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Résumé :

Objectifs. -  Depuis le début des années 90, les hôpitaux Français sont confrontés à l’émergence de souches Enterococcus faecium résistantes aux glycopeptides (ERG). Cette étude évaluait les qualités des différentes techniques microbiologiques de dépistage des patients colonisés afin d’établir la stratégie de prise en charge la moins désorganisatrice pour les unités de soins.

Méthode. -  L’évaluation s’effectuait sur des prélèvements de selles de patients majoritairement de réanimation et hématologie de 3 hôpitaux Londoniens. Elle comparait le milieu Enterococcosel® (ETC) seul et après enrichissement (ECE), le milieu chromogène ChromID VRE® (CID) et de la recherche du gène de résistance vanA par PCR à un Gold standard (GS). Les données portaient sur les qualités microbiologiques et les délais inhérents aux techniques. Elle visait à déterminer les qualités à l’aide d’outils épidémiologique avancés.
Résultats. -  Au total, 137 prélèvements de 131 patients étaient inclus. 50,4% provenaient de réanimation et 35% d’hématologie.37 ERG sur 68 souches étaient isolées sur ETC. 37 ERG sur 54 souches étaient isolées sur ECE. Enfin, 40 ERG sur 91 souches étaient isolées sur CID. La PCR amplifiait 26 gènes vanA. Les sensibilités obtenues en comparaison du CID à 48h choisi comme GS variait de 57,5% pour la PCR à 95% pour le CID à 24h. Les rapports LR+/LR- variaient de 31,6 à 326,4. Les aires sous la courbe de ROC variaient de 0,77 pour la PCR à 0,97 pour le CID à 24h. Le délai médian d’isolement d’une souche variait de 20 à 44 heures. Le résultat était disponible en 5 heures pour la PCR contre 70 heures lors d’enrichissements.
Conclusion. -  Le CID apparaissait comme le meilleur compromis qualités/délai d’analyse. Son utilisation en première intention dans la stratégie de dépistage des patients colonisés à ERG permettrait une évaluation rapide d’une situation lors d’épidémie.
Abstract :

Background. -  Since the early 90’s, several French hospitals are affected by the emergence of strains of Enterococcus faecium resistant to Glycopeptides (GRE). Implementation of national guidelines during the hospitalization of colonized patients generates a deep disorganization. This study assessed qualities of microbiological screening methods to set up the more efficient infection control strategy.
Methods. -  The assessment was performed on stool samples from inpatients hospitalized in ICU and hematology of 3 hospitals in London. Techniques compared were the Enterococcosel (ETC) medium alone or after enrichment (ECE), the chromogen medium ChromID VRE® (CID) and the amplification of the gene of resistance vanA with PCR. Data collected were microbiological and lead times associated with techniques. The assessment of qualities was performed with epidemiological tools in reference to a Gold standard (GS).
Results. -  In overall, 137 samples of 131 patients were included. 50.4% came from ICU and 35% from Hematology. 37 GRE among 68 strains were isolated on ETC. 37 GRE among 54 strains isolated on ECE. Finally, 40 GRE among 91 strains were isolated on CID. The PCR amplified 26 vanA genes. Sensibilities obtained in comparison with CID after 48h chosen as the GS varied from 57.5% with the PCR to 95% with the CID after 24h. LR+/LR-rates varied from 31.6 to 326.4. Areas under the ROC curve varied from 0.77 for the PCR to 0.97 for the CID after 24h. The median lead time to isolate a strain varied from 20 hours to 44 hours. Results were available after 5 hours for the PCR vs 70 hours after enrichment.
Conclusion. -  The CID appeared as the best technique in term quality/delay rate of analysis. It usage in first intention for the screening strategy of colonized patients with GRE allowed a quick assessment of an epidemic situation.
Introduction :

Les Entérocoques sont des bactéries cocci Gram positifs appartenant à la flore résidente du tractus intestinal humain. Au total, 18 espèces ont été décrites. Parmi celles-ci, deux sont majoritairement impliquées en pathologies humaines : Enterococcus faecalis retrouvé à hauteur de 80% et Enterococcus faecium pour la majorité des espèces restantes [1]. Lors de circonstances normales, ce sont des commensaux de l’homme parfois reconnus comme ayant des effets positifs sur la flore intestinale [2]. Cependant, lorsque la relation commensale avec l’hôte est perturbée, les entérocoques peuvent alors être à l’origine d’infections invasives [3]. Bien que moins virulents que d’autres bactéries à Gram positif comme le Staphylococcus aureus, les entérocoques peuvent induire des syndromes cliniques variés tels que des endocardites, des bactériémies, des méningites, des infections urinaires ou de plaies et peuvent être associés à des péritonites et des abcès intra-abdominaux.

Parmi les antibiotiques hospitaliers usuels, les glycopeptides prennent une place majeure dans le traitement des infections à bactéries Gram positif résistantes aux pénicillines. La vancomycine en est le chef de file. Cette molécule a été largement prescrite ces 20 dernières années en lien avec l’émergence de souches de Staphylococcus aureus résistant à la méticilline (SARM) et d’infections à Clostridium difficile. Parallèlement, l’avoparcine autre glycopeptide, était largement utilisé dans l’ élevage de volailles [4]. 
En 1987, le premier cas d’infection par un entérocoque résistant aux glycopeptides (ERG) était rapporté en France puis ensuite au Royaume-Uni [5]. Depuis, il a été constaté une augmentation de l’incidence des infections à ERG aux Etats-Unis avec des proportions de résistance dans l’espèce E.faecium de 52% en 1997 [1]. En conséquence de ces infections, les ERG contribuent à une augmentation de la mortalité hospitalière (mortalité attribuable entre 17 et 30% selon les études) et à un allongement non seulement de la durée de séjour mais également des coûts de prise en charge [6]. En Europe, la Grèce, le Portugal et le Royaume-Uni sont les pays les plus affectés [7]. La France, quant à elle, reste relativement épargnée avec une prévalence inférieure à 5% [8]. Cette bactérie demeure au 3ème rang des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques isolées de patients hospitalisés en unités de soins intensifs aux Etats-Unis [9] et pose, depuis fin 2003, un réel problème de santé publique dans notre pays. 

