantde 10 a

prés de 40% [101,103,85]. Une étude de prévalence sur une journée menée par Paruk et al.dans des
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unités de soins intensifs privées et publiques d'Afrique du Sud en 2012 a démontré que54,9% des
patients ayant recu des antibiotiques empiriques étaient traités de maniere inappropriée ou
inadéquate [93]. Le taux de mortalité associé a une antibiothérapie inappropriéedans cette étude

était de 27% (p = 0,01) [103].

Durant notre étude nous n’avons pas pu évaluer I'impact du panel FilmArray sur la
prescription des antibiotiques vu le caractere rétrospective de I’étude étalé sur 2 ans, ce qui va
influencer les résultats. Toutefois, il important de souligner I'impact de cette technologie sur le

bon usage des antibiotiques qui était décrit dans plusieurs études.

Selon I’étude sud-africaine de R. Rule le panel BioFire FilmArray BCID a clairement fourni
des informations précieuses a un stade précoce et a influencé les décisions de gestion. Le panel a
permis d'ajuster plus tot la thérapie antimicrobienne chez 32% des patients. Dans le sous—-groupede
patients qui ont bénéficié d'une adaptation du traitement antimicrobien, les résultats du panel
BioFire FilmArray BCID ont été communiqués en moyenne 2 jours, 8 heures et 55 minutes plus t6t

que les méthodes de culture conventionnelles. (100)

Une étude récente menée par Verroken et al (2019) a trouvé un impact similaire a la
présente étude, avec 31,8% des 110 patients ayant subi un ajustement antimicrobien en réponse
aux résultats de la BCID de BioFire FilmArray [104]. La plupart des cas impliquaient l'initiation
d'agents antimicrobiens appropriés, suivie d'une désescalade et d'un élargissement de la
couverture antimicrobienne [104]. Comme dans la présente étude, le temps nécessaire a
I'instauration d'un traitement antimicrobien optimal a été considérablement réduit avec BioFire
FilmArray par rapport aux méthodes conventionnelles (4 heures 39 minutes contre 14 heures 41

minutes, respectivement) [104].
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3. Impact sur le colt global de prise en charge du patient :

Dans notre étude le colit direct de l'analyse est de 1800 DH/ test environ a I’hopital

militaire Avicenne de Marrakech.

L’'impact médico-économique de I'implantation du FilmArray® n’a pas été évalué au sein de
notre établissement. Cependant, une étude récente de J. Pardo et al. [105] a évalué cet impact en
comparant aun groupe contrble : le nombre de journées d’antibiothérapie, les tests additionnels,

les examens d’imagerie et la durée d’hospitalisation.

Cette étude conclut que le FilmArray® a permis une diminution significative du nombre de
tests additionnels, d’examens d’imagerie et de la durée d’hospitalisation chez I’adulte (mesurée

apres la date du prélévement).

Finalement, les interventions chez les patients dont les cultures sont contaminées ont

permis d'économiser environ 30 000 dollars par 100 patients testés.

Une autre étude américaine a montré I'impact de l'utilisation du panel BCID sur les résultats

des patients, y compris les colits directs et indirects des soins de santé les colits directs

et indirects des soins de santé, le délai de mise en place d'un traitement antimicrobien
efficace et optimal, la durée de I'hospitalisation et la mortalité, séjour a I'hdpital et la mortalité.

(106)
VI. Limites :
L’analyse comparative entre la PCR Multiplex type FilmArray Panel BCID et les méthodes
microbiologiques traditionnelles a permis I'identification de quelques limites de son utilisation :
> Colit élevé du test FilmArray par rapport aux autres méthodes conventionnelles
> Détection de germes non inclus dans le panel :

Une limitation évidente de toute approche de test de panel moléculaire syndromique estle

nombre limité de pathogenes inclus dans le panel. Méme si le panel FilmArray BCID comprend un
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large éventail d'agents pathogénes, une approbation excessive des résultats négatifs, en particulier

dans les régions géographiques avec des agents étiologiques inhabituels deméningite, pourrait

conduire a des tests inefficaces.
» Non-quantification des pathogénes détectés :
> Identification de la sensibilité des pathogénes aux antibiotiques :

