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Introduction (1)

• Emergence de la résistance (R) aux 
antibiotiques (ATB) (Antibiorésistance)

• → arsenal thérapeutique limité → 
impasse

• Maitriser la diffusion de cette R ++

• Optimiser le traitement ATB 
probabiliste
• Infections sévères ++

• Et/ou infections à bactéries multi-résistantes



Introduction (2)

• Connaissance du profil de sensibilité à différents ATB

• Documentation microbiologique 

• Connaissance des résistances 
• Naturelles (exclure d’emblée certains ATB du choix thérapeutique) 

• Acquises (une partie des souches au sein de l’espèce bactérienne isolée a acquis une 
résistance à un ou plusieurs ATB)

→  Présence d’une souche R aux ATB pas prévisible (même si présence de facteurs de 
risque connus)

→ Tester l’efficacité de différents ATB auxquels l’espèce bactérienne isolée est 
habituellement sensible



Méthodes d’étude de la sensibilité des bactéries à différents 
antibiotiques

• Antibiogrammes phénotypiques standards
• Diffusion en milieu gélosé
• Microdilution en milieu liquide 
• Gradient de diffusion 

• Antibiogrammes phénotypiques rapides 
• Antibiogramme phénotypique rapide (dRAST) par diffusion en milieu gélosé
• Autres techniques rapides innovantes

• Autres tests complémentaires rapides (détection de résistances)
• Tests rapides colorimétriques et immunochromatographiques
• PCR ciblées 
• Approches syndromiques ou PCR multiplex

+ Détermination la Concentration 
Minimale Inhibitrice (CMI)
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Antibiogrammes phénotypiques standards  

• Diffusion en milieu gélosé
• Microdilution en milieu liquide
• Gradient de diffusion 

Capacité d'un ATB à inhiber la croissance  bactérienne 
in vitro sous conditions expérimentales standardisées 



1. Antibiogramme : diffusion en milieu gélosé (1) 

• Disques imprégnés d’ATB sur une gélose ensemencée en 
nappe avec la bactérie à tester

• Zones d’inhibition dont le  (mm) inversement proportionnel 
à la CMI pour un ATB testé

• Droite de concordance : établir pour chaque ATB un diamètre 
d’inhibition  CMI 

→ interpréter les diamètres obtenus ou CMI en catégories 
S/SFP/R après comparaison aux diamètres ou concentrations 
critiques proposés par le CASFM-EUCAST pour un ATB donné

Mercredi 26 Mars  : Conférence n° 4 : Mise en place de nouveaux 
rendus d’antibiogramme CA-SFM/EUCAST : accompagnement et 

conséquences (Raphaël Lepeule)  

S. Romano-Bertrand et al., HYGIÈNES • 2023 - VOLUME XXXI - N° 3 



• Simple, faible coût

• Capacité à tester tous les ATB souhaités 

• Détecter les contaminations

1. Antibiogramme : diffusion en 
milieu gélosé (2) 

• Détecter plusieurs mécanismes de R associés
Sur milieu 

cloxacilline
Avant Après

E. cloacae BLSE + HPCase

• Culture pure nécessaire

• Résultats sont seulement qualitatifs (S/SFP/R)

• Délai de rendu (incubation 16 à 24 h) après une 
culture de 18 à 24 h ! → 48 h  (hémoc  16-24 h )

• Détecter des synergies ou antagonismes

S. aureus et MLSB inductible
BLSE et « boubon de champagne »

MBL et test de synergie ceftazidime-avibactam + aztréonam



2. Antibiogramme par microdilution en milieu liquide → 
antibiogramme automatisé (1)

Ex : Vitek®2

• Combinaison avec identification de l’espèce possible 
      → rendu en 5 à 8 h vs Maldi < 15 min 
• Systèmes experts gérant l’incubation, la lecture
• + Résultats interprétés par un logiciel (détection de
        certains mécanismes de R ou phénotypes impossibles)
• Délai de rendu raccourci,   16 h

Exemple des Gram négatif (Vitek®2)

• Très largement utilisées ++ : Ex : Vitek®2 (bioMérieux), Microscan (Beckman-
Coulter)  

• Méthodes de mesures automatisées de la croissance bactérienne
      par turbidimétrie de micro-puits contenant des concentrations déterminées  d’ATB
• CMI rendues
• Cartes unitaires jetables (CGP, BGN (ville, Hôpital, BMR, urinaire….)
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• Espèces à croissance rapide ++
• Le choix des ATB dépendant du fabricant
• CMI estimées
• Intérêt si peu de BMR (ville ++) → carte supplémentaire 
       pour BMR

• Témocilline sur la carte BMR….