La résistance aux glycopeptides d’E.faecalis et E.faecium résulte de l’acquisition par transferts horizontaux du gène vanA, vanB ou vanD véhiculé par des transposons. Ces gènes permettent à la bactérie de synthétiser des précurseurs modifiés du peptidoglycane, cible d’action des glycopeptides entraînant une diminution de leur affinité. D’autres espèces sont en revanche naturellement résistantes à ces antibiotiques telles que E.gallinarum ou E.casseliflavus en raison de la présence constante du gène vanC [10]. D’autre part, l’occurrence d’un transfert du gène vanA des souches d’ERV aux souches de Staphylococcus aureus résistantes à la méticilline (SARM) est avérée aux Etats-Unis 
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. Une des causes invoquées étant la présence de SARM de manière endémo-épidémique dans les unités de soins hospitalières.

Les recommandations nationales reposent principalement sur l’application de mesures d’hygiène strictes de type précautions complémentaires contacts autour de patients porteurs associées à un dépistage systématique des patients ayant été pris en charge par la même équipe soignante. Dans l’attente du dépistage des patients contacts, ceux-ci doivent être regroupés dans une unité dédiée avec du personnel dédié [13]. Ces mesures sont désorganisatrices et d’application lourde pour les unités de soins. Elles nécessitent des techniques microbiologiques d’identification du portage fiables et rapides. Les conséquences potentielles sont : un arrêt des transferts et des admissions de patients débouchant sur une perte d’activité de l’établissements de santé voir une perte de chance pour certains patients. Une augmentation des signalements ainsi que des épidémies d’ampleur inhabituelle traduit l’émergence des ERG non seulement en France mais à travers toute l’Europe. Deux points expliqueraient ce phénomène : la diffusion tardive de recommandations lors d’épidémies et la capacité des ERG à coloniser rapidement sous la pression de l’antibiothérapie, son faible pouvoir pathogène facilitant sa dispersion [12].
Dans la perspective de maîtrise des épidémies de portage d’ERG, il est nécessaire d’identifier les patients colonisés en vue de mettre en place les recommandations nationales de prévention de la transmission croisée [13]. Les souches d’ERG des patients colonisés peuvent être détectées selon différentes approches. La première consiste à cultiver un échantillon de selles sur un milieu sélectif, milieux de culture solides ou liquides. La seconde vise à identifier les déterminants moléculaires caractéristiques de ces souches, les gènes vanA et vanB dans les écouvillonnages rectaux sans culture préalable des échantillons biologiques [14]. Actuellement, la gestion des patients porteurs et contacts de ce type de souches est difficile en pratique quotidienne et grève le fonctionnement des structures de soins.

Ce travail s’inscrivait dans une volonté de la Commission « sécurité du patient : infections nosocomiales et autres événements indésirables liés aux soins et aux pratiques » du Haut Conseil de la Santé Publique en collaboration avec le « Centre National de Référence résistance aux antibiotiques - laboratoire associé entérocoques – streptocoques et résistances particulières » dans la lutte contre l’émergence des ERG en France. 
L’objectif principal de ce travail était d’évaluer la performance de plusieurs techniques microbiologiques d’identification de ces ERG afin de déterminer celle possédant le meilleur compromis en termes de qualités intrinsèques et de délais de résultat. Enfin, cette étude permettait l’application de la stratégie la plus efficiente de gestion des patients colonisés ou infectés par les ERG hospitalisés en regard des recommandations nationales.

I. Méthodes :
I.1. Population étudiée et lieu de l’étude :
Cette étude observationnelle a été réalisée au Royaume-Uni dans le cadre d’une collaboration Franco-Anglaise. Le recrutement de patients Anglais permettait de se situer dans une population de prévalence élevée de portage d’ERG.
Lieu de l’étude :
L’imperial College of Healthcare représente la partie académique d’une collaboration composée de quatre hôpitaux de l’ouest Londonien : le Chelsea&Westminster Hospital (516 lits d’hospitalisation), le Charing Cross Hospital (627 lits d’hospitalisation), Hammersmith Hospital (environ 700 lits d’hospitalisation) et Saint-Mary Hospital (environ 350 lits d’hospitalisation). L’activité du Chelsea&Westminster Hospital est polyvalente associant des spécialités de Pédiatrie (maternité, pédiatrie et soins intensifs de néo-natologie), de Chirurgie (orthopédie, plastique, Gynécologie), de Médecine (unité de patients VIH, unité de brûlés, Médecine polyvalente, Médecine aiguë…) et une Réanimation comprenant 10 lits d’hospitalisations. Le Charing Cross Hospital comprend également des spécialités médicales (Hématologie/Oncologie, Néphrologie, Neurologie, Médecine aiguë et polyvalente, la Neuro-chirurgie), des spécialités chirurgicales (Plastique, Orthopédie, Vasculaire, Neurochirurgie) et une Réanimation de 27 lits d’hospitalisation. L’Hammersmith Hospital possède également une activité variée avec une focalisation toute particulière en Cancérologie. Enfin, le Royal Brompton Hospital est spécialisé en cancérologie et externalise ses analyses biologiques au laboratoire de l’hôpital de Chelsea&Westminster.
II.1.1. Population étudiée :

Afin de bien caractériser la population étudiée, nous avons déterminé les services principalement touchés. Nous avons donc analysé un échantillon de prélèvements en provenance de l’ensemble des secteurs d’activité de l’hôpital. Sur 65 prélèvements de selles analysés, 8 souches d’E.faecium résistant à la vancomycine étaient isolées. Dans l’hôpital de Chelsea&Westminster, deux prélèvements positifs provenaient de patients hospitalisés dans le service de réanimation et un de maladies infectieuses. Pour l’hôpital de Charing Cross, trois prélèvements positifs provenaient de patients hospitalisés dans le service d’Hématologie-Oncologie, un de réanimation et un de chirurgie.
De même, une revue de la littérature nous permettait d’établir une liste des services fréquemment décrits comme les secteurs de réanimation et soins intensifs, les unités d’Hématologie/Oncologie, les Maladies infectieuses, la Néphrologie ou en Médecine aiguë 
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. 
L’association des résultats de l’enquête de prévalence et des données de la littérature nous ont fait inclure de manière systématique :
· Les services de réanimations et soins intensifs du Chelsea&Westminster Hospital
· les services d’Hématologie/oncologie ainsi que les réanimations du Charing Cross Hospital

· tout prélèvement de selles de patient pour lequel était isolé un ERV à partir d’un prélèvement à visée diagnostique.

