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Tests de diagnostic rapide

Hémocultures positives à GRAM positif

• Quel est la place des GRAM positif ?
• Pourquoi faut-il des tests rapides ?
• Quels sont les tests rapides ?
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• Quels sont les tests rapides ?
• Quel est l’indication de ces tests ?
• Quels en sont leurs intérêts médico-

économiques ?
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-Position des GRAM + parmi les microorganismes de bacteremie1
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Épidémiologie des bactériémies à GRAM +
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Gram+(41,5%) Gram- (54%)

- Taux de Mortalité associé aux bactériémies à S. aureus2 : 12 to 46%
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1 Enquête bactériémie 2002 CCLIN Paris-Nord, Coordinateur: A. Carbonne, V. Jarlier 
2 Weinstein et al. 1997 Clin Infect Dis 584-602 



Place des GRAM positif dans les hémocultures positives
Pien et al., 2010, Amer J Med
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72,5%
GRAM +

49,3%
GRAM +



Hémoc +

Délai de positivité

Identification

18 à 24h

Etapes de prise en charge d’une hémoculture 
au laboratoire de bactériologie
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Coloration GRAM
+

Antibiogramme

Prélèvement 
hémoculture

Surveillance 
automatisée



Hémoc
Positive

Identification 
+

ATBiogramme

Objectif des tests rapides pour Hémoculture positive réduire 
le délai de 18 à 24h après hémoculture détectée positive

Sub-optimal Désescalade
Antibiothérapie

18 à 24h

Augmentation 
de la morbidité 

et mortalité
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Non-optimal Optimal

Antibiothérapie

0

Tests rapides :
pour antibiothérapie adaptée

dés hémoculture positive

Réduire la morbidité 
et mortalité

Optimal

de la morbidité 
et mortalité

Kollef et al., Chest 1999 
Kollef MH CID 2000
Kollef et al, Crit Care Med 2000
Lodise et al, CID 2003



Hémoc +

Délai de positivité

Identification

+

18 à 24h

Place des tests rapides pour une hémoculture 
positive
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Coloration GRAM
+
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Prélèvement 
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Test rapide



Hémoc +

Délai de positivité

Identification

+

18 à 24h

Place des tests rapides pour une hémoculture 
positive
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Coloration GRAM
+

Antibiogramme

Prélèvement 
hémoculture

Surveillance 
automatisée

Test rapide =
Test supplémentaire et ciblé



Place des GRAM positif dans les hémocultures positives
Pien et al., 2010, Amer J Med
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72,5%
GRAM +

49,3%
GRAM +



Hémoc +

Délai de positivité

Identification

+

18 à 24h

Place des tests rapides pour une hémoculture 
positive
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Coloration GRAM
+

Antibiogramme

Prélèvement 
hémoculture

Surveillance 
automatisée
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Staphylococcus aureus

coagulase-negative staphylococci

Moyenne (Médiane) de délai de positivité

S. aureus: 16,1 h (14h) [2-115]

SCN : 32.7 h (26h)[2.123]

Délai de positivité de la 1ère Hémoculture à CGPA
De 790 patients consécutifs (2ans).
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coagulase-negative staphylococciSCN : 32.7 h (26h)[2.123]
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« Cut off » : 17 h

Courbe ROC de la présence de S. aureus dans les hémocultures à CGPA
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Sensibilité : 71.4%

Spécificité : 86.1%



Intervalles de délai 

de positivité (h) 

Nombre (%) de patients 

Avec la 1ère hémoc + 

 Predictive Value 

(Likelihood Ratios) for 

S. aureus  CNS  S. aureus CNS 

Valeur prédictive à diffèrent intervalles de délai de positivité pour 
la présence de S. aureus or de SCN dans la 1ère Hémoculture 

positive à cocci gram positif en amas
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S. aureus  CNS  S. aureus CNS 

     

2-9  40 (21.6) 8 (1.3)  83.3 (16.4) 16.7 (0.06) 

10-13  47 (25.4) 22 (3.7)  68.1 (7) 31.9 (0.14) 

14-17  45 (24.3) 54 (8.9)  45.5 (2.7) 54.5 (0.37) 

>18  53 (18.9) 521 (32.2)  9.2 (0.3) 90.8 (3.01) 

 

Ruimy et al. Amer J Infect Control 2004



Hémoc +

Délai de positivité

Identification

+

18 à 24h

Place des tests rapides pour une hémoculture 
positive
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Coloration GRAM
+

Antibiogramme

Prélèvement 
hémoculture

Surveillance 
automatisée

Test rapide =
Test supplémentaire et ciblé



Tests rapides à partir du 
flacon hémoculture positif à GRAM positif

• Sur spectrophotométrie 
de masse

• Sur PCR en temps réel

- Multiplex
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Ciblé 
sur une ou plusieurs espèces

