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GLOSSAIRE

Abces : Est une accumulation douloureuse de pus, généralement causée par une infection

bactérienne. Les abcés peuvent se développer n'importe ou dans le corps.

Anémie iatrogéne : Egalement connue sous le nom " Anémie nosocomiale ", est une affection

dans laquelle une personne développe une anémie due a des interventions médicales, le plus

souvent des prélevements sanguins répétés.

Antibiothérapie : Un traitement par antibiotique.

Antibiotype : Ensemble des caracteres résistant aux antibiotiques.

Arthrite septique : Est une infection douloureuse d'une articulation qui peut provenir de germes

qui voyagent dans la circulation sanguine a partir d'une autre partie du corps. L'arthrite septique
peut également survenir lorsqu'une blessure pénétrante, telle qu'une morsure d'animal ou un

traumatisme, libére des germes directement dans l'articulation.

Bactérie _commensale : Une bactérie est dite commensale lorsqu’elle vit au contact de

I’organisme sans provoquer de troubles. Ces bactéries peuvent provenir de 1’environnement ou

d’autres organismes.

Bactériémie intermittente : Episode de bactériémie dii au méme micro-organisme qui est détecté

par intermittence chez le méme patient en raison d'un cycle de clairance et de récidive.

Bactériémie persistante : Bactériémie qui accompagne l'endocardite ou d'autres infections

endovasculaires telles que la thrombophlébite suppurée ou d'autres infections provenant d'un

cathéter intravasculaire infecté.

Bactériémie transitoire : Est souvent asymptomatique, mais peut déclencher de la fiévre.

L'apparition d'autres signes cliniques suggere habituellement une infection plus grave, comme un

sepsis ou un choc septique

Cellulite : Est une infection grave qui se propage sous la peau, s'attaguant aux tissus mous comme

la peau et a la graisse sous-jacente.

Vil
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Choc septigue : La derniere forme de septicémie, est une complication grave qui peut inclure une

pression artérielle trés basse, un état mental altéré et un dysfonctionnement des organes.

Cholangite : Est une inflammation du systeme des voies biliaires. Le systeme des voies biliaires
transporte la bile de votre foie et de votre vésicule biliaire dans la premiére partie de I’intestin
gréle (le duodénum). Dans la plupart des cas, la cholangite est causée par une infection

bactérienne et survient souvent soudainement.

Diplocoqgue : Les diplocoques sont des bactéries que I'on retrouve sous forme de petits grains de

café identiques accolées deux a deux a l'observation au microscope.

Electrophorése sur_gel en champ pulsé : Est une technique de génotypage puissante utilisée

pour la séparation de grosses molécules d'/ADN (ADN génomique entier) apres digestion avec des
enzymes de restriction uniques et application & une matrice de gel sous le champ électrique qui

change périodiguement de direction.

Endocardite : Infection de la couche interne du ceeur, 1'endocarde, impliquant souvent les valves

cardiaques.

Endothélium du ceeur : Une fine membrane qui tapisse l'intérieur du cceur et des vaisseaux

sanguins. Les cellules endothéliales libérent des substances qui contrélent la relaxation et la
contraction vasculaires ainsi que des enzymes qui contrélent la coagulation du sang, la fonction

immunitaire et I'adhérence des plaquettes.

Episode de bactériémie : Un épisode de bactériémie est défini comme : (1) la récupération

initiale d'un agent pathogéne dans une hémoculture, (2) la récupération d'un agent pathogene
différent de l'agent pathogene initial > 48 h apres la récupération de 1'agent pathogene initial, ou
(3) la récupération du méme pathogene apres un intervalle d'au moins 14 jours depuis la culture

précédente avec ce pathogeéne.

Fibronectine : Classe de glycoprotéines presente dans la matrice extracellulaire et qui joue un

réle clé dans I'adhésion des cellules a la matrice extracellulaire.
Fongémie : Présence de champignons viables dans le sang.

Histopathologie : Est le diagnostic et I'étude des maladies des tissus et consiste a examiner les

tissus et/ou les cellules au microscope.
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Infection nosocomiale : Infection associée aux soins. Elle se manifeste au cours ou au décours

d’une hospitalisation. Elle doit donc impérativement étre absente a 1’admission du patient dans

I’établissement et se déclarer au minimum 48 h aprés I’admission.

Méningite : Est une infection grave des méninges, les membranes qui recouvrent le cerveau et la
moelle épiniere. La maladie peut étre causée par de nombreux agents pathogenes différents,
notamment des bactéries, des champignons ou des virus, mais la charge mondiale la plus élevée

est observée avec la méningite bactérienne.

Organismes_exigeants : Organismes nécessitant des conditions nutritionnelles et d'incubation

spéciales pour la culture (par exemple, ajout de certains nutriments, incubation dans une

atmospheére de dioxyde de carbone).

Ostéomyélite : Est une infection osseuse causée par des bactéries ou des champignons. I

provoque un gonflement douloureux de la moelle osseuse, le tissu mou a l'intérieur de vos os.

Phénomeéne de satellitisme : Croissance améliorée au contact de colonies de certaines bactéries

produisant un facteur de croissance.

Pléomorphisme : Est la capacité de certains micro-organismes a modifier leur morphologie, leurs

fonctions biologiques ou leurs modes de reproduction en réponse aux conditions

environnementales.

Pneumonie : Est une forme d'infection respiratoire aigué qui affecte les poumons. Les poumons
sont constitués de petits sacs appelés alvéoles, qui se remplissent d‘air lorsqu'une personne en
bonne santé respire. Lorsqu'un individu souffre de pneumonie, les alvéoles sont remplies de pus et

de liquide, ce qui rend la respiration douloureuse et limite I'apport d'oxygéne.

Poste de sécurité_microbiologigue : Une enceinte de sécurité biologique créer un flux d'air

entrant et descendant qui assure la protection de l'opérateur. Principalement utilisée pour la
manipulation d'échantillons biologiques pathogénes ou pour des applications nécessitant une zone

de travail stérile.

Pyélonéphrite : Est un type d'infection des voies urinaires (IVU) qui commence généralement

dans l'urétre ou la vessie et se propage a I'un ou aux deux reins. Une infection rénale nécessite une

attention médicale rapide.



Taxonomie : Science de la catégorisation ou de la classification.

Traitement empirigue : Un traitement médical ou une thérapie basée sur I'expérience et, plus

spécifiquement, une thérapie commencée sur la base d'une « supposition éclairée » clinique, avant

les résultats de laboratoire.

Végétation cardiaque : Une excroissance pathologique qui se développe sur une valvule

cardiaque a I'occasion de certaines pathologies comme I'endocardite infectieuse.

Valve cardiague : Une valve cardiaque est un élément du cceur séparant les différentes cavités

cardiaques et assurant la bonne circulation du sang entre les différentes cavités cardiaques.

Xl



RESUME

La bactériémie est une affection grave et redoutée, du fait d’une mortalité¢ associée €levée. Les
hémocultures sont considérées comme la méthode de référence pour le diagnostic de la
bactériémie et font partie des fonctions les plus importantes du laboratoire de microbiologie

clinique.

Des hémocultures négatives signent dans la plupart des cas 1’absence de bactéries dans le sang.
Toutefois, devant un contexte clinique évocateur de syndrome infectieux, il faut toujours garder a
I’esprit que 1I’hémoculture peut étre faussement négative, du fait d'un prélévement effectué au
moment non optimal ou sous antibiothérapie, quantité de sang ensemencée insuffisante, longue
durée de stockage avant l'incubation, ... Cette thése fait le point sur les données récentes pour

éviter les faux négatifs, et ameliorer le temps et le rendement des hémocultures.

Dans cette thése, nous présentons aussi une discussion approfondie des questions liées au
probléme de la contamination des hémocultures. Les questions abordées comprennent la portée et
I'ampleur du probléme, les bactéries les plus souvent reconnues comme des contaminants, I'impact
de la contamination des hémocultures sur le fonctionnement du laboratoire de microbiologie

clinique, et, peut-étre le plus important, une discussion systématique des solutions au probléme.

Mots clés : hémoculture, sang, bactériémie, contamination de I'hnémoculture.



ABSTRACT

Bacteremia is a serious and dreaded condition, due to the high associated mortality. Blood cultures
are regarded as the gold standard for diagnosis of bacteremia and are among the most important
functions of the clinical microbiology laboratory.

Negative blood cultures sign in most cases the absence of bacteria in the blood. However, faced
with a clinical context suggestive of an infectious syndrome, it should always be borne in mind
that the blood culture may be falsely negative, due to a sample taken at the non-optimal time or
under antibiotic therapy, insufficient quantity of blood inoculated, long storage time before
incubation, ... This thesis reviews recent data to avoid false negatives, and improve the time and
yield of blood cultures.

In this thesis, we also present a comprehensive discussion of matters related to the problem of
blood culture contamination. Issues addressed include the scope and magnitude of the problem,
the bacteria most often recognized as contaminants, the impact of blood culture contamination on
clinical microbiology laboratory function, and, perhaps most importantly, a systematic discussion

of solutions to the problem.

Keywords : blood culture, blood, bacteraemia, blood culture contamination.



INTRODUCTION / PROBLEMATIQUE

Dans des conditions normales, le sang est stérile. Des infections sévéres localisées ou
systémiques peuvent entrainer la pénétration de micro-organismes dans la circulation sanguine.
Cette présence de bactéries dans le sang est appelée « bactériémie » [1]. La plupart du temps, ces
bactéries sont rapidement éliminées par le systeme immunitaire. Dans le cas d'infections massives
ou de foyers d'infection intravasculaires, le systeme immunitaire peut étre incapable d'éliminer les

bactéries du sang, ce qui entraine une infection du sang ou bactériémie [2].

La bactériémie est une cause majeure de morbidité, de réadmission a I'népital et de mortalité
[3]. Les hémocultures sont le principal outil de diagnostic pour identifier les agents responsables
de la bactériémie. Cependant, 28 % a 49 % des patients atteints de sepsis sévere sont négatifs pour
un agent pathogéne bactérien [4]. Une évaluation de plus de 6 millions de cas de bactériémie
sévere a révelé que les résultats négatifs a la culture étaient en corrélation avec un nombre accru

de comorbidités, un dysfonctionnement des organes et un taux de mortalité plus élevé [5].

Les micro-organismes responsables de cette infection peuvent é&tre identifiés par
hémoculture. Une hémoculture consiste en un échantillon de sang d'un patient, suspecté d'avoir
une infection du sang, qui est inoculé dans un flacon d'’hémoculture spécialisé contenant un
bouillon qui favorise la croissance optimale des bactéries. La concentration de bactéries dans le
sang des patients atteints d'une bactériémie est tres faible [2], la culture directe de sang sur gélose
ne permet donc pas de détecter la présence de bactéries. Une fois que le sang est inoculé dans le
flacon d'hémoculture, une amplification supplémentaire des bactéries peut avoir lieu, conduisant

finalement a une croissance bactérienne visible [6].

Néanmoins, dans certains cas, les hémocultures sont faussement négatives ou faussement
positives, et ce pour plusieurs raisons, engendrant des conséquences cliniques et économiques

facheuses.

C’est dans ce contexte, et dans un but d’optimisation de la méthode de 1’hémoculture que
nous avons choisi ce théme, relatant dans une revue de littérature, les causes de fausses positivité
et de fausses négativité de la dite méthode, et une proposition de recommandations afin
d’améliorer le diagnostic étiologique des bactériemies, ce qui peut étre salutaire pour bon nombre

de patients.






ChapitreI:

Généeéralités sur les hémocultures



Chapitre I : Généralités sur les hémocultures

1. Historique sur les hémocultures :

On ne sait pas exactement quand les hémocultures ont commenceé a étre exécutées. Avant
1880, I'némoculture était limitée a une goutte de sang prélevée au bout du doigt et était

principalement utilisée dans la fievre puerpérale et I'endocardite [7].

Dés 1880, il était reconnu que la quantité de bactéries dans le sang était faible et que la
collecte d'un volume suffisant était critique, ce qui suggérait d'augmenter le nombre de piqdres.
Lorsque la seringue stérilisable a été inventée (vers 1886), les médecins ont pu prélever de
maniére aseptique de plus grands volumes de sang et la technique de I'hnémoculture a progressé

[7].

Au début du XXe siécle, le processus d'hémoculture était une pratique répandue chez les
patients septiques, et des recommandations détaillées sur la préparation de la peau du patient, le
volume de sang a prélever, les milieux et le nombre de flacons & inoculer ont été publiées.
Jusqu'aux années 1970, aucun changement majeur au-dessus de la technique classique de

I'némoculture n'a été apporté [7].

Basée sur le principe de détection radiospirométrique des bactéries développé par la
National Aeronautics and Space Administration (NASA) pour identifier la vie microbienne dans
le sol martien, la premiére technologie d'hémoculture automatisée, le détecteur de croissance

Bactec™ (Becton Dickinson) a été inventé.