Le test FilmArray BCID n'apporte d’aide quant au choix des molécules anti-infectieuses

car il détecte un nombre limité des marqueurs de résistance a savoir :
e mecA- résistance a la méticilline
e vanA/B-résistance a la vancomycine

e KPC-résistance aux carbapénémes

De ce fait, la culture doit étre maintenue car c’est le seul moyen de caractériser les souches
circulantes, élément essentiel a la surveillance de la résistance aux antibiotiques, a I’établissement

de données épidémiologiques et a la mise au point de vaccins.
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Malgré les progrés réalisés dans le diagnostic et le traitement des infections, les
bactériémies restent une cause importante de mortalité et de morbidité. L’issue des patients

suspects de bactériémie repose sur un diagnostic rapide et fiable de I'agent pathogéne en cause.

Notre travail a été réalisé sur 28 échantillons de préléevement sanguin de patients suspects
de bactériémies et analysés au sein du service de microbiologie- virologie et de biologie
moléculaire de I’hopital Avicenne de Marrakech entre Janvier 2020 et Décembre 2022, eta permis
d’évaluer I'impact de I'utilisation d’'une PCR multiplex type panel FilmArray® dans le diagnostic des

bactériémies en la comparant aux méthodes diagnostiques conventionnelles.

L’ensemble des résultats de notre étude a permis de mettre en évidence de nombreux
avantages liés au diagnostic des bactériémies par approche syndromique en utilisant la plate-

forme FilmArray panel BCID :
> Rapidité de I'analyse :
e Amélioration nette des délais de rendu de résultat.

e Instauration ou adaptation thérapeutique précoce et donc la diminution de la

prévalence de résistance bactérienne.
e Amélioration du pronostic des bactériémies.
> L’approche syndromique ciblant divers agents pathogénes a permis :
e La détection de pathogénes associés et donc de co-infections non suspectées.
e La confirmation d’une étiologie et I’exclusion d’une autre.
> Performance analytique élevée :
e Sensibilité et spécificité globales élevées.

e Robustesse diagnostique non altérée par la prise préalable d’antibiothérapie

probabiliste.
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e Détection d’agents pathogenes sur des échantillons testés négatifs par les techniques

classiques.
e Amélioration de la prise en charge globale des bactériémies

e Toutefois, on a relevé des limites qui sont a considérer pour 'utilisation optimale de

cette technologie :
> Colt élevé du test FilmArray en comparaison avec les autres techniques.
> Détection d’agents pathogénes absents dans le panel.
> Détermination du profil de sensibilité et de résistance des bactéries détectées.

Ainsi, le panel FilmArray BCID ne devrait pas étre utilisé comme un outil diagnostique
autonome indépendamment de la culture ; en effet, ces deux méthodes sont complémentaires et
devraient étre réalisées en synergie pour améliorer le diagnostic et éventuellement la prise en

charge des bactériémies.
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Résumé

La bactériémie est une pathologie grave potentiellement mortelle, elle est associée a un
grand nombre d’hospitalisation, un colt élevé et a une surconsommation d’antibiotiques. Une
rapide identification des pathogénes en cause est cruciale pour diminuer le fardeau sanitaire. Le
développement récent des nouveaux tests de diagnostic rapide par PCR multiplexe a visée
syndromique, capables de détecter plusieurs pathogénes en quelques heures, a entrainé un

changement de paradigme en microbiologie et en pratique clinique.

Objectif : Notre étude vise a évaluer I'apport du panel FilmArray BCID dans le diagnostic et
la prise en charge des bactériémies en le comparant a la culture conventionnelle, tout en

soulignant I’épidémiologie des agents pathogénes en cause.

Méthodes : Il s’agit d’'une étude rétrospective qui a été réalisée sur 28 prélévements
saunguins provenant de patients cliniquement suspects de bactériémies analysés par méthodes
classiques et par le test FilmArray BCID panel. Ce travail est réalisé au sein du laboratoire de
microbiologie- virologie et de biologie moléculaire a I’hopital Militaire Avicenne de Marrakech et

qui a duré 27 mois de Janvier 2020 a Mars 2022.