Les prélèvements venant des services de néphrologie ou hémodialyse n’étaient pas inclus systématiquement en raison d’un faible nombre de prélèvements.

II.1.3. Echantillons analysés :

Les échantillons analysés provenaient d’une collecte passive de selles. Les prélèvements étaient effectués en vue d’une recherche d’entéropathogènes puis sélectionnés en fonction du service demandeur lors de leur arrivée au laboratoire. La période d’analyse au laboratoire s’étendait du 5 janvier au 11 mai 2009.
II.2. Les analyses microbiologiques évaluées :

Cette étude se basait sur la comparaison de quatre méthodes d’analyses bactériologiques : trois méthodes de culture et une de biologie moléculaire. Les méthodes de culture étaient effectuées sur :

- milieu Enterococcosel® composé de bile, esculine, azide et supplémenté de 6mg/l de vancomycine reconstitué in situ.
- milieu Enterococcosel® après enrichissement de 24 heures sur milieu liquide sélectif hypersalé supplémenté en vancomycine et colistine reconstitué in situ.

- milieu chromogène Biomérieux commercialisé sous le nom de Chrom IdVRE®
La méthode de biologie moléculaire reposait sur la recherche des gènes vanA et vanB directement à partir des selles selon un protocole de réaction en chaîne de la polymérase (PCR) en temps réel, propre au CHRU de Lille.

Recueil de données :

Le recueil de données a été réalisé à partir des analyses microbiologiques effectuées respectivement au laboratoire de pathologie du Chelsea Westminster Hospital et au CHRU de Lille. Une seule personne était impliquée dans les manipulations et le recueil de données permettant d’éviter toutes les variabilités inter-individus. Ce recueil a été réalisé à l’aide d’un tableau Excel comprenant des données biologiques qualitatives, quantitatives et temporelles.
II.3.1. Variables recueillies :

Données administratives :

Pour chaque patient, il était recueilli : le nom, la date de naissance, l’unité d’hospitalisation, le numéro d’hospitalisation, l’hôpital et le lit d’hospitalisation pour les patients de Réanimation du Chelsea Westminster Hospital.

Données microbiologiques :

Ces données portaient sur des caractéristiques macroscopiques, microscopiques, biochimiques et de résistance aux antibiotiques à savoir :

· La présence et le nombre de souches (semi quantitatif) à 24 et 48 heures d’incubation. La durée maximum d’incubation était de 48 heures. Aucune donnée n’était collectée au delà de ce délai.
· Les résultats du type respiratoire (catalase) et de la coloration de Gram

· Le résultat de l’hydrolyse de l’esculine et la couleur des souches sur les milieux chromogènes

· Les résultats de l’identification et de l’antibiogramme des bactéries à l’aide de l’automate vitek2® Biomérieux. Le préalable à cette étape d’identification par l’automate était la caractérisation de la souche comme étant un cocci Gram positif de morphologie caractéristique du genre Entérocoque.
· Les concentrations minimales inhibitrices à la vancomycine et la teicoplanine à l’aide de bandelettes E-test®.

· Les résultats de la recherche de gène vanA et vanB
II.3.1.2. Données temporelles :

Les données temporelles collectées étaient :

· Date de la réalisation du prélèvement

· Date et heure de début de l’analyse microbiologique
· Date et heure de lecture des milieux de culture

· Date et heure d’identification de la souche

· Date et heure de fin d’analyse pour les différentes méthodes
Ces données permettaient de calculer les différents délais nécessaires à la réalisation de l’analyse.
II.4. Stratégie d’analyse :

II.4.1. Analyse descriptive :

La première étape de l’étude concernait l’analyse descriptive des caractéristiques des patients prélevés, puis celle des caractéristiques microbiologiques et enfin celle des données temporelles.
II.4.1.1. Caractéristiques générales des patients :

La description portait sur l’âge médian et le secteur d’hospitalisation des patients prélevés puis le nombre de prélèvements en fonction de l’hôpital.

II.4.1.2. Caractéristiques microbiologiques :

Pour chaque méthode de culture était recherché le nombre de souches bactériennes:

· isolées à 24 et 48 heures d’incubation

· esculine positive sur milieu Enterococcosel® ou de couleur pourpre sur milieu ChromID VRE®
· catalase négative

· de morphologie cocci coloration de Gram positive

· associant les caractéristiques de cocci Gram positive et esculine positive et catalase négative

· identifiées comme étant des E.faecium par le vitek2®
· identifiées comme étant des E.faecium par le vitek2® et possédant une CMI>8mg/L sur bandelette E-test®.

II.4.1.3. Caractéristiques temporelles :

Ces caractéristiques étaient représentées par les délais entre :

· le prélèvement et le début de l’analyse microbiologique

· le début de l’analyse microbiologique et la première lecture des milieux de culture

· le début de l’analyse microbiologique et la seconde lecture des milieux de culture

· l’ensemencement des selles et l’apparition des premières colonies bactériennes sur les milieux de culture.

· Le début de l’analyse microbiologique et la disposition du résultat pour validation par le biologiste.