Basé sur la détection colorimétrique des changements de pH secondaires a la croissance
microbienne et introduit en 1990, le BacT/Alert (Organon Teknika Corporation) a été le premier
systeme d'hémoculture entiérement automatisé et surveillé en continu [8]. Le systeme ESP BC
(Difco) [9] lancé en 1994 surveillait I'évolution de la pression de I'espace de téte du flacon
secondaire au métabolisme microbien via un capteur de pression électronique relié au septum du
flacon par un évent stérile, et le systtme VITAL introduit par bioMérieux, a incorporé une
molécule fluorescente dont la conformation s'est altérée en raison des changements de pH, des
variations du potentiel redox et de la production de CO, [10]. Ainsi, le début de I'ere de la
surveillance continue de I'hnémoculture a été marqué conjointement par BacT/Alert, BACTEC
série 9000, ESP et VITAL.
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2. Définitions liées au processus d*hémoculture :

Hémoculture : Echantillon de sang prélevé par une ponction veineuse (éventuellement divisé en

plusieurs flacons d'hémoculture) pour la culture de micro-organismes, inoculé dans un bouillon

nutritif qui favorise la croissance optimale des bactéries.

Systeme d'hémoculture manuel : Les systemes d'hémoculture dits « manuels » reposent sur
I'utilisation de flacons d’hémoculture appropriés, sans utiliser d'équipement automatisé, qui sont
placés dans un incubateur statique conventionnel et sont inspectés quotidiennement pour détecter

visuellement les signes de croissance de micro-organismes.

Systeme d*hémoculture biphasique: Systéme d'hémoculture dans lequel un seul flacon se

compose d'une phase de bouillon liquide et d'une phase de gélose solide; congu pour que la gélose

puisse étre irriguée (et inoculée) avec le milieu de bouillon (Annexe 1.).

Systeme_d'hémoculture automatisé : Systéme d'hémoculture qui utilise un équipement (un

incubateur automatise) pour l'incubation, I'agitation et la surveillance des flacons d'hémoculture

pour la croissance microbienne.

3. Indications :

Les hémocultures sont indiquées chaque fois qu’il y a une suspicion clinique de bactériémie,
endocardite infectieuse, paludisme ou infection localisée avec une évolution systémique, par
exemple : ostéomyélite, méningite, arthrite septique, pneumonie chez les patients hospitalisés,
infections des voies urinaires (p.ex., pyélonéphrite compliquée), abces, infections de cathéter,

infections gastro-intestinales (p.ex., cholangite), cellulite sévere [6].

Dans une tentative d'améliorer la sensibilité, Shapiro et al. ont développé une regle de
décision clinique complexe qui combinait des variables de I'histoire du patient, des signes vitaux
et des tests de laboratoire de base pour classer les patients dans des groupes a faible ou a haut
risque. Leurs criteres de faible risque se sont révélés étre respectivement de 98 % et 97 % de

sensibilité dans la dérivation et la validation d'origine [11].
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Criteres de Shapiro, Bas risque : 0-1 point. Risque intermédiaire : 2-5 points.

Haut risque : 6 points ou plus [12] :

+ Critéres majeurs :
v' Suspicion d'endocardite (3 points) ;
v" Température > 39,4 °C (3 points) ;
v’ Cathéter a demeure (2 points).
+ Criteres mineurs (1 point chacun) :
v" Température 38,3 °C - 39,3 °C;
Age >65ans ;
Des frissons ;
Vomissement ;
Pression artérielle systolique < 90 mmHg ;
Nombre de globules blancs > 18 000/uL ;
Créatinine > 2 mg/dL ;
Numeération plaquettaire < 150 000/uL ;
Neutrophiles > 80 % ;

NN N N N N N NN

Formes de bandes > 5 %.

En fonction de critéres majeurs et mineurs, le score de Shapiro permet de classer les patients
a risque de bactériémie en trois catégories : ceux a bas risque (0,6 %), ceux a moyen risque (6,8
%) et ceux a haut risque (25,6 %). Les auteurs proposent de prélever une hémoculture chez les
patients ayant 2 points ou plus et de s’abstenir chez les patients a bas risque [13].

Des études récentes montrent que I'adoption du score de Shapiro pour prédire la bactériémie

a une sensibilité élevée [11,12].
4. Techniques et procédés :

4.1. Prelevement de sang pour hémoculture :

Le processus de collecte de sang pour I'némoculture est trés important pour la qualité des
résultats [14]. Pour les établissements de santé, le protocole de prélevement des hémocultures doit
étre validé par le Comité de Lutte contre les Infections Nosocomiales (CLIN), aprés concertation
avec le personnel de santé [15].
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La ponction veineuse est la seule méthode valable pour prélever le sang en vue d’une culture
bactériologique ou mycologique. Les autres sites de prélévement, notamment a travers un
dispositif intra-vasculaire, augmentent significativement la fréquence des contaminants et ne
permettent pas d’établir un diagnostic de bactériémie ou de fongémie (distinction impossible entre

infection et colonisation du dispositif). Ils sont déconseillés [15,16].

Il est impératif de réduire au minimum aussi bien le risque de contamination de 1’échantillon
de sang que le risque d’exposition au sang du préleveur (HCV, HIV) [17-19]. Les principales

étapes sont les suivantes [15] :

Porte de la chambre fermée ;
Respect des précautions standards ;
Lavage ou désinfection des mains du préleveur ;

Port de gants non stériles ;

AN N NN

Désinfection de 1’opercule des flacons d’hémoculture et du point de ponction (de

maniere centrifuge) avec un produit approprieé ;

<

Ne plus palper la veine apres cette étape ;

v' Préléevement du sang en controlant le bon remplissage des flacons, et en
commengant par le remplissage du flacon aérobie afin d’évacuer ’air présent dans
la tubulure avant d’ensemencer le flacon anaérobie [30] ;

v" Identification correcte de 1’ensemble des flacons.

Il est conseillé d’utiliser des antiseptiques alcooliques (chlorhexidine alcoolique de
préférence) d’efficacité équivalente ou supérieure a celle des antiseptiques non-alcooliques [20-

22]. L’étape du séchage de I’antiseptique est 1’étape critique a respecter (voir Annexe 2.) [15,22].

Il est recommandé de réaliser les prélevements de sang avant ou a distance de

I’administration d’antibiotique ou d’antifongique [23,24].
4.2. Type de bouillon et additifs pour favoriser la croissance :

4.2.1. Bouillon d’hémoculture :

La caractéristique la plus importante d'un flacon d’hémoculture est qu'il doit soutenir de
maniére adéquate la croissance bactérienne. A cet effet, une variété de bouillons de peptides et
d'additifs sont disponibles (Tableau 1.). Il n'existe pas de milieu de bouillon « optimal » unique; la

plupart des bouillons contiennent du dextrose et des molécules peptidiques complexes d'origine

5
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animale. Les bouillons d’hémoculture qui favorisent la croissance d'un large éventail d'especes

bactériennes comprennent le bouillon de soja trypsique, également connu sous le nom de bouillon

de digestion de caséine de soja, le bouillon de peptone supplémenté et le bouillon d'infusion cceur-

cervelle. D'autres bouillons couramment utilisés tels que le bouillon au thioglycolate, le bouillon

au thiol, le bouillon Columbia et Brucella (hypertonique) sont également adéquats pour la

récupération bactérienne [25]. Pour les bactéries anaérobies, le bouillon Columbia, les bouillons

peptonés pré-réduits, les bouillons au thioglycolate et les bouillons au thiol sont avantageux,

supposément bases sur leur faible potentiel redox [26].

Tableau 1. Composition du milieu des flacons d’hémoculture manuels [6] :

Milieu ou composant/additifs

MILIEU DE CULTURE
Thioglycolate

Bouillon Tryptic Soja (TSB)
Bouillon au thiol

Infusion cceur-cervelle (BHI)

Bouillon Columbia

Bouillon peptoné supplémenté

Milieu hypertonique (bouillon Brucella)

ADDITIFS

Polyanéthol sulfonate de sodium (SPS)

Commentaire

Favorise la croissance des anaérobies
Milieu a usage général, favorise les espéces de Pseudomonas
Favorise la croissance des espéces de Streptococcus

Milieu & usage général, facilite la récupération des levures et

des organismes Gram-positif
Milieu a usage général, favorise la croissance des anaérobies

Support a usage général; supérieur au TSB pour la plupart des

agents pathogenes courants en hémoculture

Soi-disant améliore la stabilité cellulaire et augmente les taux

de récupération de certaines bactéries, y compris
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, espéces de Candida;

les preuves concernant son efficacité sont mitigées

Anticoagulant; Le SPS (Figure 1.) inhibe également le
lysozyme, inactive les concentrations cliniquement réalisables
de certains antibiotiques aminosides et polymyxines, inhibe
des parties de la cascade du complément et inhibe la
phagocytose. Des concentrations plus élevées de SPS, tout en
favorisant la récupération des cocci Gram-positif, diminuent la
récupération des bactéries Gram-négative. Certaines especes

de bactéries sont inhibées par le SPS, telles que les espéces
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Gélatine

Extrait de levure

Saponine

Hémine (facteur X)

NAD (facteur V)

Pyridoxine

Acide para-aminobenzoique

Cystéine

Neisseria,  Peptostreptococcus  anaerobius,  Moraxella

catarrhalis et Gardnerella vaginalis

Contrecarre l'inhibition de la croissance des especes
bactériennes par le SPS in vitro. Les preuves de son efficacité

clinigue ne sont cependant pas solides
Favorise la croissance bactérienne

Agent lytique (utilisé dans le systeme de lyse-centrifugation);

améliore la récupération des espéces de Streptococcus

Favorise la croissance d'organismes exigeants tels que les

especes Haemophilus influenzae et Neisseria

Favorise la croissance d'organismes exigeants tels que les

especes Haemophilus influenzae et Neisseria

Favorise la croissance des organismes dépendants de la

pyridoxine tels que certaines especes de Streptococcus
Inhibe I'effet des antibiotiques sulfamides

Agent réducteur; améliore la récupération des bactéries

anaérobies et Streptococcus pneumoniae

Concernant le volume de bouillon, un rapport sang-bouillon de 1:5 & 1:10 doit étre respecté

pour optimiser la croissance. Chez les enfants, des rapports sang-bouillon plus élevés (par

exemple, 1:50 a 1:100) sont acceptables [6].

Figure 1. Formule chimique du polyanéthol sulfonate de sodium (SPS), anticoagulant présent dans le

milieu BACTEC [27].
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4.2.2. Résines et charbon :

Toutes les lignes directrices sur la prise en charge du sepsis soulignent lI'importance de
prélever du sang pour I'némoculture avant I'administration d'antibiotiques [23,24]. L'impact
négatif de I'utilisation d'antibiotiques avant le préléevement sur le rendement des hémocultures est
important, car la présence d'antibiotiques dans le sérum peut inhiber la croissance des bactéries
[24]. Les résines sont utilisees pour contrer I'effet des antibiotiques sur la croissance des bactéries
dans le bouillon (Figure 2.).

Figure 2. Flacon d’hémoculture BACTEC aérobie, présentant les résines adsorbantes et échangeuses de
cations au fond [28].

Les résines et le charbon de bois sont efficaces pour augmenter les taux de récupération
microbienne. Plus de micro-organismes, en particulier les staphylocoques et les levures, sont
récupérés a partir des formulations avec ces additifs, par rapport aux formulations non
supplémentées [6]. La plupart des résines sont formulées sous forme de polyvinyle et de benzene
hautement poreux dans une perle sphérique; il existe des résines échangeuses d'ions cationiques et
des résines adsorbantes polymeres [25]. En plus de la liaison des agents antibiotiques, les billes de
résine fournissent une surface supplémentaire pour la croissance bactérienne et aident a filtrer et a
lier les composants de la cascade du complément. Les formulations exactes et I'équilibre entre les

ratios de nutriments et de résines sont souvent exclusifs et donc inconnus [6].

Dans les systemes automatises, les bouillons additionnés de résine sont supérieurs aux
bouillons généraux et aux bouillons contenant du charbon de bois. Il est important de noter que les

résines n'interferent pas autant avec la coloration et la lecture de Gram que le charbon de bois [6].
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5. Incubation et traitement des flacons inoculés :

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 72 premieres heures, puis
seulement une fois par jour pour les 4 jours suivants [29]. L'observateur va rechercher la présence
d'un trouble du milieu provoqué par la croissance bactérienne (bacilles @ Gram négatif aérobies,
Staphylococcus spp. et Bacteroides spp.), d'une hémolyse (Staphylococcus spp., Streptococcus
spp., Listeria monocytogenes, Clostridium spp. et Bacillus spp.), d'un coagulum (Staphylococcus
aureus), de colonies au fond du flacon (Streptococcus spp. et Nocardia spp.), de production de gaz
(bactéries aéro-anérobies facultatives et anaérobies strictes). Certains genres bactériens comme
Brucella, Haemophilus, Neisseria et Campylobacter troublent peu ou pas le bouillon de culture
(voir Annexe 3.) [30].

En revanche, pour les systemes automatisés, une incubation de 5 jours suffit. Au-dela de ce
délai, les bactéries détectées sont généralement des contaminants qui étaient en tres faible quantit
[30].

Les systémes automatisés actuels affichent de meilleures performances que les systémes

manuels en termes de rendement et surtout de vitesse de croissance [31,32].