Et sur des gènes de résistance

Universelle 
sur l’identification

Mais pas sur résistance

- Multiplex
- niché et multiplex



• Sur PCR en temps réel

- Multiplex

Tests rapides à partir du 
flacon hémoculture positif à GRAM positif

Maison ou commercialisée

J. Claude Bernard 2012 16

Ciblé 
sur une ou plusieurs espèces

Et sur des gènes de résistance

- Multiplex
- niché et multiplex

Maison ou commercialisée
Commercialisée et 
en cours d’évaluation



Étapes pour l’identification de S. aureus
et de la détection de  mecA dans les hémoc + à CGPA

par PCR triplex en temps réel

- Lysats d’ADN sur hémoculture

Lavage/centrifugation et lyse mécanique 

par billes
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Temps pour l’extraction : 10 min

- PCR triplex en temps réel( Taqman, Applied Biosystems):

- femA est spécifique de S. aureus

- mecA est présent chez SCN et SARM, 

- STA 16S est spécifique de staphylocoque

Temps technique pour l’amplification : 1h 15

Résultat :
- de 1 h 30



femAFAM

mecA VIC

Détection de femA, mecA, et STA16S dans une 
hémoculture contenant un SARM
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mecA VIC

STA16S NED
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Ruimy et al., JCM 2008
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Ruimy et al., JCM 2008

23% (8/35 SCN)36% (31/86 S. aureus)



… La « PCR en temps réel  avec extraction intégré » …

Extraction

SA/SARM BCSA/SARM BC
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temps réel

Tout intégré



Facilité de mise en oeuvre

Inconvénient :

- Prix élevé de l’automate 

- Prix consommable 40 à 50 Euros/test
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Evaluation médico-economique du Kit 
GeneXpert MRSA/ SA blood
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Bauer et al. Clin Infect Dis 2010: 51 : 1074-1080 



• Sur PCR en temps réel

- Multiplex

Tests rapides à partir du 
flacon hémoculture positif à GRAM positif

Maison ou commercialisée
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Ciblé 
sur une ou plusieurs espèces

Et sur des gènes de résistance

- Multiplex
- niché et multiplex

Maison ou commercialisée
Commercialisée et 
en cours d’évaluation



« Film array » PCR niché et multiplex automatisé
intégrant l’extraction : test en 1 h
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Poritz et al, PLos One, 2011 
21 virus et bactéries respiratoires 

Blascke et al, Diag Microbiol Infect Dis, 2012



Détection de plus 25 espèces et 4 gènes de résistance
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Sensibilité et spécificité sur Hémoculture positive

Avantages :

Test : multiparamétrique 

intégrant l’extraction, résultat en 1h

Bonne sensibilité et spécificité 
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Bonne sensibilité et spécificité 

Inconvénient :

coût = 100 euros/test

Évaluation médico-économique non réalisée



Tests rapides à partir du 
flacon hémoculture positif à GRAM positif

• Sur spectrophotométrie 
de masse
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Universelle 
sur l’identification

Mais pas sur résistance
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Principe de la spectrophotométrie de masse type MALDI-TOF
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Plaques échantillon

Comparé à une banque
de spectre connue 
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E. coli

Exemple d’un spectre de Escherichia coli
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Identification

Prétraitement

Application du MALDI-TOF pour les 
hémocultures positives 
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Hémoculture 
positive

Plaque
96 échantillons MALDI-TOF

Prétraitement
20 à 100 min

Spectre



Etudes de performances du MALDI-TOF sur 
Hémocultures positives à GRAM positif

Identification
au niveau du genre : 64,8% à 95%

au niveau de l’espèce : 31,8% à 94%
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• Ferroni et al,  J Clin Microbiol. 2010; Prod'hom et al, J Clin Microbiol. 2010
• Stevenson et al, J Clin Microbiol. 2010; Christner et al, J Clin Microbiol. 2010
• Ferreira et al, Clin Microbiol Infect. 2011; La Scola et al, PLoS One. 2009 

au niveau de l’espèce : 31,8% à 94%

Mauvaise identification pour les streptocoques, 
ne fait pas à ce jour de différence entre 

Streptococcus pneumoniae et autres Streptocoques



Schéma de prise en charge d’une 
hémoculture positive

MALDI-TOF

+ à S. aureus

Tests PCR- ou au 
genre Staph 
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Hémoculture 
Positive

À cocci Gram positif

MALDI-TOF Tests PCR
Pour Méti

+ à SCN

genre Staph 

À discuter

Enterococcus PCR 
vanA-vAnB

Streptococcus sp.
PCR ident
à discuter



Conclusions

• Hémocultures positives à GRAM positif représente 
presque 70% des hémocultures dû à des contaminants 
de SCN 

• Les tests diagnostic rapides sont nécessaires pour 
mettre une antibiothérapie adaptée plus précoce 
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mettre une antibiothérapie adaptée plus précoce 

• Identification  par MALDI-TOF a sa place pour éviter 
le surcôut de tests moléculaires

• La place des tests multiparamétriques reste à définir 
par des études médico-économiques