Ces variables étaient exprimées par leur médiane et leur étendue inter-quartile.
II.4.2. Evaluation des méthodes de dépistage :

II.4.2.1. Définition d’un résultat positif :

Une analyse était rendue positive lors d’une culture si des souches avaient été isolées et identifiées comme un E.faecium à l’aide de l’automate vitek2® et résistant à la vancomycine et la teicoplanine selon les critères du comité de l’antibiogramme de la société française de microbiologie [18]. L’identification des souches était effectuée dès leur isolement sur les milieux de culture. La durée maximum d’incubation était de 48 heures. Aucune culture n’était interprétée au delà de ce délai. Lors de la PCR, un résultat était rendu positif lorsqu’un signal d’amplification du gène vanA était détecté.

II.4.2.2. Définition du Gold standard :

La sélection du « gold standard » se basait sur un faisceau d’arguments. Le premier argument reposait sur des travaux in vitro du « Centre National de Référence résistance aux antibiotiques - laboratoire associé entérocoques » de comparaison de plusieurs milieux de culture [19]. Dans un but de confirmation de ces arguments, nous avons réalisé une estimation du nombre de patients porteurs dans notre échantillonnage par l’intermédiaire d’une méthode capture-recapture. Cette méthode était applicable du fait de la présence d’au moins 3 sources de données indépendantes, à savoir le milieu Enterococcosel, le milieu chromogène et la PCR vanA. L’estimation du nombre de prélèvements positifs et la dépendance entre les sources de données étaient déterminées à l’aide d’une régression log-linéaire.
II.4.3. Outils d’évaluation :

L’évaluation des qualités intrinsèques reposait sur la détermination des valeurs de :

· Sensibilité
· Spécificité
· Valeurs prédictives positives

· Valeurs prédictives négatives
Un vrai positif se définissait comme l’occurrence d’un test positif lorsqu’au moins une des méthodes se révélait positive (ou lorsque le gold standard était positif). Un faux positif se définissait comme une analyse biologique positive alors que la méthode de référence se révélait être négative. 
Les qualités extrinsèques étaient évaluées par l’utilisation des maximum de vraisemblance (likelihood ratio ou LR) positif et négatif (respectivement LR+ et LR-) et du rapport LR+/LR- calculés pour chaque méthode. Une technique pouvait être interprétée comme prédictive ((LR+ >2, LR- <0.5, ou LR+/LR- ratio >4), assez prédictive (LR+ >5, LR- <0.2, ou LR+/LR- ratio>10), très prédictive (LR+ >10, LR- <0.1, ou LR+/LR- ratio >100) 
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.
Nous avons enfin calculé les aires sous la courbe de ROC afin d’effectuer une comparaison des résultats obtenus par les différentes méthodes. Les résultats seront interprétés selon les règles suivantes : tests d’apport nul (ASC= 0,5), peu informatifs (0,5 ≤ ASC < 0,7), moyennement informatifs (0,7 ≤ ASC < 0,9), très informatifs (0,9 ≤ ASC< 1) et parfaits (ASC = 1) [23].
L’ensemble de ces données étaient calculées à l’aide du logiciel d’analyse statistique Stata version 10.0 (Stata Corporation, College Station, TX, USA).
III. Résultats :
Un total de 137 prélèvements de selles (131 patients hospitalisés) ont été analysés dans des conditions de routine.
III.1. Analyse descriptive des patients inclus :

Au cours de cette étude, 131 patients hospitalisés dans les hôpitaux de Chelsea&Westminster, Charing Cross et Brompton ont été inclus. Les caractéristiques générales de ces patients et des prélèvements qui leur ont été effectués sont décrites dans le tableau 1. 

	Caractéristiques
	

	
	

	· Age médian des patients prélevés (Q1-Q3) :
	N=131

	Chelsea&Westminster Hospital
	66,0 (53-77)

	Charing Cross Hospital
	70,5 (50-79)

	Royal Brompton Hospital
	66,5 (51-77)

	
	

	· Nombre de prélèvements selon l’Hôpital d’origine (%) :

	N=137

	Chelsea&Westminster Hospital
	25 (18,2)

	Charing Cross Hospital
	106 (77,5)

	Royal Brompton Hospital
	1 (0,7)

	Non renseignés
	5 (3,6)

	
	

	· Nombre de prélèvements selon le secteur d’hospitalisation des patients :

	N=137

	Soins intensifs-Réanimation
	69 (50,4) a

	Chelsea&Westminster Hospital
	23 (92,0) b

	Charing Cross Hospital
	45 (42,4) b

	Royal Brompton Hospital
	1 (100,0) b

	
	

	Oncologie-Hématologie
	48 (35,0) a

	Charing Cross Hospital
	48 (45,3) b

	Autres
	13 (9,5) a

	
	

	Tableau 1 : Description des caractéristiques générales des patients et des prélèvements de selle effectués.


a Pourcentage calculé avec comme dénominateur le nombre total de prélèvements n=137.
b Pourcentage calculé avec comme dénominateur le nombre de prélèvements selon l’hôpital d’origine.

L’âge médian des patients ne variait pas selon l’établissement dans lequel ils étaient hospitalisés et était supérieur à 65 ans (p=0,7). Les prélèvements inclus venaient pour la grande majorité de l’hôpital de Charing cross (77,2%). Les secteurs d’hospitalisation des patients prélevés étaient pour moitié des secteurs de réanimation et soins intensifs à hauteur de 50,4%, avec une différence significative selon l’hôpital (p<0,001). La très grande partie des prélèvements de Chelsea&Westminster venaient de la réanimation ce qui n’était pas le cas pour Charing Cross avec un partage équitable entre la réanimation et l’hématologie. La prévalence de patients colonisés à ERG n’est pas mesurée en routine dans les hôpitaux étudiés.
III.2. Analyse descriptive des résultats microbiologiques :
III.2.1. Résultats des analyses sur milieux sélectifs :

III.2.1.1. Cultures sur milieu Enterococcosel® :