• ATB pas toutes validés en milieu liquide 
• Ex : Vitek®2 : mecillinam validé que pour E. coli 

• Combinaison avec identification de l’espèce possible 
      → rendu en 5 à 8 h vs Maldi < 15 min 
• Systèmes experts gérant l’incubation, la lecture
• + Résultats interprétés par un logiciel (détection de
        certains mécanismes de R ou phénotypes impossibles)
• Délai de rendu raccourci,   16 h



2017

2017

2017

EUCAST-CASFM 2024



3. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) (1)

Dilution en milieu liquide 

• Microdilution ++ (EUCAST) 

• Principe : utilisation de puits (« cupules ») contenant une 
suspension standardisée de bactéries et une concentration 
croissante d’ATB étudié

• Interprétation : CMI= la plus faible concentration d’ATB ( 
mg/L) qui inhibe la croissance visible d'une bactérie

• Tests commercialisés : Plaque Sensititre  (Thermo Fischer), 
UMIC ® (Biocentric)

Gradient de concentration 

• Technique de diffusion en milieu gélosé (Mueller-Hinton)

• Principe : utilisation d’une bandelette imprégnée de 
concentrations croissantes de l’ATB étudié et déposée sur 
une gélose préalablement ensemencée avec une 
suspension standardisée de bactéries

• Interprétation : CMI directement lue à partir de l’échelle de 
graduation (mg/L)  au point où l’ellipse d’inhibition croise la 
bandelette

• Tests commercialisés : E-Test® (BioMérieux)

Figure IV.1.2 Principe de la détermination de la CMI en milieu liquide. Denis F, et al., 
Bactériologie médicale techniques usuelles, 3e édition, Elsevier, figure 38.1, page 531.

CMI CMI 

CMI

Quelle que soit la méthode, la CMI obtenue est confrontée aux concentrations critiques (inférieure 
« c » et supérieure « C » en mg/L) définies par l’EUCAST et le CA-SFM 



3. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) (2)

• Pour la plupart des infections bactériennes, la mesure de la sensibilités aux ATB 
mesurée à l’aide d’un antibiogramme suffisante

• Dans certaines infections
• Sévères ( clairance rénale)

• Dans des sites difficiles à atteindre (endocardite, méningite, IOA) 

• Dues à des bactéries multi résistantes 

→ Détermination de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice)

• Délai de rendu : 48 h ….



, S. maltophilia , Cefiderocol

* Hors situation d’absence de diamètres critiques pour certains couples ATB/bactérie (ex : Salmonella et azithromycine) 

*
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1. RAST  (Rapid Antimicrobial Susceptibility Testing)

• Depuis avril 2022, protocole de détermination rapide de la sensibilité aux ATB (DRSA) ou RAST directement à partir d’un 
flacon positif d’hémoculture

• Automates validés : BD, BioMerieux et Thermo Fisher

• Basé sur l’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé avec lecture des diamètres critiques adaptés à des temps 
d’incubation courts (4h, 6h et 8h) 

• Possibilité de lecture à 16-20 h (difficulté de lecture de certains diamètres) 

• Pas de surcoût par rapport à la méthode standard de diffusion en milieu gélosé

• Espèces pour lesquelles cette technique est validée 
• Escherichia coli
• Klebsiella pneumoniae
• Pseudomonas aeruginosa
• Staphylococcus aureus
• Streptococcus pneumoniae
• Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium
• Acinetobacter baumannii

 

CA-SFM / EUCAST 2023

Antibiogramme phénotypique rapide

L’identification de l’espèce doit être 
connue avant et sur culture précoce 
(3-4 heures) 



O. Barraud, La lettre de l’Infectiologue, Tome XXXIX - n° 6 - novembre-décembre 2024

Antibiogramme phénotypique conventionnel → rapide  

Exemple de l’hémoculture



2. Autres techniques d’antibiogrammes rapides

Délai de rendu entre 4 et 6 h ++
CMI exactes 

Gram - ++

Différentes 
technologies

Hémoc ++

O. Barraud, La lettre de l’Infectiologue, Tome XXXIX - n° 6 - novembre-décembre 2024

Pas les mêmes résultats pour tous les ATB et toutes les bactéries 
(certains couples ATB/bactérie < 90 % CA)



Intérêt antibiogramme rapide et CMI exacte ? (1)

• Importance de la détermination de la CMI sur l’évolution clinique ?   