La prolongation de [lincubation autrefois recommandée pour des micro-organismes
particuliers comme les bactéries du groupe HACEK (Haemophilus aphrophilus/paraphrophilus,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens et le genre
Kingella) et Brucella spp. ou lorsqu'une endocardite est soupgonnée, n'est plus d'actualité du fait

de la sensibilité actuelle des systemes automatisés [30].

La lecture par réflectométrie, par fluorescence ou par détecteur de variation de pression
toutes les 10 minutes a la recherche du CO: produit dans les flacons permet d'obtenir une
représentation graphique au cours du temps. Un flacon sera alors détecté positif si sa production
de COz augmente au cours du temps de fagcon exponentielle [6].

Devant toute suspicion de positivité (systtme manuel ou automatique), un examen
microscopique (état frais et coloration de Gram) et une mise en culture sont realisés sur les
flacons. Tout flacon considéré comme positif doit impérativement étre manipulé sous un poste de

sécurité microbiologique (PSM) (voir Annexe 4.) [30].
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La capacité limitée a prédire une bactériémie en fonction de I’appréciation clinique et la
crainte d’omettre ce diagnostic génerent une large prescription des hémocultures et un faible
rendement, avec 92 a 96 % des prélevements qui reviennent négatifs [33]. Ce taux élevé de
cultures stériles refléte le plus souvent 1’absence de bactériémie. Cependant, il ne faut pas

méconnaitre le risque de faux négatif.

Devant un contexte clinique évocateur de sepsis ou d'endocardite infectieuse, il faut toujours
penser a une fausse négativité. Les causes d'échec de cultures sont nombreuses : prélévement
effectué au moment non optimal, trop tardivement au cours de la maladie, prélevement pratiqué

sous antibiothérapie, quantité insuffisante de sang cultivé, ou une incubation retardée [30].

1. Volume de sang a prélever :

La variable diagnostique la plus importante affectant la sensibilité des hémocultures est la
collecte de quantités suffisantes de sang [4,34]. Des volumes de sang plus élevés entrainent une
plus grande récupération de I'organisme (Figure 3.) [13], et certaines études suggérent que chaque
millilitre de sang supplémentaire prélevé peut entrainer une augmentation de 2 a 4 % du taux de
positivité [35]. Pour atteindre une sensibilité > 95 %, jusqu'a 60 mL de sang doivent étre prélevés
[36,37].

La concentration de micro-organismes dans le sang des patients atteints de bactériémie varie
entre < 1 unité formant colonie (UFC)/mL a 10 UFC/mL de sang chez les adultes [6]. Pour éviter
les cultures bacteriennes faussement négatives a cause d’une faible charge bactérienne, il est
recommandé d'échantillonner un volume aussi important que possible pour la culture. Plusieurs
études ont déja montré que des volumes plus élevés de sang en culture entrainaient des taux de
détection plus élevés [35,36]. Par conséquent, le volume de sang prélevé est un indicateur de

qualité important pour les hémocultures et doit étre surveillé [38].

Cependant, le prélevement de grands volumes de sang n'est pas sans risque d'anémie

iatrogéne chez les enfants [39].
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Figure 3. Influence du volume de sang prélevé sur la sensibilité de I’hémoculture [14]. « B » représente
la charge bactérienne sanguine, qui varie au cours du temps mais n’est jamais nulle. (A) En cas de
prélévement d’un faible volume de sang (10 a 20 mL), la probabilité¢ d’introduire dans les flacons
d’hémoculture un nombre de micro-organismes inférieur a la limite de détection (matérialisée par la
ligne pointillée) est plus élevée qu’en cas de prélévement d’un volume plus conséquent (cas B), (40 a 60
mL).

1.1. Recommandations pour les adultes :

Pour les adultes, les directives actuelles de prise en charge de la bactériémie recommandent
le prélevement d'au moins 2 a 4 séries d'hémocultures (40 a 80 mL de sang), chaque série étant
généralement constituée d'un flacon aérobie de 10 mL et d'un flacon anaérobie de 10 mL pour
identifier les organismes responsables de la bactériémie [40,41]. Une hémoculture est définie dans
ces directives, et dans la plupart des autres, comme le volume de sang prélevé par une ponction
veineuse [42]. Une étude récente a confirmé la nécessité de prélever au moins trois hémocultures
(ou 60 mL), car ils ont constaté que 7,5 % des épisodes des infections du sang auraient été
mangués sans une troisieme hémoculture [37].

Une situation particuliére en termes de nombre des hémocultures a prélever est la suspicion
d'endocardite. Dans ce cas, il est généralement recommandé de prélever trois hémocultures de 20

mL, car cela a permis de détecter 96 a 98 % des bactériémies dans le cadre d'une endocardite [43].

La variable clé est le volume total de sang qui est cultivé, quel que soit du temps et de la
fréquence d'échantillonnage. Par exemple, s'il est recommandé de prélever 60 mL de sang pour la
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culture, cela peut ne pas faire beaucoup de différence si ces 60 mL sont cultivés en deux

hémocultures de 30 mL ou en trois hémocultures de 20 mL [14,36].

1.2. Recommandations pour les enfants :

Chez les enfants, la situation est plus complexe. Le volume de sang qui peut étre prélevé en
toute sécurité et confortablement chez les enfants est lié a I'age et au poids de I'enfant (voir
Annexe 6.). On a longtemps cru que de trés petits volumes de sang étaient suffisants pour
I'némoculture chez les enfants, car les concentrations bactériennes (charge bactérienne) chez les
enfants atteints de la bactériémie étaient considérées beaucoup plus élevées que chez les adultes
[45,46]. Cependant, certaines études ont montré des proportions de bactériémie de bas niveau (<
10 UFC/mL) chez 23 a 69 % des nourrissons et des enfants [47,48]. Dans cette optique, il a été
démontré que I'échantillonnage de volumes plus élevés augmente la sensibilité des hémocultures

chez les enfants.

Les derniéres directives de I'Infectious Disease Society of America (IDSA) et de I'American
Society of Microbiology (ASM) recommandent de prélever 2,5 a 4 % du volume sanguin total des
enfants (Tableau 2.) [40]. Cependant, une étude de 2011 suggere que seulement 3,8 % du volume
sanguin total peuvent étre prélevés en toute sécurité (pour toutes les analyses de laboratoire
combinées sur une période de 24 h) chez les enfants au-dela de la période néonatale, et cette
valeur de sécurité est encore remise en question par des taux plus élevés de I'anémie chez les
enfants [49-51]. Etant donné que de nombreux enfants gravement malades doivent également
prélever du sang pour dautres analyses, le prélevement de 4 % du volume sanguin total pour
I'némoculture seule ne peut donc pas étre recommandé. Plus en accord avec ces préoccupations, le
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recommande un prélevement d'un maximum

de 1 % du volume sanguin total (pour les nourrissons et les jeunes enfants) [25].
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Tableau 2. Volumes de sang recommandés pour la culture chez les enfants [40] :

Poidsdu  Volume Volume de sang recommandé  v/olume total  Pourcentage du
patient  patient total pour I'hémoculture (ML) pour la culture volume sanguin
(kg) (mL) (mL) total du patient
Série 1 Série 2
<1 50-99 2 -
1,1-2 100-200 2
2,1-12,7 >200 4
12,8-36,3 >800 10 10 20 2,5
>36,3 > 2200 20-30 20-30 40 - 60 1,8-2,7

2. Impact de I'administration des antibiotiques sur la positivité des

hémocultures :

Un des principaux facteurs et le plus fréquent associé aux hémocultures négatives est la

réception d'antibiotiques au cours des 48 heures qui précedent le prélevement [52].

Toutes les lignes directrices sur la prise en charge de la bactériémie soulignent I'importance
de prélever du sang pour I'némoculture avant l'administration d'antibiotiques [23]. L'impact
négatif de l'utilisation des antibiotiques avant le prélévement sur le rendement des hémocultures
est important, car la présence d'antibiotiques dans le sérum peut inhiber la croissance des bactéries
[24].

Les études portant sur l'impact de l'administration d'antibiotiques sur la positivité de

I'némoculture au début de la bactériémie font defaut [53].

Dans une étude récente, la positivité de I'némoculture a été réduite de 20 % parmi les
hémocultures obtenues au cours de l'antibiothérapie (Figure 4.) [24]. Les données actuelles
quantifient la perte d'informations avec le prélevement d'hémoculture pendant I'antibiothérapie et,
par conséquent, la perte potentielle d'informations nécessaires pour effectuer une antibiothérapie
sur mesure. Cela implique des problemes majeurs car l'optimisation des antibiotiques et la
désescalade de l'antibiothérapie sont importantes sur la base de l'identification des agents
pathogeénes. Les résultats de I'analyse non appariée (patients avec des préléevements effectués avant

ou pendant I'antibiothérapie) ont également été confirmés par I'analyse appariée (patients avec des
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prélevements effectués a la fois avant et pendant I'antibiothérapie). Une perte de détection des
agents pathogénes (faux négatifs) de 30 % dans ce sous-groupe [24].

70 Prélévement avant Prélévement pendant
= antibiotiques les antibiotiques
£ 60
S I
£ 50
k;

40

30 |

20

10

0

@ Total O 2 Kits dhémoculture M 3 Kits dhémoculture

Figure 4. Impact de l'administration d'antibiotiques sur la positivité de I'hémoculture au début de la
bactériémie [24]. Les patients dont les échantillons ont été prélevés avant I'administration d'antibiotiques
ont été comparés aux patients dont les échantillons ont été prélevés pendant l'antibiothérapie.
Découverte d'agents pathogenes au début de la bactériémie tracée sous forme de barres avec un
intervalle de confiance (IC) a 95 %.

L'importance d'une antibiothérapie ciblée et ses effets sur la survie ont été démontrés dans
de nombreux essais [54,55]. De plus, cette mesure neutralise une sélection de pathogenes

résistants [56-58], qui représente également un sérieux probléme en réanimation actuelle [59].

Plusieurs lignes directrices recommandent largement I'application empirique d'antibiotiques,
démontrant qu'un traitement antibiotique précoces a large spectre associé a la réduction de la

mortalité [60-62] et la prévention des chocs [63] chez les patients atteints de bactériémie.

Le désir d'obtenir des cultures avant d'initier un traitement antibiotique doit étre mis en
balance avec le risque de mortalité lié au retard d'un traitement clé chez les patients gravement

malades suspectés de septicémie ou de choc septique qui présentent un risque important de déces
[53].

Idéalement, les hémocultures doivent étre prélevées avant de commencer les antibiotiques.
Cependant, le plus souvent, des antibiotiques ont déja été administrés aux patients hospitalisés au

moment ou les hémocultures sont obtenues [64], 28 a 63 % des patients regoivent déja une
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antibiothérapie lors du préelevement [65]. Des flacons d'hémoculture contenant des resines

fixatrices d'antibiotiques ont été développés pour résoudre ce probléme.

Les résines peuvent neutraliser certains agents antibiotiques (y compris les antibiotiques
couramment utilisés de maniére empirique tels que la pipéracilline-tazobactam, la vancomycine et
certaines céphalosporines), mais ont une capacité faible ou nulle a neutraliser d'autres agents (par

exemple, les carbapenemes et les fluoroquinolones) [64,66].

Des études ont conclu que les résines peuvent ne pas eliminer complétement les risques de
stérilisation artificielle [64,67], soutenant ainsi la pratique consistant & obtenir des hémocultures
lorsque la plus faible concentration d'antibiotique reste dans le systeme du patient ou juste avant

une dose a venir.

3. Impact des délais d'incubation et de la température de stockage

sur les résultats des hémocultures :

Une maniere relativement simple d'améliorer la vitesse de détection consiste a s'assurer que
les flacons arrivent au laboratoire en temps voulu. Il a été démontré qu'une incubation retardée
prolonge considérablement le temps de détection et peut conduire a des résultats faussement
négatifs dans les systemes automatisés [14,68], mais le temps critique exact n'a pas été
formellement établi. Les lignes directrices recommandent un temps maximal entre l'aiguille et
I'incubateur de 2 h [25] a 4 h [42], Le UK Standard for Microbiology Investigations for BCs
recommande que les flacons soient placés dans des incubateurs au plus tard 4 h apres l'inoculation
[69]. Ce n'est pas toujours possible, de nombreux centres ont effectivement observé des temps de
transport moyens beaucoup plus longs. Les longues distances et le transport irrégulier des
échantillons de laboratoire du site de prélevement au laboratoire sont fréquents, ce qui entraine des

temps de transport encore plus longs.

Les flacons d'hémoculture doivent étre transportés au laboratoire a température ambiante
[25,41] ou dans un support thermostable et ne doivent jamais étre réfrigérés ou congeles, car de
nombreux organismes exigeants sont vulnérables au froid [25,70]. La pré-incubation des flacons
d'’hémoculture a 35 °C, par exemple dans un petit incubateur du service des urgences, peut
accélérer la détection de la croissance dans les systémes d'hémoculture manuels [71], mais n'est
pas conseillee pour les systemes automatisés car elle peut entrainer des résultats faux négatifs

[14]. Cependant, les « températures ambiantes » élevées sont courantes dans les pays a revenu
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faible ou intermédiaire (PRFI), ce qui garantit des temps de transport courts lors de I'utilisation de

systemes d'hémoculture automatisés pour éviter les résultats faussement négatifs [72].