Sur milieu Enterococcosel®, 47 souches (34,3%) avaient été isolées à 24 heures d’incubation et 68 souches bactériennes ont été isolées après 48h d’incubation soit 49,6% des prélèvements analysés (tableau 2). Parmi ces 68 souches, 37 (54,4%) se sont avérées être des E.faecium après identification du genre et de l’espèce au vitek2® et résistant à la vancomycine après analyse de l’antibiogramme. A partir de cette analyse macroscopique, les tests bactériologiques de base (esculine, catalase et morphologie à la coloration de Gram) permettaient d’exclure respectivement 7 et 20 souches ne possédant pas les caractéristiques biochimiques et morphologiques des entérocoques.
III.2.1.2. Cultures sur milieu Enterococcosel® après enrichissement :

Après 24 heures d’enrichissement, le nombre de souches isolées était respectivement 40 (29,2%) et 54 (39,4%) souches bactériennes isolées à 24 et 48 heures d’incubation (tableau 2). Le nombre total de d’E.faecium résistant à la vancomycine retrouvé parmi ces souches était de 37 soit 68,5% des souches identifiées à 48 heures. Dans le cadre des tests de base, 9 et 11 souches étaient exclues des entérocoques à 24 et 48 heures.
	Test microbiologique
	N
	%

	Milieu Enterococcosel®

	· Nombre de souches isolées à 24h :
	47
	34,3 a

	
	
	

	Tests de base :
	
	

	Esculine positive
	41
	87,2b

	Catalase négative
	44
	93,6b

	Cocci Gram positif
	41
	87,2b

	3 caractères réunis
	40
	85,1b

	Identification d’E.faecium par le système vitek2®
	32
	68,1b

	Souches d’E.faecium résistantes à la vancomycine
	32
	68,1b

	
	
	

	· Nombre total de souches isolées à 48h :
	68
	49,6 a

	
	
	

	Tests de base :
	
	

	Esculine positive
	55
	80,9b

	Catalase négative
	63
	92,6b

	Cocci Gram positif
	50
	73,5b

	3 caractères réunis
	48
	70,6b

	Identification d’E.faecium par le système vitek2®
	37
	54,4b

	Souches d’E.faecium résistantes à la vancomycine
	37
	54,4b

	Milieu Enterococcosel® après enrichissement

	· Nombre de souches isolées à 24h :
	40
	29,2 a

	
	
	

	Tests de base :
	
	

	Esculine positive
	32
	80,0b

	Catalase négative
	39
	97,5b

	Cocci Gram positif
	36
	90,0b

	3 caractères réunis
	31
	77,5b

	Identification d’E.faecium par le système vitek2®
	30
	75,0b

	Souches d’E.faecium résistantes à la vancomycine
	30
	75,0b

	
	
	

	· Nombre total de souches isolées à 48h :
	54
	39,4 a

	
	
	

	Tests de base :
	
	

	Esculine positive
	47
	87,0b

	Catalase négative
	50
	92,6b

	Cocci Gram positif
	45
	83,3b

	3 caractères réunis
	43
	79,6b

	Identification d’E.faecium par le système vitek2®
	37
	68,5b

	Souches d’E.faecium résistantes à la vancomycine
	37
	68,5b

	
	
	

	Tableau 2 : Description des résultats obtenus par les méthodes de culture sur milieu Enterococcosel® et milieu Enterococcosel® après 24h d’enrichissement.


a Pourcentage calculé avec comme dénominateur le nombre total de prélèvements n=137.
b Pourcentage calculé avec comme dénominateur le nombre total de souches isolées.
III.2.2. Résultats des analyses par techniques spécifiques, milieu chromogène ChromID VRE® et PCR :
III.2.2.1. Cultures sur milieu chromogène ChromID VRE® :
La culture de selles sur milieu chromogène ChromID VRE® permettait d’isoler 58 souches bactériennes après 24 heures d’incubation. Ainsi, 42,34% des selles donnaient des isolats bactériens sur ce milieu de culture. Cependant, après 48 heures d’incubation, 91 souches bactériennes (66,4%) étaient isolées. A partir de ces colonies isolées sur la gélose, 40 souches ont été identifiées comme E.faecium résistant à la vancomycine à 48 heures et 38 à 24 heures d’incubation. Les tests bactériologiques excluaient de l’espèce entérocoque respectivement 11 et 50 souches à 24 et 48 heures. Les résultats des cultures de selles sur milieu chromogène ChromID VRE® sont présentés dans le tableau 3. La PCR recherche de manière très spécifique le gène de résistance vanA. Le nombre de selles dans lesquelles était retrouvé ce gène de résistance était de 26.

	Test microbiologique
	N
	%

	Milieu chromID VRE®

	· Nombre de souches isolées à 24h :
	58
	42.34 a

	
	
	

	Tests de base :
	
	

	Colonies de couleur pourpre
	40
	69,0b

	Catalase négative
	43
	74,1b

	Cocci Gram positif
	41
	70,7b

	3 caractères réunis
	37
	63,8b

	
	
	

	Identification d’E.faecium par le système vitek2®
	38
	65,5b

	
	
	

	Souches d’E.faecium résistantes à la vancomycine
	38
	65,5b

	
	
	

	· Nombre total de souches isolées à 48h :
	91
	66,4 a

	
	
	

	Tests de base :
	
	

	Colonies de couleur pourpre
	41
	45,1b

	Catalase négative
	47
	51,6b

	Cocci Gram positif
	41
	45,1b

	3 caractères réunis
	38
	41,7b

	
	
	

	Identification d’E.faecium par le système vitek2®
	40
	44,0b

	
	
	

	Souches d’E.faecium résistantes à la vancomycine
	40
	44,0b

	Polymerase Chain Reaction

	· Nombre de PCR positives:
	
	

	
	
	

	PCR vanA
	26
	19,0 a

	PCR vanB
	16
	11,7 a

	
	
	

	Tableau 3 : Description des caractéristiques résultats obtenus par technique hautement spécifiques : milieu chromogène ChromID VRE® et PCR.


a Pourcentage calculé avec comme dénominateur le nombre total de prélèvements n=137.
b Pourcentage calculé avec comme dénominateur le nombre total de souches isolées.