• Difficulté pour obtenir une CMI

• Délai de rendu du résultat (48h++)

• Avoir la possibilité de réaliser un dosage 

          Détermination de la CMI reste « théorique » 

          Considérer la CMI au même titre : choix de la molécule, de la posologie, mode d’administration ?

Peu d’utilisation en pratique clinique

1. Dans certains types d’infections/chez certains patients ? 

Intérêt pour de la désescalade ?.... 



CMI 
→ déterminant majeur dans  l’optimisation de 
l’antibiothérapie par β lactamine
→  Réduction des risques 

• Sous dosage (inefficacité clinique) 
• Surdosage (toxicité)



• Essai randomisé contrôlé ouvert multicentrique

• 6 centres 

• Argenteuil

• Avicenne

• Bicêtre

• Lariboisière

• Saint Louis

• R. Poincaré

• Travail collaboratif associant l’expertise de 
bactériologistes, réanimateurs, infectiologues et 
pharmacologues 

• Toute sa place dans le cadre d'une politique de BUA



2. EPC : adaptation plus rapide du traitement probabiliste ?

Rapport d’activité 2023, données 2022, CNR

NDM-7
(44%)

NDM-5
(27%)

NDM-1
(19%)

NDM-4 (2%)

NDM-14 (2%)

NDM-1 + OXA-232-… NDM-5 + OXA-181 (2%)

non-précisé (2%)

Distribution des NDM (N=52)

NDM-7 (n=23) NDM-5 (n=14) NDM-1 (n=10)

NDM-4 (n=1) NDM-14 (n=1) NDM-1 + OXA-232-like (n=1)

NDM-5 + OXA-181 (n=1) Non-précisé (n=1)

Variants NDM

Intérêt technique rapide et CMI exacte ? (2)



• E. coli ++ 

• Insertions de 4 AA (YRIN ou YRIK) ++ dans PBP3

• →  affinité pour des β-lactamines ciblant la PBP3 (ceftazidime ou aztréonam)

•  →   activité des nouvelles associations comme le ceftazidime-avibactam et l’aztréonam-avibactam  



Modification de l’activité des β-lactamines ciblant la PBP3 (ceftazidime ou aztréonam, céfidérocol)

NDM-5 ++

Carbapénèmes 
ciblent la PBP2



3. P. aeruginosa multi-résistant

 

Méthodes automatisées et CMI exactes (3) 

Mécanismes intrinsèques



40%

8%

27%

3%

2%
1%

3%

16%

Epidémiologie nationale française, Etude GERPA 2022

n=102 centres
(1 au 28 février 2022)

Urinaire

Hémoculture

Respiratoire

NC 

61%

16%

20%

3%

Médecine

Chirurgie

Réanimation

Pédiatrie

1 896 isolats

Remerciements Diapo Pr. Katy Jeannot



Mécanismes de résistance des souches de P. aeruginosa en France 

Whole genome sequencing

Etude GERPA 2022
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Antibiogramme rapide (4-6h) et BUA ?

• Peu de différence de délai de rendu/dRAST (8-12h) si 
antbiogramme rapide et subculture précoce (7-10h)…. 

• Et prendre en compte

• « Plus value » = CMI ? ++ 

• Résultat disponible en fin de journée

• Labo encore ouvert ?

• Clinicien disponible pour adapter le traitement ? 

• Raccourcir le délai de rendu → adaptation de 
l’antibiothérapie probabiliste plus rapide

Hémoculture positive 
à BGN 

Approche optimisée

Maldi-TOF

Maldi-TOF
directement (<30 min)

Maldi-TOF
culture précoce (H3-H4)

+/- BLT+/- BLT

+ antibiogramme 
rapide

type RAST (6 h)

BLT=β LACTA  test

Antibiogramme 
rapide H7-H10

Antibiogramme 
rapide H4-H6

• Intérêt si antbiogramme rapide directement sur flacon 
positif ++++
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1. Tests rapides colorimétriques et immunochromatographiques 