Selon Ling CL et al. 2021 [72] : 1l n'y avait pas de perte significative de rendement lorsque
les hémocultures étaient stockées < 24 h a 25 °C, cependant, un stockage pendant 24 h a 40 °C a
diminué les rendements, et des temps de stockage plus longs ont augmenté les temps de détection
(Figure 5.). Les hémocultures doivent étre incubées avec un délai minimal pour maximiser la
récupération des agents pathogénes et la communication des résultats en temps opportun,
cependant, les retards inévitables peuvent étre gérés pour minimiser les impacts négatifs. Si des
retards d'incubation > 12 h sont inévitables, un transport a une température ne dépassant pas 25 °C

et des repiquages a lI'aveugle avant I'incubation doivent étre envisagés.

Pour fournir un environnement relativement protégé a des températures ambiantes,
I'utilisation de glacieres sans packs de glace offre une option rentable, et de maniére prometteuse,
Les taux de positivité étaient plus élevés pour les échantillons stockés dans des glaciéeres que pour
ceux stockés a 40 °C [72]. Néanmoins, une certaine prudence s'impose dans cette approche, par
exemple lors de périodes de température ambiante tres élevée ou lorsque I'exposition directe des
boitiers aux rayons du soleil ne peut étre évitée. Des températures a I'intérieur des glaciéres > 40

°C ont été enregistrées précédemment [73].
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Figure 5. Délai de positivité & partir du moment de I'inoculation pour les hémocultures automatisées
[72]. Le graphique en boite montre le temps de positivité (TTP) pour les hémocultures automatisées
pour différentes conditions de stockage.

4. Durée d'incubation :

L'optimisation du temps d'incubation des hémocultures pour minimiser la récupération des
hémocultures cliniqguement insignifiantes est attrayante, car les contaminants des hémocultures
peuvent entrainer une augmentation des codts des soins de santé, une durée de séjour prolongée et
des déchets de laboratoire [74,75].

Les hémocultures sont systématiquement incubées pendant 4 a 7 jours. Des études indiquent
que 98 % a 99 % des Véritables agents pathogénes sont détectés dans les 5 jours suivant
I'incubation par rapport a des temps d'incubation plus longs [76]. Cing jours d'incubation semblent
étre optimaux pour équilibrer une récupération accrue par rapport a lI'occupation inutile de I'espace
de l'incubateur et retarder le rapport final pour les cultures negatives. Il peut étre raisonnable,
cependant, de raccourcir les temps d'incubation a 4 jours ou méme 3 jours Si une panne
d'équipement ou une augmentation de la demande d'hémocultures (par exemple, pendant la
pandémie de COVID-19) entraine une demande soudaine de plus d'espace que l'infrastructure de
laboratoire peut accueillir. Plusieurs études n'‘ont démontré que de modestes réductions de la

véritable récupération des agents pathogénes avec 3 a 4 jours d'incubation par rapport a des durées
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plus longues (Figure 6.). Bien qu'une incubation de routine au-dela de 5 jours ne soit pas
nécessaire avec le systeme automatisé a surveillance continue, méme pour les organismes
HACEK. Il peut étre justifié de conserver les hémocultures plus longtemps sur demande dans
certains cas [77-79].
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Figure 6. Temps de positivité (TTP) pour les flacons d'hémoculture positifs avec le systéme automatisé
« BacT/Alert Virtuo » [77].

5. Détection de la croissance :
5.1. Utilité du repiquage a I’aveugle :

En raison des défis liés a la détection visuelle de la croissance, d'autres stratégies ont été
employées avant Il'utilisation généralisée de la surveillance automatisée des flacons d'hémoculture.
Pour les systemes manuels, des « repiquages en aveugle » sont souvent recommandés [6]. Il sagit
de sous-cultures a partir du bouillon d’hémoculture sur les milieux solides, en I'absence de signes
visuels de croissance. Le moment optimal du repiquage varie selon la source consultée. Selon le
moment du repiquage a l'aveugle pendant I'incubation [par exemple tét au jour 1 vs au jour 7 a la
fin de la période d'incubation (repiquage terminal)], Un repiquage précoce (dans les 12 a 24
heures suivant l'incubation) réduit le temps de détection, tandis qu'un repiquage tardif sert de
contréle final de la croissance, pour s'assurer gu'aucun agent pathogene n'est oublié [78]. Le
repiquage peut étre utilisé soit comme moyen de raccourcir le délai de détection ou comme

contréle final de la croissance.
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Le CLSI recommande par exemple le repiquage apres 24 a 48 h d'incubation pour faciliter la
détection précoce des micro-organismes [25]. Le « Manuel des procédures de microbiologie
clinique » de I'American Society of Microbiology de Leber et al. [40] recommande un repiquage a
72 h. Cumitech conseille des repiquages a l'aveugle de routine apres 12 a 18 h d'incubation pour
les flacons aérobies [6,42]. Les repiquages a l'aveugle de routine ne sont pas conseillés pour les
flacons anaérobies [6].

Les résultats d'une étude récente, y compris le temps de positivité retardé, I'échec des
flacons positives du systeme manuel a signaler le positif dans le systeme automatisé, et le manque
de fiabilité des controles visuels de la croissance pour les systémes manuels, indiquent qu'un
repiquage a l'aveugle avant l'incubation peut aider a réduire les faux résultats négatifs et a
diminuer le temps de positivité de I'inoculation si les flacons sont inévitablement stockés pendant

de longues périodes [72].

Méme avec le repiquage précoce, le temps de détection de nombreux agents pathogenes,
notamment les non-fermentaires tels que Burkholderia pseudomallei, reste plus long que dans les
systemes automatisés [31,80]. Une explication possible de cette observation est une détection plus
rapide de la croissance par les algorithmes du logiciel automatisé que I'évaluation visuelle de
I'indicateur. Cependant, un meilleur délai de détection peut également étre lié a une croissance
plus rapide. Les automates d'hémoculture agitent les hémocultures en continu pendant
Iincubation, ce qui s'est avéré augmenter la récupération des agents pathogenes, probablement en
raison d'une oxygénation accrue [81]. De plus, la température dans les incubateurs automatisés est
vraisemblablement plus stable que celle dans un incubateur conventionnel, qui doit étre ouvert

dans son intégralité chaque fois qu'un flacon est ajouté ou retiré.

5.2. Repiquages terminaux :

Les repiquages terminaux (repiquages en aveugle de flacons d’hémoculture a la fin de la
période d'incubation) sont considérés comme inutiles par beaucoup et peuvent augmenter les taux
de contamination et les blessures par pigdre d'aiguille [6]. Cependant, ils peuvent toujours étre
envisagés dans les systemes qui n'effectuent pas de repiquage de routine a un moment antérieur ou
dans des situations d'incubation prolongee [29]. Ils sont également utiles lors de la phase de
validation d'un systéeme d'hémoculture nouvellement introduit. Dans les milieux comptant de

nombreux patients immunodéprimés, ou un nombre plus élevé de Pseudomonas aeruginosa et des
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levures sont anticipées, le repiquage terminal pourrait également étre utile, car ces organismes ont
tendance a montrer une croissance plus lente et des signes visuels de croissance plus subtils,

probablement en raison de concentrations initiales plus faibles de bactéries (Figure 7.) [6].
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Figure 7. Traitement en laboratoire des flacons d'hémoculture manuels [29]. Les flacons sont incubés
au jour 0. Un repiquage est réalisé au jour 1, quels que soient les signes de croissance. Si le repiquage
est négatif, un autre repiquage est effectué lorsque la croissance est détectée visuellement (dans cet
exemple, le jour 3). Si aucun des repiquages ne montre de croissance, un repiquage terminal est effectué
au jour 7.

5.3. Signal sans croissance sur le repiquage :

Dans certains cas, les flacons d'hémoculture apparaissent « positifs » (détection de
croissance bactérienne) par un signe visuel de croissance tel que la turbidité ou le changement de
couleur d'un indicateur de dioxyde de carbone (CO2), mais le repiquage sur des milieux solides ne
confirme pas la présence des bactéries. Ce phénomeéne a été principalement étudié pour les
systemes d'hémoculture automatisés, ou il peut étre causé par un remplissage excessif des flacons
d’hémoculture, une numération leucocytaire élevée ou la consommation d'antibiotiques par les
patients avant le prélevement d’hémoculture [6]. Les causes microbiologiques sont la croissance
de Plasmodium falciparum dans le flacon d'hémoculture [82], ou la croissance de bacteries
exigeantes telles que Streptococcus pneumoniae, qui peut présenter une autolyse rapide (c'est-a-
dire une autodestruction) en cas de croissance stationnaire, ce qui la rend indétectable a la
coloration de Gram et au repiquage. D'autres organismes exigeants, tels que Campylobacter spp.
et Mycoplasma spp., peuvent provoquer une turbidité sans croissance, car ils sont difficiles a

colorer et ne se développent pas bien sur les milieux solides dans des conditions normales [70].
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6. Agitation des flacons manuels et réduction de delai de détection

des micro-organismes :

Il peut étre impossible d'augmenter la vitesse de détection des systemes manuels jusqu'a la
performance des systémes automatisés, car la surveillance continue pilotée par algorithme
s'averera difficile a imiter dans un systeme manuel sans équipement. Cependant, une autre
caractéristique des systemes automatisés est I'agitation continue pendant I'incubation. On pense
que l'agitation améliore la récupération microbienne en augmentant la concentration d'oxygene
dans le bouillon et accélére donc la détection des bactéries aérobies. Le "Clinical Microbiology
Procedures Handbook™ recommande également une agitation continue des systemes manuels [42].
L'agitation continue, cependant, a un impact sur la facilité de détection visuelle de la croissance,

car la turbidité augmentera en raison du mélange avec les globules rouges.
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7. Recommandation pour augmenter la sensibilité des hémocultures :

VVolume de sang cultivé :

v Chez l'adulte, il est recommandé de prélever au moins 2 hémocultures de 20 mL chacune,
pour obtenir une sensibilité suffisante. Si possible, il est recommandé de prélever 2
hémocultures de 20 mL supplémentaires. Il n'est pas nécessaire de prélever plus de 80 mL de
sang, car > 99 % des agents pathogénes seront détectés a ce stade [6] ;

v En cas de suspicion d'endocardite, 3 hémocultures de 20 mL doivent étre prélevées [43] ;

v" Pour les enfants, les recommandations sont moins simples. En raison de préoccupations
concernant l'anémie iatrogéne. Il est recommandé de prélever 2,5 a 4 % du volume sanguin
total [40].

Effet de la prise d'antibiotiques sur les résultats d'hémoculture :

v" Des hémocultures doivent étre obtenues avant I'administration d'antibiotiques. Dans le cas
contraire, une fenétre thérapeutique peut étre réalisée. Si cela est impossible, le prélévement
doit étre fait juste avant une nouvelle administration de 1’antibiotique, au moment ou sa
concentration sanguine est la plus faible [24] ;

v Dans tous les cas, dans la mesure du possible, un traitement empirique sera initié apres le
prélevement d'hémoculture [60-63] ;

vl est conseillé d'utiliser des flacons contenant des résines pour neutraliser les antibiotiques et

réduire les faux négatifs [64].

Impact des délais d'incubation et de température de stockage :

v Le temps de stockage du flacon doit étre minimisé dans la mesure du possible (de préférence
pas plus de 12 h) [72] ;

v' Si un stockage supérieur a 12 h est inévitable, les flacons doivent étre protégés des
températures élevées, par exemple, en les stockant dans une glaciére (maintenir une
température d'environ 25 °C) a l'écart de lumicre du soleil [41,72] ;

v" Un repiquage a l'aveugle avant incubation sur tous les flacons ayant subi un stockage

prolongé doit étre réalisée (de préférence sur tous les flacons stockés > 12 h) [72].

Utilité des repiquages :
v Pour les systemes manuels, l'inspection visuelle seule ne doit pas étre invoquée, et au moins
un repiquage apres 24 h d'incubation doit étre effectué [6] ;
v Un repiquage terminal est recommandé pour s'assurer qu'aucun agent pathogéne n'est oublié,

et comme un controle final de la croissance [78].
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Raccourcir les temps d'incubation pour le systeme automatisé :

v Un seuil d'incubation de 4 jours pour détecter la grande majorité des micro-organismes, et

minimiser la récupération des hémocultures cliniqguement insignifiantes [77-79].

Utilité de I'agitation des flacons manuels :

v Adopter l'agitation des flacons manuels pour améliorer la récupération microbienne [42].
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1. Sources de contamination des hémocultures :

Les sources potentielles de contamination des hémocultures sont nombreuses et variées [83].
La mauvaise technique de prélévement est un facteur majeur [20,84]. 1l en va de méme pour la
désinfection insuffisante de la peau, la principale source de contaminants étant les bactéries
commensales qui colonisent la peau [85-87]. La collecte de sang par des cathéters vasculaires a
demeure est également problématique. Peut-étre lie a la difficulté d'obtenir une antisepsie
adéquate dans la zone de l'orifice (c'est-a-dire I'acces) du dispositif intraveineux sur le site ou le
sang est prélevé pour la culture, les hémocultures obtenues par ponction veineuse périphérique ont
généralement été signalées comme étant associées a une contamination plus faible taux que ceux

obtenus a partir de cathéters intraveineux a demeure [88,89].