III.2.3. Analyse de performance des méthodes de dépistage :

Une estimation du nombre de prélèvements positifs par la méthode capture-recapture était de 41,3 [37,8-45,2]. D’autre part, une forte dépendance était trouvée entre les résultats de la PCR vanA et ceux obtenus par le milieu Enterococcosel®. Il existait également une dépendance entre le milieu Enterococcosel® et le milieu chromogène ChromID VRE®. Les résultats du milieu chromogène ChromID VRE® se rapprochaient le plus de l’estimation. Nous avons donc considéré la méthode de culture sur milieu chromogène ChromID VRE® comme le « Gold standard » de cette analyse de performances. Les résultats des tests de performances sont présentés dans le tableau 4.
	Méthode de dépistage
	Milieu ChromID VRE® à 48h = Gold standard

	
	Sensibilité [IC95%]
	Spécificité [IC95%]
	VPP
	VPN
	LR+
	LR-
	LR+

/LR-
	AUC

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Milieu Enterococcosel®
	92,5
	100
	100
	97
	-*
	0,07
	-*
	0,96

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Milieu Enterococcosel® + enrichissement
	87,5
	97,9
	94,6
	95
	42,4
	0,13
	326,4
	0,93

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Milieu ChromID VRE à 24h
	95
	100
	100
	98
	-*
	0,05
	-*
	0,97

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	PCR vanA
	57,5
	95,8
	85,2
	84,5
	13,9
	0,44
	31,6
	0,77

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Tableau 4 : Analyse des performances de quatre techniques microbiologiques de dépistage des patients porteurs d’ERG.


*valeur indéterminable en raison d’un dénominateur nul.
La sensibilité des techniques variait de 57,5% pour la PCR à 95% pour le milieu ChromID VRE®. Les valeurs de spécificité variaient de 95,8% pour la PCR à 100% pour les milieux Enterococcosel® et ChromID VRE®. Avec une prévalence dans cet échantillon de patients porteurs d’ERG estimé à 30% (environ 41 souches d’E.faecium sur 137 prélèvements), les valeurs prédictives positives variaient de 85,2% à 100% et les valeurs prédictives négatives variaient de 84,5 à 98%.
Le maximum de vraisemblance positif variait de 13,9 pour la PCR vanA à 42,4 pour les milieux Enterococcosel® après enrichissement. Le maximum de vraisemblance négatif variait de 0,05 à 0,44 avec des rapports LR+/LR- de 31,6 à 326,4. Les aires sous la courbe de ROC étaient de 0,97 pour le milieu ChromID VRE® et de 0,77 pour la PCR vanA.

III.2.4. Résultats des délais d’analyse microbiologiques :

Les résultats des différents délais obtenus lors des analyses microbiologiques sont décrits dans le tableau 5. L’analyse des prélèvements était réalisée à 52 heures après le prélèvement chez le patient. Pour ce qui est de la première lecture des milieux de cultures, elle se faisait avec un délai médian de 20 heures sur milieu Enterococcosel® et chromogène, 44 heures sur milieu Enterococcosel® après enrichissement.
	Délais (en heures)
	Médiane [Q25- Q75]

	
	

	· Prise en charge des prélèvements :
	52 [40-254]

	
	

	· Entre le début de l’analyse et la première lecture :
	

	Milieu Enterococcosel®
	20 [20-23]

	Milieu Enterococcosel® après enrichissement
	44 [44-47]

	Milieu chromogène ChromID VRE®
	20 [20-23]

	
	

	· Entre le début de l’analyse et la lecture à 48h :
	

	Milieu Enterococcosel®
	44 [43-47]

	Milieu Enterococcosel® après enrichissement
	68 [68-70]

	Milieu chromogène ChromID VRE®
	34 [34-34]

	
	

	· Isolement des souchesa :
	

	Milieu Enterococcosel®
	20 [20-23]

	Milieu Enterococcosel® après enrichissement
	44 [44-47]

	Milieu chromogène ChromID VRE®
	20 [20-23]

	
	

	· Disposition du résultat avant validation :
	

	Milieu Enterococcosel®
	47 [44-67]

	Milieu Enterococcosel® après enrichissement
	70 [68-91]

	Milieu chromogène ChromID VRE®
	34 [34-58]

	PCR vanA
	5 [5-5]

	
	

	Tableau 5 : Délais des différentes étapes lors de l’analyse par quatre méthodes de dépistage


a délai d’incubation nécessaire à l’isolement d’une souche bactériennes
La seconde et dernière lecture des géloses se faisait avec un délai médian de 34 heures pour le milieu chromogène ChromID VRE®, 44 heures pour les milieux Enterococcosel® et 68 heures pour les milieux Enterococcosel® après enrichissement. Le délai médian entre le début de l’analyse du prélèvement et la disposition des résultats nécessaires à la validation était de 34 heures pour le milieu chromogène ChromID VRE®, 47 heures pour le milieu Enterococcosel® et 68 heures pour le milieu Enterococcosel® après enrichissement.

Le délai entre la mise en culture des selles sur les différents milieux et l’apparition de colonies visibles en macroscopie sur les géloses était de 20 heures pour le milieu Enterococcosel® et chromogène ChromID VRE®, tandis qu’il était de 44 heures pour le milieu Enterococcosel® après enrichissement.

Pour l’analyse par PCR, le délai médian entre la prise en charge du prélèvement et la disposition d’un résultat permettant la validation par le biologiste était de 5 heures.