S. Romano-Bertrand et al., HYGIÈNES • 2023 - VOLUME XXXI - N° 4 



Tests colorimétriques

• Mise en évidence d’une activité enzymatique 
bactérienne par virage coloré d’une  lactamine 
chromogène hydrolysée 

       → développement de tests chromogènes

• Recherche rapide de mécanismes de résistance aux  
lactamines
• Recherche de résistance aux C3G (Ex : β LACTA  test)

• Recherche de résistance aux carbapénèmes 

(Ex : RAPIDEC® CARBA NP, β-CARBA Test  )



• Laboratoire
• Simple

• Rapide (< 15 min, colonies ++)

• Sur colonies isolées ou à partir de prélèvement 
(hémocultures positives, urines avec ED positif à 
BGN)

• Bonne sensibilité (80-100 %) et spécificité ( 100 %)  

• Test unitaire

• Faible coût

• Clinique
• Adaptation précoce de l’antibiothérapie probabiliste 

(élargissement du spectre)

• Moindre impact écologique (réduction du spectre en 
absence de résistance)

Ex : Recherche de la résistance aux C3G  : β LACTA  test  

→ Coupler avec identification par Maldi-TOF

• Laboratoire 
• Risque de faux négatifs : souches AmpC
• Risque de faux positifs :

• K. oxytoca HYPEROXY 
•  S. maltoplilia (Enzymes L1 et L2)
• Bacteroides sp (lactamase et/ou carbapénémase)

• Test peut être positif en cas de souches productrices 
de carbapénèmase (EPC) 

• Test non recommandé sur P. aeruginosa

• Clinique
• Traitement ATB inapproprié 



→ Intérêt en systématique ?

Tests rapides  

14 % Hémoc BLSE +



• Test rapide,  Rapid Temocillin NP test 
• 100 souches d’enterobacterales (E coli, n=55, K. 

pneumoniae n=33, Enterobacter n=6;  K. aerogenes n=4, K. 
oxytoca n= 2)

• Concentration finale de la solution : 16 mg/L
• Incubation à 37°C pendant 4 h
• 1 faux négatif (1 souche E coli TEM, CMI=32 mg/L)
• CMI ≥ 64 mg/L ++ → test positif après 3  h ++
• CMI proche du break point (32 mg → test positif  4 h) 
• Spécificité de 100 %
• Sensibilité : 98 %

E coli

K pneumoniae

→ Test colorimétrique ? 
→ A développer sur Hémoc ? ++
→ Épargne des C3G +++

Tests rapides  



Tests immunochromatographiques 

• Recherche PLP2a, détection de carbapénèmases les plus fréquentes

• Principe : détection d’Ag bactériens après migration d’un échantillon sur 
membrane de nitrocellulose sensibilisée par des Ac

• Ac monoclonaux dirigés contre la PLP2a

• Ac monoclonaux dirigés contre chaque type de carbapénèmase (OXA-48 et 
ses variants, NDM, VIM, IMP, KPC)

• Tests commercialisés

• Test Clearview  PBP2a SA (ALERE)

• Carbapénèmases : O.K.N.V.I. RESIST-5 (CORIS), 

NG-Test®  CARBA-5 (NG BIOTECH)

NG-Test®  CARBA-5

Test Clearview  PBP2a SA

• Simple, rapide (5-15 min)
• Validés sur colonies, prélèvements (recherche de 

carbapénèmases : hémoc, écouvillonnage rectal)

• Test Clearview  PBP2a SA 
• Faux positifs : autres germes produisant PLP2a
• Faux négatifs  : faible quantité de PLP2a produite ou bas niveau de R 

à la méticilline
• Pas recommandé pour les SCN
• Pas validé sur les hémoc
• Pas détection de la PLP2c…

• Tests pour recherche EPC 
• Ne détecte que les variants inclus (EPC)
• Faux négatifs  : production carbapénèmase faible



• Laboratoire
• Simple

• Rapide ( 1 h)

• Très bonne sensibilité, spécificité

• Sur colonies et validés pour certains kits 
directement sur prélèvements cliniques 
(hémoc, urines)

• Test unitaire possible

• Clinique
• Adaptation de traitement précoce et approprié 

2. Détection par PCR en temps réel et ciblée 

Ex : Xpert® Carba-R (Cepheid)

• Laboratoire 
• Coût élevé 
• Détection que des gènes recherchés
• Pas toutes les variants détectés (ex : OXA-48)

• Clinique
• Risque de traitement inapproprié 



• Infections bactériennes décapitées par une ATB préalable

• Germes non cultivables

• Pathogènes peu fréquents et non recherchés en première intention par culture

• Place de ces tests ?