2. Apport de I'hémoculture :

Le laboratoire de microbiologie clinique joue un role essentiel dans I'information des
soignants lors de la récupération des isolats d’hémocultures susceptibles de représenter une
contamination. Plusieurs algorithmes ont été décrits qui fournissent des criteres qui peuvent étre
utilisés en laboratoire pour déterminer si les isolats de bactéries contaminant frequemment les
hémocultures, sont susceptibles d'étre des contaminants lorsqu'ils sont récupérés dans les
hémocultures [89,90]. Pour faire cette évaluation, en plus de la bactérie spécifique récupéreée, le
nombre des hémocultures obtenues et le nombre des positifs sont tous les deux importants. (Aux
fins de cette revue, une hémoculture est définie comme une culture de sang obtenue par une
ponction veineuse ou un tirage au trait consistant généralement en deux flacons, un flacon aérobie
et un flacon anaérobie) Une consultation avec les prestataires de soins peut étre nécessaire pour
déterminer I'importance d'un isolat d’hémoculture lorsqu'un seul kit d'hémoculture est soumis.
Lorsque plusieurs hémocultures produisent le méme micro-organisme, la valeur prédictive
positive de la vraie bactériemie augmente [20]. Aprés avoir déterminé qu'un isolat d’hémoculture
est susceptible d'étre un contaminant, il incombe au laboratoire de fournir cette information aux
prestataires de soins a la fois dans des rapports de culture écrits et, le cas échéant, dans des

communications directes. Par exemple, le rapport pourrait indiquer :

« Staphylococcus a coagulase négative, contaminant probable. Pas de bilan supplémentaire.
Veuillez appeler le laboratoire dans les 2 jours si un test de sensibilité est nécessaire » [20].
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Une consideration connexe est la durée d'incubation des flacons d’hémoculture. Il existe au
moins des informations anecdotiques qui suggérent que la durée de la positivité est d'une certaine
valeur pour discerner la probabilité qu'un isolat d'hémoculture individuel soit un contaminant ou
d'importance clinique [20]. L'hypothese sous-jacente est que la croissance d'agents pathogenes,
qui sont susceptibles d'étre présents a des concentrations plus élevées dans le sang de patients
atteints de bactériémie, sera détectée plus t6t que les contaminants, auquel cas I'ampleur de la
bactériémie est généralement plus faible. Ce concept peut avoir une certaine validité, du moins
avec les systemes d'hémoculture caractérisés par des périodes d'incubation prolongées. Cependant,
aujourd'hui, avec l'utilisation genéralisée des systemes d’hémoculture a surveillance continue et
leurs périodes d'incubation concomitantes de seulement 4 a 5 jours, cette notion peut ne pas étre
valide. De plus, étant donné le chevauchement important des temps de détection entre les isolats
significatifs et les contaminants, la durée de détection ne peut pas, en elle-méme, étre invoquée

pour prédire avec précision la signification clinique des isolats d'hémoculture individuels [20].

3. Méthodes de classification des contaminants :

Un contaminant est défini comme un micro-organisme censé étre introduit dans
I'némoculture pendant le préléevement ou le traitement des échantillons et qui n'est pas pathogéne
pour le patient. Les micro-organismes les plus fréquemment isolés sont les staphylocoques a
coagulase négative (SCN) dans 75 % a 88 % des flacons contaminés, suivis de Bacillus spp.,
streptocoques du groupe viridans, Corynebacterium spp., Propionibacterium spp., Micrococcus

spp. et Clostridium perfringens [86].

Difféerencier un contaminant d'un véritable agent pathogéne est difficile, car certains de ces
micro-organismes sont une source croissante de véritable bactériémie, en particulier chez les
patients porteurs de prothéses ou de cathéters. Sur la base des données de prévalence, il a été
recommandé que les taux de contamination ne dépassent pas 3 % des hémocultures effectués, ce
qui est considéré comme la référence standard [86]. Ce seuil de 3 % est arbitraire et, comme décrit
dans une revue récente, il est possible de réduire encore le taux de contamination, notamment en

mettant en place des procédures de prélevement sanguin adaptées [16].

Ci-dessous, nous présentons plusieurs indices qui peuvent aider a différencier la
contamination de la véritable bactériémie, ainsi que leur fiabilité dans l'interprétation de la

signification clinique du micro-organisme.
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3.1. ldentité du micro-organisme :

Des modeles multivariés prédictifs ont montré que l'identité du micro-organisme était le
prédicteur le plus important [86]. Certains micro-organismes devraient presque toujours
représenter de véritables agents pathogénes lorsqu'ils sont isolés, tandis que d'autres micro-
organismes se sont avérés représenter des contaminants. Staphylocoques & coagulase négative,
Micrococcus spp., streptocoques du groupe viridans, Propionibacterium acnes (Cutibacterium
acnes), Corynebacterium spp., Clostridium perfringens et Bacillus spp. sont les organismes les
plus couramment décrits comme contaminants. De maniére plus anecdotique, Enterococcus spp.,
Abiotrophia/Granulicatella spp., Lactobacillus spp., Enterobacter spp. et d'autres bactéries Gram-
négatives ont été signalées comme contaminants [91]. Le SCN ainsi que Corynebacterium
jeikeium et Cutibacterium acnes sont devenus des agents pathogénes d'infections nosocomiales
[92]. llIs sont une source croissante d'infection associée au cathéter veineux central [92,93],
infection de prothése articulaire [94], d'endocardite infectieuse impliquant une prothese valvulaire
ou des stimulateurs cardiaques implantables [95] et d'autres dispositifs étrangers implantés [92].
L'identité du micro-organisme est probablement le premier et le plus important facteur qui
influence la décision du médecin. Néanmoins, il n'est pas possible de diagnostiquer la
contamination uniquement sur la base de l'identité du micro-organisme, en particulier lorsqu'un
SCN est isole [86].
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Tableau 3. Probabilité de représenter une contamination (a moins qu'elle ne soit recupérée a partir

de plusieurs hémocultures) [86] :

Représente rarement la Signification clinique Représente probablement
contamination variable une contamination
Staphylococcus aureus Enterococcus spp. Staphylocoque a coagulase
Streptococcus pneumoniae Clostridium spp. négative
Streptocoque B-hémolytique Streptocoques groupe Bacillus spp.
Listeria monocytogenes viridans Corynebacterium spp.
E. coli Cutibacterium spp.
Entérobactéries Micrococcus spp.

Pseudomonas aeruginosa
Neisseria meningitidis
Haemophilus influenzae

Bacilles a Gram négatif
anaérobies

(Bacteroides spp.,
Fusobacterium spp.)

Candida spp.

3.2. Nombre de paires d'hémoculture positives :

Lorsqu'une paire initiale de deux flacons (par exemple un flacon aérobie et un flacon
anaérobie) était contaming, la probabilité que les paires suivantes soient positifs était tres faible
[86]. Le nombre de paires d'hémocultures positifs au cours d'une période de 24 heures s'est avéré
étre une aide utile pour interpréter la signification clinique du micro-organisme isolé. Une telle
regle doit étre utilisée avec prudence lorsque les conditions appropriées sont respectées
(désinfection de la peau, volume adequat pour chaque flacon, au moins deux a quatre paires
d’hémoculture comprenant des flacons aérobies et anaérobies) [14]. Malheureusement, les
hémocultures solitaires sont fréquentes (allant de 10 % a 30 % des hémocultures réalisées), ce qui
rend cette application difficile en cas de micro-organismes dont les preuves sont discutables
[96,97]. L'interprétation d'un solitaire positif comme contaminé est facilitée dans quelques
situations (par exemple, ils ont été pris lors d'un épisode febrile de résolution spontanée, le patient
avait des symptdmes qui étaient en relation avec une infection focale due a d'autres micro-
organismes ou un diagnostic non infectieux a été établie), mais dans le cas de patients porteurs de

dispositifs étrangers (par exemple cathéter veineux central, implant articulaire ou prothése
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valvulaire cardiaque), la tache est difficile. Avant d'exclure une véritable bactériémie chez ces
patients avec une hémoculture solitaire positive, une attention particuliere doit étre portée aux
facteurs pouvant faire douter de la qualité du prélevement de I'hémoculture (par exemple
antibiothérapie antérieure, volume sanguin insuffisant dans le flacon) [86].

3.3. Nombre des flacons d*"hémocultures positives dans une série :

L'augmentation du nombre des flacons positifs dans une série permet de prédire la
probabilité d'une véritable bactériémie, en particulier lorsqu'un SCN est isolé [86]. Dans une étude
prospective de la stratégie d'échantillonnage unique ou single-sampling strategy (SSS), une
association entre le nombre de flacons positifs dans une série de six flacons et la signification
clinique de I'organisme a été démontrée [98]. Le plus souvent, les contaminants ont été isolés a
partir du premier (> 90 %) ou du deuxieme flacon. En ce qui concerne le SCN, la valeur prédictive
positive (VPP) pour une véritable bactériémie était de 3,5 %, 61 %, 78,9 % et 100 % lorsqu'un,
deux, trois et quatre flacons ou plus étaient respectivement positifs. Les cas les plus difficiles a
interpréter étaient ceux avec deux ou trois flacons positifs, qui ne représentaient que 5 % des
patients. Le nombre de flacons d'’hémocultures positifs peut étre utile pour interpréter la
signification clinique des micro-organismes dans les établissements ou la stratégie
d'échantillonnage unique est mise en ceuvre. Ainsi, lorsqu'un SCN ou un autre contaminant
possible est isolé d'un ou deux flacons dans une série de quatre ou six flacons, il est probable qu'il
doive étre considéré comme un contaminant. Comme la stratégie de multi-échantillonnage ou
multi-sampling strategy (MSS), la sensibilité de cette technique dépend du volume de sang cultivé
[14].

3.4. Temps de positivité :

Il est logique de penser que I'inoculum bactérien dans une vraie bactériémie est plus élevé
que dans une hémoculture contaminée et se développe plus rapidement. Lorsqu'un SCN est isolé,
un temps de croissance supérieur a 20 heures est généralement considéré en faveur d'un
contaminant [99]. L'administration préalable d'antibiotiques, le volume de I'échantillon de sang, le
délai de transfert de I'échantillon et I'intervalle d'examen de I'hémoculture sont des facteurs qui
réduisent la fiabilité de ce parameétre. De plus, les temps de croissance entre les contaminants et
les véritables agents pathogenes se chevauchent [99]. De nos jours, méme s'il peut étre affecté par
le volume de sang inoculé dans le flacon, les performances croissantes des systéemes d'incubateur

réduisent le temps de détection. Bien que le delai de détection du SCN soit encore plus long que
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celui des autres micro-organismes (ex. Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus, streptocoques
du groupe viridans), le seuil de 20 heures pour considérer un SCN comme un contaminant devrait
étre révisé [100]. De plus, le développement de nouvelles technologies de détection des micro-
organismes dans le sang total rend cet indice obsoléte.

3.5. Phénotypage, profil de génotypage :

La comparaison des tests de sensibilit¢ du SCN isolé de différentes hémocultures s'est
avéree hautement prédictive de la parenté des souches; a l'inverse, les micro-organismes sont
souvent génetiqguement non apparentés dans les contaminations [86]. L'électrophorése en champ
pulsé est un outil puissant pour distinguer les contaminants des agents pathogéenes du SCN, et la
diversité des génotypages a été décrite dans I'hnémoculture contaminée. Malgré cela, le typage
moléculaire était mal corrélé aux criteres cliniques de la bactériémie et cette technique n'est pas
réaliste en pratique courante. L'identification des marqueurs de virulence de Staphylococcus
epidermidis isolés des hémocultures pour prédire sa signification clinique n'a pas réussi [101].
Plus récemment, il a été montré que malgré le méme antibiotype il existait différents génotypes du
SCN, indiquant que seules les méthodes moléculaires rapides peuvent apporter la preuve [102].
Bien que trés efficace pour distinguer les souches de SCN isolées des hémocultures, cette méthode
reste colteuse et prend du temps.