Discussion :

Lors de l’analyse de performance des différentes techniques microbiologiques de dépistage des patients colonisés par des ERG, les résultats de l’évaluation des qualités intrinsèques apparaissaient hétérogènes. Le milieu chromogène ChromID VRE® semblait être un bon compromis lors du dépistage des patients porteurs. Ce milieu présentait les meilleurs valeurs de sensibilité et spécificité calculées lors de cette étude. Paradoxalement, les résultats obtenus lors de l’analyse par biologie moléculaire sont en dessous des données de la littérature. Les sensibilité et spécificité de la méthode de PCR pour la recherche du gène vanA évaluée sur un kit commercialisé étaient respectivement de 100% et 97%, valeurs bien supérieures à celle obtenues lors de cette étude [24]. Ces discordances pourraient s’expliquer par l’utilisation d’une procédure, non standardisée, spécifique au CHRU de Lille. L’intégration de résultats obtenus par l’application d’une PCR multiplex est une perspective de cette étude. Le milieu Enterococcosel® possède des résultats intermédiaires aux deux méthodes précédemment évoquées. Avec une sensibilité inférieure à celle obtenue par le milieu chromogène. Contre toute attente, les résultats obtenus lorsque l’on ajoute 24 heures d’enrichissement en milieu liquide sélectif sont inférieurs à ceux du milieu sélectif seul.
L’évaluation des différentes techniques microbiologiques de dépistage reposait sur leur comparaison à un « Gold standard ». Ce choix s’est tout d’abord basé sur l’expérience du « Centre nationale de référence résistance aux antibiotiques – laboratoire associé entérocoques ». Ce milieu a été récemment utilisé et évalué par le CNR sur 1500 cas de colonisation à travers toute la France. L’impression laissée par cette large utilisation était en faveur de bonnes qualités intrinsèques de cette méthode. En parallèle, des travaux in vitro réalisés sur différents milieux chromogènes réalisés par ce même CNR concluait à de meilleures valeurs de sensibilité du milieu ChromID VRE® [19]. Ces arguments étaient appuyés par plusieurs études comparant les différentes méthodes et affectant de meilleures acuités au milieu ChromID VRE® dans le diagnostic des patients colonisés [25]. Enfin, les résultats obtenus lors de l’étude capture-recapture tendaient aussi vers le choix du milieu ChromID VRE® comme « Gold standard » de cette étude.
Plusieurs difficultés affectaient les méthodes de culture. Les résultats peuvent dépendre de l’inoculum de selles ensemencé sur la gélose. Plus la charge en matière fécale étalée est importante, plus les chances de retrouver une souche bactérienne sont élevées. Cependant, un inoculum trop important ne permet pas un isolement correct des souches par l’apparition d’un tapis polymicrobien. Les Entérocoques possèdent la particularité d’hydrolyser l’esculine du milieu Enterococcosel®. Cela se traduit pas l’apparition d’un halo noir autour des colonies d’Entérocoques. L’apparition de cette hydrolyse peut varier de 12 à 72 heures rendant la lecture macroscopique parfois trompeuse. D’autre part, lorsque le nombre de colonies sur la gélose est important, cette coloration rend le milieu de culture entièrement noir et empêche la distinction entre plusieurs types de bactéries. La charge bactérienne du tractus gastro-intestinal du patient est également à prendre en compte. Un faible portage et une faible excrétion de l’ERG ne donne qu’une faible quantité de bactéries sur les géloses. De ces trois constats découlerait un allongement du délai et de la difficulté d’analyse avec de potentiels résultats faussement négatifs à la clef. La lecture macroscopique apparaissait beaucoup plus aisée sur le milieu chromogène avec un isolement facile des souches et une différence de coloration en fonction de l’espèce bactérienne. Selon le distributeur de ce milieu, chaque espèce d’entérocoque se développe avec une coloration différente. En théorie, les colonies d’E.faecium sont violettes, ce qui était vérifié sur nos souches mais également pour certains bacilles Gram négatifs. Les colonies E.faecalis devaient apparaître avec une coloration verte ce qui ne s’est jamais vérifié. Les colonies vertes étaient pour la majorité des levures. Les colonies incolores devaient être des Entérocoques d’autres espèces, mais la forte concentration en vancomycine de ce milieu inhibait leur culture. Ces colorations permettraient d’éviter les résultats faux négatifs mais pourraient être à l’origine de faux positifs par l’interprétation abusive d’une colonie violette comme étant un ERG sans réalisation des tests de base alors qu’il pourrait s’agir d’un bacille Gram négatif. La faible concentration en vancomycine du milieu Enterococcosel® permettait la culture d’espèces d’entérocoques de faible niveau de résistance à la vancomycine ou de bactéries appartenant à d’autres genres avec la possibilité de faux positifs. La difficulté de lecture d’une coloration de Gram d’un Entérocoque rend son résultat dépendant de l’opérateur. La probabilité d’évincer des Entérocoques à tort est alors importante. Cette étape est cruciale dans l’analyse de la bactérie car constitue le préalable à la réalisation d’une identification plus poussée par l’intermédiaire de l’automate vitek2®. Seules les souches cocci Gram positive et catalase négative étaient soumises à l’expertise du vitek2®. 

Toutes ces difficultés sont en faveur de la nécessité de formaliser les techniques d’identification des souches d’entérocoques en vue de satisfaire des exigences qualitatives et temporelles.