3. Approche syndromique ou PCR multiplex



Sensibilité : 99% 
Spécificité : 99,8 % 

BioFire BCID2 Panel : RFIT-ASY-014, Biomérieux 

Sensibilité : 96,8% 
Spécificité : 99,8 % 

1 test, 50 pathogens, 16 gènes de R,  5 h

• « Trous » 

•  P. aeruginosa : pas de détection des mécanismes 
de R : AmpC, efflux, imperméabilité



Hémoculture positive 
à BGN 

Approche standard Approche optimisée

HO Mise en culture + 
antibiogramme
standard

Maldi-TOF

Maldi-TOF
directement (<30 min)

Maldi-TOF
culture précoce (H3-H4)

+/- BLT+/- BLT

+ antibiogramme rapide

type RAST (6 h)

BLT=β LACTA  test

Avicenne



• Etude monocentrique, retrospective, Juin 2021-Juin 2023
• Evaluer l’impact clinique du FilmArray BCID2 en routine pré/post
• Objectif principal : délai d’optimisation de l’antibiothérapie
• Objectifs secondaires : 

• Durée d’hospitalisation
• Mortalité J7,J14, J28  

• Identification “classique” : après 18-24h  (“méthodes conventionnelles ” + 
systèmes automatisés (Phoenix, BD)

• ATBg : selon reco EUCAST  (milieu ?)
• Résultats

• 140 patients, moy âge : 71 ans (63.5 % hommes)  
• COVID + : 38.5 %  période pré-BCID2 vs (21.4 % période post-BCID2 (p < 

0.05) 3j 4h 1j 4h



• Méta analyse, 88 publications, 25682 patients 
• Méthodes Identification 

• Conventionnelles : biochimiques, Maldi sur colonies 
• RDT = test appliqué sur hémoc positive + dont Maldi (subculture ?..)

• Méthodes sensibilité aux ATB  
• Méthodes conventionnelles : manuelles (diffusion, E test) ou
automatisés (par microdilution type Vitek2),  tests 
imunochromatographiques …
• +/- recherche de marqueurs de R (quels tests ?)

RDT : test rapide; BC : culture conventionnel; ASP :  antimicrobial stewardship programs 

Délai d’optimisation de l’ATB
Durée d’hospitalisation- heures - heures



RDT : test rapide; BC : culture conventionnel; ASP :  antimicrobial stewardship programs 

Mortalité

• Test rapide seul= pas 
d’impact

• Il faut associer le conseil 
ATB

- heures



• 21 bactéries
• Semi quantitatif (+ à +++)
• 15 gènes de résistance
•  5 h

• 18 bactéries, 7 gènes de résistance
• Quantitatif (10^4 à 10^7 copies/mL)
•   1 h 30

• «  Trous » 
• P. aeruginosa : pas de détection 

des mécanismes de R : AmpC, 
efflux, imperméabilité

x

x

x

x

Sensibilité : 96 %
Spécificité : 98 %

Sensibilité : 82 %
Spécificité : 99 %

Peiffer-Smadja et al. Critical Care (2020)

Dessajan J., et al., Antibiotics, 2024



▪ Etude française mars et juillet 2020 
(période COVID)

▪ 95 Patients en SDRA 

▪ 73/95 (77 %) cas SARS-CoV-2

▪ 125 mPCR réalisées

▪ Sensibilité : 93 %, Spécificité : 99 %

▪ Coeff de corrélation avec la culture : 0,8

(57 %)

18/125 (14 %)

Tests rapides  



Conclusion 

• Différentes techniques (antibiogrammes, PCR, tests rapides, CMI) pour aider aux choix des ATB

• Techniques innovantes rapides
• Hémoc ++

• Coût

• Données bibliographiques actuelles
• Délai de rendu raccourci

• ATB probabiliste appropriée plus rapide 

• Peu de données sur l’impact clinique
• Pas d’impact significatif sur la mortalité

• Intérêt et impact du rendu précoce que si labo ouvert 24/24h et prescription ATB modifiée en 
suivant ….

• Allier le bon test et en faire bon usage ….l’idéal ☺
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