En fonction de ces éléments, le microbiologiste décide de la conduite a tenir (réalisation ou
non d’un antibiogramme) et des éventuels commentaires & mentionner dans le compte-rendu

d’analyse bactériologique afin de faciliter I’interprétation du résultat par le clinicien (Tableau 4. et

Tableau 5.) [15].
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Tableau 4. Exemples d'interprétation des résultats d'hémocultures avec le prélévement multiple. A nuancer
en fonction des données locales (taux de contamination, recrutement des patients, protocoles en vigueurs,

etc.). Dans tous les cas, une évaluation bactério-clinique est recommandée [15] :

SIGNIFICATION D'UN OU PLUSIEURS FLACON(S) POSITIF(S)
Nombre

Nature du micro- de Nombre total
organisme isolé ou flacon(s) d'hémocultures | Renseignements cliniques Conduite a tenir
identifié L réalisées
positif(s)
Pas d'orientation clinique Contamination probable
Réaliser identification et
S5 Service d'onco-hématologie, | antibiogramme avec la mention :
- réanimation, cathéter central, |« A interpréter en fonction de la
Staphylocoque & infection associée aux soins clinique et de I'antisepsie du
coagulase négative lou?2 prélévement »
Cutibacterium d'une . ) . Réaliser identification et
. . . 1 Services de néonatalogie L
(Propionibacterium) méme antibiogramme
acnes paire Réaliser identification +
Streptococcus a- antibiogramme avec la mention :
hémolytique 1 Quel que soit le contexte ‘ f;):/algu_r ?redlf:ttlve p?S't'\f
Bacillus spp. ai e.. . interpréter en. onc-|on
de la clinique et de l'antisepsie du
prélévement »
>2de
deux . Réaliser identification et
. >2 Quel que soit le contexte - .
paires antibiogramme sans restriction
différentes

Staphylococcus aureus

Streptococcus
pneumoniae

Streptocoque -
hémolytique

Enterococcus spp.
Enterobacteries

Pseudomonas T
. . Réaliser identification et
aeruginosa Quel que soit le . - . .
) >1 nombre total Quel que soit le contexte antibiogramme/antifongigramme
Candida spp. sans restriction
Anaérobies

Neisseria meningitidis
Haemophilus spp.
Groupe HACEK
Brucella spp.
Pasteurella spp.

Campylobacter spp.
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Tableau 5. Exemples d'interprétation des résultats d'hémocultures avec le prélévement unique. A nuancer

en fonction des données locales (taux de contamination, recrutement des patients, protocoles en vigueurs,

etc.). Dans tous les cas, une évaluation bactério-clinique est recommandée [15] :

Nature du micro-
organisme isolé ou
identifié

Staphylocoque a
coagulase négative
Cutibacterium
(Propionibacterium)
acnes

Streptococcus a-
hémolytique

Bacillus spp.

SIGNIFICATION D'UN OU PLUSIEURS FLACON(S) POSITIF(S)

Nombre
de
flacon(s)
positif(s)

2a3

>3

Nombre total
de flacons
prélevés

436

lou?2

436

436

Renseignements cliniques

Pas d'orientation clinique

Service d'onco-hématologie,
réanimation, cathéter central,
infection associée aux soins

Services de néonatalogie

Quel que soit le contexte

Quel que soit le contexte

Quel que soit le contexte
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Conduite a tenir

Contamination probable
Réaliser identification avec la
mention : « Valeur prédictive

positive faible. Antibiogramme
sur demande. A interpréter en
fonction de la clinique et de
I'antisepsie du prélévement »

Réaliser identification et

antibiogramme

Réaliser identification +

antibiogramme avec la mention :
« Une seule hémoculture réalisée ;
valeur prédictive positive faible.
A interpréter en fonction de la
clinique et de I'antisepsie du
prélévement »

Reéaliser I'identification sur tous
les flacons et I'antibiogramme sur
un flacon (sur deux flacons
distincts en cas de staphylocoque
a coagulase négative) avec la
mention : « A interpréter en
fonction de la clinique et de
I'antisepsie du prélévement »
Réaliser sans restriction
identification sur plusieurs flacons
et antibiogramme sur un flacon
(sur deux flacons en cas de
staphylocoque a coagulase
négative)
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Staphylococcus aureus

Streptococcus
pneumoniae

Streptocoque f-
hémolytique

Enterococcus spp.
Enterobacteries

Pseudomonas
aeruginosa

Candida spp.
Anaérobies
Neisseria meningitidis
Haemophilus spp.
Groupe HACEK
Brucella spp.
Pasteurella spp.
Campylobacter spp.

Quel que soit le contexte
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4. Recommandations pour la prévention de la contamination des

hémocultures :

Sélection des patients :

v' Des hémocultures doivent étre réalisées chez les patients présentant une probabilité

raisonnable de bactériémie [20].

Désinfection de la peau :

v/ L'utilisation d'un désinfectant contenant de I'alcool est recommandée [6,15,22] ;
v Frottement vigoureux ;

v’ Laisser l'antiseptique cutané sécher complétement [15,22].

Désinfection des bouchons de flacons d'hémoculture :

v" Le dessus des flacons d'hémoculture doit étre désinfecté avant I'inoculation du sang [20].

Site de phlébotomie (cathéter intravasculaire vs veine périphérique) :

v Les hémocultures ne doivent pas étre obtenues via des cathéters intravasculaires, sauf si I'on

pense que le cathéter est a l'origine de la bactériémie [15,16,20].

Gants stériles/hygiéne des mains :

v' Données limitées pour soutenir l'utilisation de gants stériles [20]; ils doivent étre utilisés
chaque fois qu'il est nécessaire de repalper un site de ponction veineuse aprés qu'il a été
désinfecté [148].

VVolume sanguin approprié :

v/ Contamination et résultats faussement positifs associés au sous-remplissage et au sur-
remplissage des flacons d'hémoculture [149] ;

v" Un minimum de deux tirages distincts; généralement un flacon aérobie et un flacon anaérobie
par tirage [20] ;

v' La pratique consistant a obtenir plusieurs échantillons de sang au cours d'une seule

phlébotomie est déconseillée [20].

Champs stériles :

v/ Non étudié en tant qu'intervention isolée; parfois inclus dans les kits d'hémoculture [150].
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Equipe de phlébotomie/éducation :

v’ Efficacité prouvée pour réduire la contamination des hémocultures dans de nombreuses études
[151,152].

Détournement de la premiere portion de sang :

v Un dispositif disponible dans le commerce (Figure 8.) semble prometteur en tant que moyen
rentable de réduire la contamination [34,103]. (L'annexe 7. montre une méthode peu codteuse

pour le détournement de la premiére portion de sang).

Figure 8. Schéma et fonction des dispositifs de déviation de I'échantillon initial [103]. (A) Affiche
I'appareil Steripath® Gen2 avant utilisation. (B) Affiche I'appareil Steripath® Gen2 en cours
d'utilisation. Le phlébotomiste serre le dispositif pour faire entrer le sang dans la chambre de dérivation.
Une fois la chambre remplie, le sang continu vers le flacon de culture (en bas a droite). (C) Dispositif
Kurin Lock® : Environ 0,15 mL du flux sanguin initial est capturé dans le Kurin Lock ® en forme de U.
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1. Géneéralité sur I'endocardite infectieuse :

L'endocardite infectieuse (EI) est une infection de l'endothélium du cceur. Elle a une
incidence annuelle de 3 a 10/100 000 de la population avec une mortalité allant jusqu'a 30 % a 30
jours [104]. Les hémocultures restent le test standard pour le diagnostic microbiologique, avec des
tests serologiques diriges [105-108].

Malgre les progres récents des stratégies diagnostiques et thérapeutiques, la mortalité de
I'endocardite infectieuse reste élevée, plus d'un tiers des patients touchés décédant dans l'année
suivant le diagnostic [109]. Les retards dans le diagnostic microbiologique peuvent contribuer a
I'initiation tardive d'un traitement antibiotique efficace, influencant la morbidité et la mortalité
[108].

Staphylococcus aureus est la cause la plus fréquente d'El dans la plupart des études a
environ 26,6 % de tous les cas, suivi des streptocoques du groupe viridans a 18,7 %, des autres
streptocoques a 17,5 % et des entérocoques a 10,5 % [110].

Le streptocoque nutritionnellement variant (NVS), est une cause rare mais grave de 6 % des
endocardites infectieuses (El) liées au streptocoque, et de 1 a 2 % de tous les cas d'EI [111].

2. R6le de I'némoculture dans le diagnostic de I'endocardite

infectieuse :

L'endocardite est une infection endovasculaire associée a la présence persistante de micro-
organismes infectieux dans le sang. Pour cette raison, les hémocultures sont le test standard pour
déterminer I'étiologie microbiologique de I'endocardite infectieuse [112]. Les hémocultures de
routine incubées sur des systemes d'hémoculture modernes automatisés et a surveillance continue
permettent la récupération de presque tous les agents d'endocardite facilement cultivables sans
tests spécialisés supplémentaires [108,112], tels qu'une incubation prolongée ou un repiquage
terminal. Les recommandations concernant le nombre et le moment des hémocultures différent
selon les lignes directrices. L'American Heart Association (AHA) et la Société européenne de
cardiologie recommandent au moins trois séries d’hémocultures prélevees sur différents sites de
ponction veineuse, avec au moins une heure entre le premier et le dernier prélévement [109,113].
La British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) recommande le prélévement de deux

séries d'hémocultures a moins de 30 min a une heure d'intervalle chez les patients suspects
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d'endocardite et de septicémie aigué et de trois séries d'hémocultures espacées de > 6 h en cas de
suspicion dendocardite subaigué ou chronique [14,108,113]. Classiquement, trois series
d'hémocultures, chaque série comprenant un flacon aérobie et un flacon anaérobie, sont collectés.
Alternativement, deux series peuvent étre prélevées, avec deux flacons aérobies et un flacon
anaérobie par série (c'est-a-dire un total de six flacons d'hémoculture) [108]. Le rendement des
hémocultures est directement lié au volume de sang cultivé, les flacons d'hémoculture
correctement remplis (c'est-a-dire 10 mL de sang par flacon Bactec ou BacT/Alert) étant
essentiels. La plupart, sinon la totalité, des hémocultures de patients atteints d'endocardite causée
par des micro-organismes capables de se développer dans les systémes d'hémoculture doivent étre
positives, a condition que les hémocultures soient correctement prélevées, et prélevées avant
I'administration d'un traitement antibiotique [114]; une seule hémoculture positive ne représente
généralement pas un pathogene d'endocardite [110]. Bien que le concept d'espacement des
prélevements d'hémoculture pour détecter une bactériémie continue soit promulgué dans les
directives susmentionnées, la séparation des prélevements d’hémoculture au fil du temps n'est pas

la norme pour les prélévements d'hémoculture de routine [108].

Des durées d'incubation standard de 5 jours pour les hémocultures sont adéquates pour la
guérison de presque toutes les causes cultivables d'endocardite, y compris les espéces de Candida
spp. [108]. Les organismes HACEK étaient classiquement considérés comme difficiles a détecter
dans les hémocultures en raison de leur nature exigeante; par conséquent, dans le passé, des temps
d'incubation prolongés étaient conseillés [112]. Avec les systemes d'hémoculture actuels, une
incubation prolongée (et un repiquage aveugle terminal) n'est pas nécessaire pour la récupération
de ces micro-organismes, car ils sont cultivés et détectés au cours de la période d'incubation
standard de 5 jours [112]. Les systemes d'hémoculture actuels contiennent également
suffisamment de suppléments pour soutenir la croissance d'Abiotrophia spp. et de Granulicatella
spp. (Streptocoques nutritionnellement variant). Les espéces de Brucella spp. sont des causes peu
fréquentes d'endocardite aux Etats-Unis, et la détection dans les hémocultures de routine est
géneralement réalisée dans la période d'incubation standard de 5 jours [115]; notamment, les tests
sérologiques peuvent étre utiles si les expositions suggeérent une endocardite a Brucella.
Cependant, Cutibacterium (anciennement Propionibacterium) acnes mérite une attention
particuliére, car certaines souches de cette espece peuvent nécessiter une incubation prolongée de
I'nemoculture (p. ex., 15 jours) [112]. Les directives du Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) recommandent un repiquage terminal sur gélose au chocolat (GSC) si les

hémocultures sont négatives a 5 jours et qu'un diagnostic d'endocardite est a I'étude [108].
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Cependant, les preuves actuelles ne soutiennent pas l'utilité du repiquage aveugle, et cette pratique
n'est pas recommandée dans les directives du BSAC [108]. L'endocardite fongique est le plus
souvent causée par des especes de Candida spp., qui devraient se développer dans les
hémocultures de routine. Les causes fongiques non candidales d'endocardite (p. ex., Histoplasma
capsulatum, Aspergillus spp.) sont rares, nécessitent des tests specialises (p. ex., détection
d'antigénes, hémocultures fongiques spécialisées) et ne doivent étre envisagés que chez les
patients présentant des risques spécifiques pour ces types d'endocardite (p. ex., tumeur maligne,
utilisation de drogues injectables, exposition prolongée aux soins de santé, présence d'une
prothése valvulaire cardiaque) apres exclusion des étiologies les plus courantes [108].

Une revue précédente sur I'El due a des bactéries rares et exigeantes a rapporté qu'une
incubation de 8 jours est nécessaire pour détecter I'EI due a Aggregatibacter
actinomycetemcomitans et de 21 jours pour I'EI due a Brucella spp. [112]. La derniére version des
recommandations européennes pour les laboratoires de microbiologie clinique préconisait une
durée d'incubation de 7 a 15 jours, alors qu'une étude multicentrique a montré qu'une incubation
au-dela de cing jours n'était pas nécessaire pour la documentation bactérienne de I'endocardite due
a HACEK [112].