Résultats : Durant la période de I’étude,28 échantillons ont été documentés. Les
préléevements provenaient en grande partie des patients hospitalisés au niveau de différents
services de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech (93.9%) contre 7.1% de préléevements
externes. Le service le plus demandeur était le service réanimation médicale (76.9%). Une
prédominance masculine a été notée avec un sex-ratio H/F de 2.5. Le taux de positivité par le
panel FilmArray BCID était de 75%. Nous avons détecté un taux de co-infection de 25%. Une
étiologie bactérienne a été retrouvée chez 90.9% des patients, prédominée par le Staphylococcus
aureus avec un taux de positivité de 28%. Une étiologie fongique a été retrouvée dans 9.1% des
patients, le taux de concordance pour le staphylococcus aureus était alors de 92.8%. Nous avons

détecté 7 cas de bactériémies de diverses étiologies par le panel FilmArray BCID dans des
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échantillons testés négatifs par culture. Le délai médian de rendu de résultat était de : 6 heures

pour le panel FilmArray® BCID contre 24 heures a 120 heures pour les méthodes conventionnelles.

Le colit direct de I’analyse est de 1800 DH/test environ a I’hdpital militaire Avicenne de
Marrakech, toutefois, méme si le colt direct de I'analyse est élevé par rapport aux techniques

conventionnelles, il est a rapporter au colt global de la prise en charge du patient

Conclusion : Le panel FilmArray BCID est un outil de diagnostic simple, rapide et fiable
permettant la mise en ceuvre d’une stratégie thérapeutique précoce et adaptée et I’amélioration de
I’ensemble du parcours de soins. Toutefois, compte tenu de I'importance de I'antibiogramme,
I'utilisation des tests moléculaires devrait étre réalisée en complément de la microbiologie

conventionnelle. Par ailleurs,

Les résultats devraient toujours s’interpréter en fonction du contexte clinico-

épidémiologique et en association avec I’ensemble des examens biologiques.
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Abstract

Bacterimia is a vital issue and is associated with a large number of hospitalizations, high
cost and overuse of antibiotics. Rapid identification of the pathogens involved is crucial in reducing
the health burden. The recent development of new syndromic multiplex PCR rapid diagnostic tests
capable of detecting multiple pathogens within hours has brought a paradigm shift in microbiology

and clinical practice.

Objective : Our study aims to assess the contribution of the FilmArray BCID panel in the
diagnosis and management of bacterimia by comparing it to conventional culture, while

highlighting the epidemiology of the pathogens involved.

Methods : This is a retrospective study that was carried out on 28 blood samples from
patients clinically suspected of bacterimia and analyzed by conventional methods and by the
FilmArray BCID panel test. This work is carried out in the microbiology-virology and molecular
biology laboratory at the Avicenne Military Hospital in Marrakech and which lasted 27 months from

January 2020 to Mars 2022.
Results : During the study period, 28 samples were documented.

During the study period, 28 samples were documented. Most of the samples came from
patients hospitalized in various departments of the Avicenne Military Hospital in Marrakech
(93.9%), compared to 7.1% of external samples. The department with the highest demand was the
medical intensive care unit (76.9%). A male predominance was noted with a sex ratio of 2.5. The
positivity rate by the FilmArray BCID panel was 75%. We detected a co-infection rate of 25%. A
bacterial etiology was found in 90.9% of patients, predominantly Staphylococcus aureus with a
positivity rate of 28%. A fungal etiology was found in 9.1% of patients, with a concordance rate of
patients, the concordance rate for staphylococcus aureus was 92.8%. We detected 7 cases of
bacteremia of various etiologies by the FilmArray BCID panel in samples tested negative by culture.

The median turnaround time for results was : 6 hours for the FilmArray® BCID panel versus 24
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hours to 120 hours for conventional methods.

Conclusion: The FilmArray BCID panel is a simple, rapid and reliable diagnostic tool that
allows the implementation of an early and adapted therapeutic strategy and the improvement of
the entire care pathway. However, given the importance of antibiotic susceptibility testing, the use
of molecular tests should be performed in addition to conventional microbiology. In addition, the
results should always be interpreted according to the clinical-epidemiological context and in

association with all biological examinations.
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