Le principal mode de colonisation par les ERG est la transmission croisée de patient à patient ou de soignant à patient. La logique et l’expérience veulent que l’on retrouve des cas secondaires de colonisation autour d’un patient porteur 
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. C’est la raison pour laquelle l’inclusion des patients se basait sur le secteur d’hospitalisation des patients plutôt que sur leurs caractéristiques cliniques. Une grande majorité des prélèvements provenaient du service de réanimation de l’hôpital de Charing-cross. Cette répartition des prélèvements s’explique par plusieurs raisons. L’hôpital de Charing-cross possédait un nombre supérieur de lits de réanimation en comparaison de l’hôpital de Chelsea&Westminster. D’autre part, cet hôpital a enduré une large épidémie d’infections à Clostridium difficile durant l’année 2008. En conséquence, les cliniciens étaient extrêmement sensibilisés à ce problème ce qui engendrait la réalisation de nombreux prélèvements de selles dans ce service. Pour ce qui est des services d’hémodialyse et de néphrologie, le nombre de prélèvements reçu par le laboratoire était moindre et ce peut être en lien avec les pathologies rencontrées et pour lesquelles les coprocultures sont moins systématiques. Les âges médians des patients inclus (66 à Chelsea&Westminster et 70,5 ans à Charing-Cross) étaient le reflet de l’âge moyen des patients hospitalisés en Grande-Bretagne [27].
L’évaluation de deux ou plusieurs techniques de diagnostic pour l’utilisation en pratique clinique est habituellement effectuée par une comparaison des valeurs de sensibilité et spécificité obtenues pour chacun des tests. Cependant, d’autres outils peuvent être utilisés comme les valeurs prédictives qui permettent une interprétation clinique plus aisée. En revanche, ces valeurs sont dépendantes de la prévalence de la maladie dans la population étudiée. Le likelihood ratio présente l’avantage de ne pas intégrer la notion de prévalence. D’autre part, il permet d’exprimer la magnitude selon laquelle le diagnostic d’un patient est modifié par la présence d’un résultat positif. La finalité est l’obtention d’un odds ratio exprimant un rapport entre la probabilité d’avoir un résultat chez un patient présentant la maladie et la probabilité d’avoir le même résultat chez un patient ne présentant pas la maladie. Les likelihood ratio positifs n’étaient pas calculables pour certaines méthodes en raison d’une spécificité de 100% et la présence de dénominateur nul. C’est le signe que cette valeur tend vers l’infini et d’une bonne prédiction de la méthode. Le recours à l’aire sous la courbe de ROC permettait de pallier les limites des méthodes d’évaluation des qualités intrinsèques des tests qui ne distinguaient les patients colonisés des non colonisés que de manière imparfaite et ne permettent pas de classer les tests en fonction de leurs performances [23].
Les délais d’obtention des résultats étaient variables selon les techniques. Il est indéniable que la méthode de PCR est la plus rapide. Cependant, notre expérience en situation épidémique montre qu’elle souffre d’un défaut cruel de sensibilité ce qui la rend utilisable qu’en association à une autre technique. Le milieu Enterococcosel® possède quant à lui une meilleure sensibilité mais pêche par son délai de mise en œuvre. Lorsque l’on ajoute un enrichissement à cette technique de base, le délai s’accroît d’environ 21 heures sans pour autant gagner en sensibilité. Cependant, d’autres expériences ont montré un surcroît de sensibilité lors de l’enrichissement 
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. La méthode d’enrichissement faisait appel à un milieu de culture liquide reconstitué in situ selon les recommandations de « l’Observatoire national de l’épidémiologie de la résistance bactérienne aux antibiotiques » à défaut d’utilisation d’un milieu standardisé commercialisé [29]. Nos résultats discordant seraient liés au caractère très sélectif de ce milieu de culture. Selon nos résultats, le milieu chromogène ChromID VRE® allierait de bonnes valeurs en termes de performance ainsi qu’un délai d’analyse moindre que pour les autres techniques.

Il est indispensable d’évoquer une nuance concernant ces délais. Ils correspondent au temps incompressible nécessaire à la réalisation de l’analyse d’un point de vue purement microbiologique. En se positionnant d’un point de vue clinique, nous nous verrions ajouter le délai d’expédition du prélèvement au laboratoire et le délai de validation de l’analyse et d’envoi du résultat par le biologiste. Ces valeurs dépendent des systèmes de transport de prélèvement qui peuvent être radicalement différents d’un établissement de santé à l’autre. D’autre part, la période de la journée à laquelle le résultat est disponible pour la validation du biologiste en France ou du scientifique au RU est aussi à prendre en compte. En routine, un résultat disponible le soir, ne pourrait être validé que le lendemain matin et donc disponible par le clinicien qu’à ce moment précis. Ce délai peut cependant être écourté en période de crise par la mise en place d’un système de garde.
Les recommandations nationales de prise en charge des patients porteurs d’ERG impliquent une organisation lourde des unités de soins. Les recommandations concernant les méthodes d’analyse microbiologique de dépistage de patients porteurs d’ERG doivent intégrer une stratégie possédant des qualités intrinsèques (la meilleur sensibilité) optimales en association à un résultat très rapide. Actuellement, l’investigation autour d’un cas de colonisation repose sur la réalisation de 3 dépistages hebdomadaires successifs. Ainsi, une réponse rapide est indispensable lors du premier dépistage afin de déterminer le niveau de transmission croisée et l’ampleur de la dispersion de la bactérie. Ce court délai de réponse apparaît moins crucial lors des deuxièmes et troisièmes dépistages.

Conclusion :
Le milieu chromogène ChromID VRE® apparaissait comme la technique présentant le meilleur compromis dans l’objectif de dépister les patients colonisés à ERG. Elle allie de bonnes valeurs de sensibilité à un délai de culture réduit. Ces deux qualités apparaissent comme essentielles lors de la réalisation d’un premier dépistage autour d’un cas de colonisation. Cette méthode pourrait donc être intégrée en première ligne dans la stratégie de dépistage en vue d’établir rapidement une évaluation de la situation épidémique autour d’une découverte fortuite d’un cas de colonisation. Les deux dépistages hebdomadaires suivants ne présentent pas le même caractère d’urgence. Ceux-ci se réalisent une fois les précautions d’hygiènes appliquées et la situation épidémiologique éclaircie. Ils pourront être réalisés à l’aide de méthodes toutes aussi sensibles mais moins rapides et possédant un coût réduit.
Cette stratégie optimale permettrait de diminuer la désorganisation des unités de soins et les coûts inhérents à la mise en place de manière abusive des recommandations nationales de prise en charge des patients porteurs d’ERG. Une perspective de cette étude serait l’évaluation médico-économique de l’émergence des ERG sur le territoire Français en vue de déterminer l’impact des mesures d’hygiène sur l’organisation des unités de soins, les soins des patients, et les coûts directs engendrés.
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