Apreés la consultation de 13 articles décrivant un total de 16 patients atteints d'endocardite
infectieuse causée par des streptocoques déficients, nous avons constaté que la durée d'incubation
dans le systeme automatisé, en général, varie de 14 a 72 heures (Tableau 6.). Cela prend en charge
les durées d'incubation standard de 5 jours pour les bactéries exigeantes comme les streptocoques
déficients.
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Tableau 6. Revue de la littérature sur le delai de positivité des hémocultures de patients atteints

d'endocardite infectieuse causee par NVS :

Etude Année | Type d’étude Résultats obtenus

Dumm et al. [116] 2021 A propos d'un cas Quatre flacons (tous les flacons) se sont révélés
positifs pour A. defectiva, aprés 16 a 18 heures

d'incubation.

Fihman et al. [112] 2021 Etude rétrospective | 4 patients ont une El & NVS, avec un temps de
positivité < 2 jours [Flacon aérobie : 20,6 h (17,9 h —
32,4 h) / Flacon anaérobie : 31,8 h (23,4 h —38,4 h)].

Patil et al. [117] 2019 A propos d'un cas Quatre flacons (tous les flacons) se sont révélés
positifs pour G. adiacens, pendant une durée

d’incubation maximale de 3 jours.

Forde et al. [118] 2021 A propos d'un cas Tous les flacons (aérobies et anaérobies) ont été
signalés positifs pour A. defectiva, aprés 14 heures

d’incubation.

Puzzolante et al. [119] | 2019 A propos d'un cas A. defectiva, s'est développée a la fois a partir de
flacons aérobies et anaérobies aprés 27 et 28 heures
dans la premiére série, et aprés 70 et 34 heures dans la

deuxiéme série, respectivement.

Gupta et al. [120] 2020 A propos d'un cas A. defectiva, apres 3 jours d'incubation.

Chowdhury et al. [121] | 2018 A propos d'un cas A. defectiva, aprés 3 jours d'incubation.

Chitneni et al. [122] 2022 A propos d'un cas Les hémocultures ont produit G. adiacens, aprés 3

jours d'incubation.

Park et al. [123] 2016 A propos d'un cas Trois séries d'hémocultures positives pour A. defectiva,

avec un temps de positivité < 3 jours.

Baroz et al. [124] 2016 A propos d'un cas Tous les flacons ont été signalés positifs pour A.

defectiva, apres 48 heures d’incubation.

Farid et al. [125] 2019 A propos d'un cas Deux séries d’hémocultures positives pour G. elegans,

apres 16 heures d’incubation.

Tong et al. [126] 2017 A propos d'un cas Deux séries d'hémocultures positives pour G. adiacens,

apres 24 heures d’incubation.

Lietal. [127] 2022 A propos d'un cas Trois séries d'hémocultures positives pour A. defectiva,
pendant une durée d’incubation maximale de 31

heures.
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3. Implication de streptocoques nutritionnellement déficients dans

I'endocardite infectieuse :

L'endocardite causée par les espéces Abiotrophia spp. et Granulicatella spp., anciennement
connues sous le nom de streptocoques variant (déficients) sur le plan nutritionnel (NVS —
Nutritionnaly Variant Streptococci) est rare. Elle est associée a une augmentation des
complications telles que l'insuffisance cardiaque, les embolies systémiques, la chirurgie de
remplacement valvulaire, les échecs de traitement et la mortalité, les végétations ont tendance a
étre plus petites et I'embolisation plus importante [128]. Le diagnostic de ces infections est

difficile en raison d'exigences nutritionnelles spécifiques en matiere de croissance [128].

Les streptocoques déficients sur le plan nutritionnel (NVS) ont été décrits pour la premiére
fois par Frankel et Hirsch en 1961 [129]. Ces bactéries gram positive ressemblaient a des
streptocoques mais avaient des besoins nutritionnels spécifiques en matiére de croissance. Depuis
leur premiere identification, au fil des années, la nomenclature des NVS a changé plusieurs fois en
fonction des études d'hybridation ADN-ADN et de I'analyse de séquencage du géne de I'ARN
ribosomaux 16S, ce groupe a été reclassé pour inclure quatre espéces qui couvrent deux genres,
Abiotrophia defectiva, Granulicatella adiacens, Granulicatella elegans et Granulicatella

balaenopterae [130].

Le streptocoque déficient sur le plan nutritionnel (NVS) est une cause rare mais grave de 6
% des endocardites infectieuses (EI) liées au streptocoque [131], et de 1 a 2 % de tous les cas d'El
[130,132]. Le NVS réside généralement dans la cavité buccale, le tractus intestinal ou le tractus
génito-urinaire. Il est associé a un risque €élevé de complications et de mortalité. En raison de la
nature exigeante de ces organismes et des difficultés de diagnostic, il est possible que I'endocardite
causée par le NVS soit sous-reconnue. Les NVS font partie des organismes responsables de
I'endocardite a culture négative. Le principal réservoir de I'endocardite infectieuse induisant un

NVS est la cavité buccale comme dans le cas des autres streptocoques viridans [133].

Les NVS sont généralement difficiles a isoler par culture en raison de leur nature
pléomorphe, des caractéristiques spécifiques des milieux de culture, des besoins nutritionnels et
du taux de croissance lent. Avec taux d'échec thérapeutique de 41 %, un taux de récidive €levé de
17 % et une mortalité de plus de 17 % [134,135].
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L'attachement bactérien aux valves cardiaques endommagées est le facteur clé de
I'endocardite infectieuse. L'endothélium vasculaire intact peut résister au développement de
I'endocardite [109]. La physiopathologie de I'endocardite infectieuse commence généralement par
la dénudation des cellules endothéliales, suivie de I'exposition de la matrice extracellulaire sous-
jacente (ECM) et enfin de la liaison de la fibrine et des plaquettes [109]. Abiotrophia defectiva et
Granulicatella spp. ont la capacité de se lier a la fibronectine et a d'autres protéines de la matrice
extracellulaire. La capacité a se lier aux protéines de la matrice extracellulaire semble étre en

corrélation avec le degré d'infectiosité des NVS.

La virulence est attribuée a des caractéristiques spécifiques de NVS portent le géne Cha
responsable de la production de la protéine Cha qui se lie a la fibronectine. La protéine Cha a une
activité de liaison a la fibronectine dans la zone répétitive et unique avec une affinité plus élevée
de la région unique. Les souches Abiotrophia defectiva ont une plus grande affinité pour se lier a
I'ECM (matrice extracellulaire) riche en laminine [117]. La diminution de la capacité de liaison de
Granulicatella adiacens aux composants de I'ECM explique les taux inférieurs d'endocardite
infectieuse par rapport a Abiotrophia defectiva. L'infectivité endovasculaire de Granulicatella
adiacens est liée a sa capacité de liaison a la fibronectine, un processus essentiel pour I'adhérence
bactérienne, I'initiation et le maintien de I'adhésion bactérienne endovasculaire dans I'endocardite
infectieuse et la dissémination de l'infection [117]. En raison de la limitation de la nutrition dans
les vegétations cardiaques, les NVS se développent lentement, entrainant des anomalies
structurelles telles que des parois cellulaires épaisses, la formation de filaments et une production
accrue d'exopolysaccharides [117]. Cela conduit a des difficultés de traitement nécessitant une

antibiothérapie prolongée pour une guérison compléte.
4. Diagnostic microbiologiques des NVS :

Le diagnostic en laboratoire de I'endocardite infectieuse repose sur une approche a plusieurs
volets, y compris les cultures, la sérologie, I'histopathologie et les méthodes moléculaires, les

hémocultures étant la pierre angulaire [108].

Abiotrophia defectiva et Granulicatella spp. se développent bien dans les flacons
d’hémoculture modernes, sont systématiquement récupérés avec une incubation standard sur
milieu solide (35 a 37 °C dans 5 a 10 % de CO2 pendant 18 a 24 heures) et fournissent souvent la

premiére preuve d'endocardite infectieuse [116]. Si une intervention chirurgicale est poursuivie,
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une analyse histopathologique et une culture de la valve cardiaque explantée sont recommandées,

ce qui peut confirmer I'implication de la valve et aider & informer la durée des antibiotiques [109].

Abiotrophia defectiva et Granulicatella spp. peuvent également provoquer une endocardite
« a culture négative » lorsqu'un traitement antibiotique est administré pendant ou avant le
prélevement d’hémocultures. L'endocardite a culture négative induite par le traitement est plus
fréquente que I'implication d'un agent pathogene incultivable [108]. Dans de tels cas, la PCR du
géne de I'ARNr 16S avec séquencage a partir du tissu valvulaire peut étre un outil utile pour
identifier I'agent causal [108].

La croissance de streptocoques variant sur le plan nutritionnel (NVS) dans une hémoculture
standard dépend de la supplémentation en chlorhydrate de pyridoxal (vitamine Bs) et en L-
cystéine [136]. Les cas d'endocardite infectieuse (EI) a hémoculture négative maintiennent les
principaux problemes cliniques puisque les NVS sont & croissance lente, inhabituelles et
nécessitent des milieux supplémentaires pour étre identifiés [137]. lls peuvent étre détectés par des
systemes d'hémoculture automatisés mais ne se développent pas dans les repiquages, a moins que
la gélose au chocolat ne soit enrichie en chlorhydrate de pyridoxal ou en L-cystéine. lls
apparaissent sous forme de colonies non hémolytiques gris-blanc de 0,2 a 0,5 mm de diamétre

(Eigure 9.B.) [134,138].

Les NVS sont des cocci Gram-positifs, aéro-anaérobies facultatifs, catalase-négatifs et
oxydase-négatifs, non mobiles, non sporulés, présentent a la fois une activité pyrrolidonyl
aminopeptidase (PYR) et leucine aminopeptidase (LAP) [130]. lls se présentent sous la forme de
cocci ou de cocobacilles a Gram positif en diplocoques ou en chainettes dans des conditions
nutritionnelles optimales, et pléomorphes (Figure 9.A.) avec une forme globuleuse et
filamenteuse, ou se colorer en tant que variable de Gram dans de mauvaises conditions
nutritionnelles [130]. Ils se developpent sous forme de colonies satellites autour de micro-

organismes auxiliaires, comme autour d'une strie staphylococcique (Figure 9.C.) [130,139].
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Figure 9. Vue d'ensemble de la croissance phénotypique d'Abiotrophia defectiva [116]. (A) Tache de
Gram du flacon d'hémoculture aérobie montrant des cocci a Gram positif légerement allongés.
Grossissement, x1000. (B) Croissance de colonies d'A. defectiva sur gélose au chocolat. (C) Croissance
satellite d'A. defectiva (tétes de fléches) a proximité de la strie staphylococcique hémolytique.

Le NVS doit étre suspecté lorsque la coloration de Gram montre des cellules microbiennes
mais que les cultures sont négatives. Une fois que leurs besoins nutritionnels de croissance sont
complétés dans les milieux, les NVS se convertissent en cellules de type streptocoque et en gram
positive, ce qui les rend plus faciles a identifier, bien qu'il ait également été démontré que la
correction d'une carence nutritionnelle peut ne pas convertir toutes les anomalies. Pour G. elegans,
I'ajout de L-cystéine au milieu de croissance aurait pour effet d'inverser la morphologie
pléomorphe, mais pas l'ajout de chlorhydrate de pyridoxal. La difficulté a identifier ces
organismes entraine des retards dans le diagnostic et donc l'initiation en temps opportun d'un
traitement antibiotique approprié [133].

Pour le repiquage, les milieux solides tels que la gélose au sang de mouton doivent étre
complétés par 0,001 % (vol/vol) (ou 10 pg/mL) de chlorhydrate de pyridoxal ou 0,01 % (vol/vol)
de L-cystéine pour soutenir la croissance [136]. Alternativement, le milieu de repiquage peut étre
strié de bactérie auxiliaire telle que Staphylococcus aureus ou Staphylococcus epidermidis pour
fournir ces facteurs et permettre la croissance sous forme de colonies satellites [130,139].
Certaines études ont suggére que les hémocultures suspectées d'héberger des NVS doivent étre
repiquées dans les 48 heures, car la viabilité des organismes peut décliner avec une incubation
continue [138].

Les panels moléculaires d'identification rapide d'hémocultures sont de plus en plus intégrés
dans le bilan des hémocultures positives. Cependant, les panels les plus courants disponibles dans
le commerce, qui incluent des cibles pan-streptococciques, ne détectent pas de maniere fiable les

especes Abiotrophia spp. et Granulicatella spp. en raison de leur distinction génétique des espéces
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Streptococcus spp.. Bien que I'analyse de la séquence des cibles pour ces essais moléculaires ne

permette pas de prédire la réactivité croisée d'Abiotrophia spp. ou de Granulicatella spp., de rares

cas de réactivité croisée avec des cibles staphylococciques ou streptococciques sont rapportés dans

les notices du produit [116]. Les colorations de Gram compatibles avec une morphologie de type

streptococcique qui ne sont pas détectées par ces panels devraient faire suspecter Abiotrophia spp.

ou Granulicatella spp., entre autres organismes [116,130,139]. Les especes Abiotrophia spp. et

Granulicatella spp. se distinguent des autres organismes Gram-positif de type streptococcique par

leurs schémas de croissance et leurs réactions biochimiques (Tableau 7.) [130,139].

Tableau 7. Schémas de croissance, de réaction biochimiques et de sensibilité des bactéries de type
Streptococcus fréquemment isolées * [116] :

Croissance sur: Réaction a biochimique: Sensibilité 2 a:
Bactéries
Série satellite
GSF GSC NaCl PYR LAP PCN | CRO | VAN
staphylocoque
A. defective — + + — + + R S S
G. adiacens — + + — + + V V S
G. elegans - + + - + + S S S
Aérocoque + + - i +/-3 +/-3 S S S
Gemella + + — — + +/-3 S S S
Globicatelle + + — + + — \Val \Val g3
Leuconostoc + + — +/- — — S v4 R
Pédiocoque + + — +/- — + S s* R
Streptocoque
Proceq + + — — +/-3 + \% \Y S
viridans

L Abréviations : GSF, gélose au sang; GSC, gélose au chocolat; NaCl, bouillon NaCl 6,5 %; PYR, activité
pyrrolidonyl arylamidase; LAP, activité leucine aminopeptidase; PCN, pénicilline; CRO, ceftriaxone;
VAN, vancomycine; S, sensible; V, variable; R, résistant; +, positif; —, pas de croissance ou de réaction.

2 profils de sensibilité généralisés. Reportez-vous aux ressources spécifiques a l'organisme ou aux
antibiogrammes pour des informations plus spécifiques.

3 Variabilité dépendante des espéces.
4 Aucun critére d'interprétation du CLSI.
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5. Recommandations pour optimiser la recherche de NVS dans les

hémocultures :

v L'utilisation de flacons d'hémoculture spécifiques n'est plus recommandée, car les
systemes d'hémoculture actuels contiennent les suppléments nécessaires pour soutenir
la croissance des NVS [108,116].

v Une incubation de plus de 5 jours n'est pas nécessaire lorsque des systemes et des
milieux d'hémoculture modernes et automatises a surveillance continue sont utilisés. a
condition que les volumes ensemencés respectent les recommandations du fabricant
(idéalement 10 mL par flacon) [112].

v" Si les hémocultures ne montrent aucune croissance et que la suspicion clinique d'El a
NVS reste élevée, en particulier s'il n'y a pas eu d'exposition antérieure aux
antibiotiques, une prolongation de l'incubation du flacon d'hémoculture est conseillée
[112].

v Pour le repiquage, les milieux solides tels que la gélose au sang (GSF) doivent étre
complétés par du chlorhydrate de pyridoxal ou de la L-cystéine, pour soutenir la
croissance [136]. Alternativement, le milieu de repiquage peut étre strié de bactérie
auxiliaire telle que Staphylococcus aureus, pour fournir ces facteurs et permettre la

croissance sous forme de colonies satellites [130,139].

v Un repiquage aveugle aprés 48 h d'incubation est recommandé, car la viabilité des

NVS peut décliner avec une incubation continue [138].
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CONCLUSION

La qualité du prélevement des hémocultures conditionne de fagon importante la sensibilité,

la significativité et la valeur diagnostique de 1’examen.

Certaines bonnes pratiques aident a limiter les faux négatifs de I’hémoculture. Tout d’abord,
un volume adéquat de sang permet d’augmenter la détection de pathogenes faiblement concentrés

a un instant donné dans la circulation sanguine.

De plus, un traitement antibiotique en cours baisse significativement la sensibilité des
hémocultures. 1l est donc nécessaire de prélever du sang avant tout traitement antibiotique. Si le
patient bénéficie déja d’un traitement antibiotique, la récupération des micro-organismes peut étre
augmentée en prélevant 1’échantillon de sang juste avant d’administrer la dose suivante, et en
inoculant du sang dans des flacons contenant des résines qui neutralisent l'activité des

antibiotiques.

Le risque de faux négatifs est fortement lié au temps écoulé avant la mise en incubation.
Idéalement, les flacons doivent étre acheminés au laboratoire directement apres le prélevement

afin d’y étre placés en incubation.

Pour le systeme manuel, il est recommandé d'agiter les flacons pour améliorer la

récupération des micro-organismes.

Pour le systeme automatisé, une durée d'incubation de 4 jours est suffisante pour détecter la

grande majorité des micro-organismes, et minimiser la récupération des contaminants.

Il existe un consensus universel sur le fait que les hémocultures contaminées sont colteuses
et entrainent d'importantes consequences imprévues pour les patients. Ces conséquences
involontaires sont diverses et complexes, mais la plupart sont directement ou indirectement liées a
une exposition inutile et prolongée aux antibiotiques, a une augmentation des tests de diagnostic et
a des périodes d'hospitalisation prolongées. En genéral, dans le passé, des taux de contamination

globaux des hémocultures en établissement de 3 % étaient considérés comme acceptables.

Cependant, nous avons maintenant une comprehension globale de la maniere dont la
contamination des hémocultures se produit et, ce qui est tout aussi important, une compréhension

claire de la maniére de réduire I'étendue et l'ampleur du probleme. La fréquence de la
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contamination et les dommages secondaires qui en résultent, ainsi que les surcodts liés a la
contamination peuvent étre réduits par une sélection rigoureuse des patients qui ont vraiment
besoin d'hémocultures, une antisepsie cutanée méticuleuse et appropriée, l'utilisation d'équipes de
phlébotomie dédiées pour obtenir des échantillons de sang et/ou une formation adéquate du
personnel sur la facon d'obtenir correctement des échantillons de sang. Dans la mesure du
possible, le sang pour culture ne doit pas provenir de cathéters vasculaires. Plus loin, l'utilisation
de dispositifs de dérivation d'échantillons initiaux comme alternative aux méthodes standard de
prélevement d'échantillons sanguins représente une nouvelle avancée passionnante qui a le
potentiel de réduire les taux de contamination globaux a des niveaux qui n'étaient pas auparavant

considérés comme atteignables.



ANNEXES

Annexe 1. Flacons d'hémoculture manuels biphasiques :

Les flacons biphasiques peuvent étre une option pour faciliter la détection de la croissance.

Ils sont constitués d'une phase liquide (le bouillon) et d'une phase solide sous forme de pente de
gélose.

Flacons d’hémoculture manuels biphasiques [28]



Annexe 2. Affiche concernant les modalités de préléevement des hémocultures :
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Annexe 3. Signes de croissance dans les flacons d'hémoculture manuels :

(A) formation de pellicule a la surface ;
(B) production de gaz ;

(C) turbidité (flacon de gauche : pas de croissance; flacon de droite : turbidité) ;

(D) boules feuilletées.

Signes de croissance dans les flacons d’hémoculture manuels [6]
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Annexe 4. Postes de securité microbiologique (PSM) :

Les postes de sécurité microbiologique (PSM) sont des enceintes offrent une sécurité
maximale a I'utilisateur, au produit et a I'environnement, pour manipuler les micro-organismes des
le niveau 2. Conviennent a toutes les applications dans les domaines de la biologie moléculaire,

des biotechnologies, des produits pharmaceutiques et de la recherche médicale [30].

La technologie du traitement de l'air en écoulement laminaire permet d'obtenir un

empoussiérement rigoureusement controlé :

v En apportant sur le plan de travail de l'air filtré ;

v’ En évitant la sédimentation des particules émises par le manipulateur et ses activités.

||

NN Vb -
— ‘ Wl I
\
[ Filtre HEPA 1
PSM II. Le flux dair filtré est orienté vers le Armoires de sécurité microbiologique, classe I1.

produit manipulé. L'air, puisé dans I'ambiance
de travail (veine de garde), est acheminé vers
le plenum soit directement (PSM Il A), soit
apres passage au travers d'un filtre HEPA
(PSM 11 B).

X1



Annexe 5. Test direct sur bouillon d'hémoculture :

L'exécution d'un test d'identification directe et/ou de sensibilité aux antibiotiques sur un
bouillon d'hémoculture peut également accélérer le diagnostic et la prise de décision. Les dosages
moléculaires et les méthodes de spectrométrie de masse a temps de vol avec ionisation par
désorption laser assistée par matrice (MALDI-TOF) sont actuellement hors de portée pour la
plupart des pays a revenu faible et intermédiaire (PRFI), mais les dosages immunologiques a flux
latéral et d'autres méthodes de test simples peuvent fournir une solution pratique. Un certain
nombre de tests directs simples ont été décrits. Les exemples sont la détection de Staphylococcus
aureus par test direct de coagulase en tube [140], les tests d'agglutination au latex [141] et les tests
immunochromatographiques [142], et le développement récent d'essais de flux latéral pour

Burkholderia pseudomallei [143] et les espéces de Salmonella spp. [144].

A.
Positif Négatif

(o 88 !

S—

Fibrinogéne_>‘ de
Partie Fc des anticorps—» , latex

Anticorps reconnaissants la—»
capsule polysaccharidique

Polysaccharldes
de surface

?
Coagulase (FnbpA)

Test d’agglutination Test immunochromatographique

(A) Principe des tests d’agglutination pour la détection de S. aureus : ils se basent sur 3
caractéristiques propres a S. aureus qui sont la présence de protéine A, d’une coagulase membranaire
et éventuellement de polysaccharides de surface, recherchés respectivement par I’intermédiaire de
fibrinogéne, de la fraction Fc d’IgG et d’anticorps reconnaissant les polysaccharides capsulaires fixés
aux particules de latex. La présence de S. aureus rapproche les particules qui forment des agrégats
visibles a I’ceil nu. (B) Test immunochromatographique Alere™ PBP2a4 et ses réactifs.

a b
S T C S C
| b ! !
Définition d'une lecture positive et négative de I'lnBiOS AMD RDT [142]. (a) InBiOS AMD RDT

positif pour B. pseudomallei et (b) InBiOS AMD RDT négatif pour B. pseudomallei. Les fleches
noires indiquent le tampon d'échantillon (S), la ligne de test (T) et la ligne de contréle (C).
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Annexe 6. Résumé des recommandations pour un volume sanguin optimal

fonction des classes d'age ou de poids auto-définies [39] :

en

Poids du patient (kg)

Volume sanguin total (mL)

<20 1,0-4,5
>2,0-50 1,0-6,0
>5,0-10,0 1,5-10,0
>10,0-20,0 6,0-23,0
>20,0-30,0 >10,0

Age du patient

Volume sanguin total (mL)

<lan >0,5-3,0
>1-3ans 1,0-4,0
> 3-10 ans 3,0-8,0
> 10 ans 20,0

XV
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Annexe 7. Une méthode, peu colteuse, pour le détournement de la premiere portion de sang:

La contamination des hémocultures a été réduite sans utiliser de dispositifs de détournement
commerciaux codteux, en détournant une petite quantité de sang a l'aide de tube Vacutainer®
stérile, en modifiant I'ordre de tirage du test, ce qui pourrait également étre accompli pour les
hémocultures seules en jetant simplement la partie détournée [74,145].

Ce concept a été repris par Binkhamis et al. [146] et Rupp et al. [147]; les deux études ont
trouvé des résultats significatifs avec une réduction des taux de contamination de 3,4 a 2,4 % et de

1,78 a 0,22 %, respectivement.

Tube Vacutainer®
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RESUME

La bactériémie est une affection grave et redoutée, du fait d’une mortalité associée élevée. Les hémocultures sont
considérées comme la méthode de référence pour le diagnostic de la bactériémie et font partie des fonctions les plus

importantes du laboratoire de microbiologie clinique.

Des hémocultures négatives signent dans la plupart des cas 1’absence de bactéries dans le sang. Toutefois, devant un
contexte clinique évocateur de syndrome infecticux, il faut toujours garder a 1’esprit que I’hémoculture peut étre
faussement négative, du fait d'un préléevement effectué au moment non optimal ou sous antibiothérapie, quantité de
sang ensemencée insuffisante, longue durée de stockage avant l'incubation, ... Cette these fait le point sur les données

récentes pour éviter les faux négatifs, et améliorer le temps et le rendement des hémocultures.

Dans cette thése, nous présentons aussi une discussion approfondie des questions liées au probleme de la
contamination des hémocultures. Les questions abordées comprennent la portée et I'ampleur du probleme, les
bactéries les plus souvent reconnues comme des contaminants, I'impact de la contamination des hémocultures sur le
fonctionnement du laboratoire de microbiologie clinique, et, peut-étre le plus important, une discussion systématique

des solutions au probléme.

Mots clés : hémoculture, sang, bactériémie, contamination de I'némoculture.

ABSTRACT

Bacteremia is a serious and dreaded condition, due to the high associated mortality. Blood cultures are regarded as the
gold standard for diagnosis of bacteremia and are among the most important functions of the clinical microbiology
laboratory.

Negative blood cultures sign in most cases the absence of bacteria in the blood. However, faced with a clinical context
suggestive of an infectious syndrome, it should always be borne in mind that the blood culture may be falsely
negative, due to a sample taken at the non-optimal time or under antibiotic therapy, insufficient quantity of blood
inoculated, long storage time before incubation, ... This thesis reviews recent data to avoid false negatives, and
improve the time and yield of blood cultures.

In this thesis, we also present a comprehensive discussion of matters related to the problem of blood culture
contamination. Issues addressed include the scope and magnitude of the problem, the bacteria most often recognized
as contaminants, the impact of blood culture contamination on clinical microbiology laboratory function, and, perhaps

most importantly, a systematic discussion of solutions to the problem.

Keywords : blood culture, blood, bacteraemia, blood culture contamination.
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