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Le constat

* Techniques conventionnelles de bactériologie
— Basées sur la culture bactérienne
— 24 h au mieux pour obtenir I'identification du pathogene
— 36-48 h au mieux pour obtenir un antibiogramme

e Ensemencement du
prélevement
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e Culture bactérienne et
identification

e Antibiogramme




« Outils de diagnostic rapide »?

 « Quelle rapidité » ?
— A partir du prélévement (J0) Gram, antigénurie légionelle...
— A partir des colonies bactériennes (J1) milieux chromogénes, MALDI-TOF...

* « Quel(s) type(s) de diagnostic(s) ? »
— Identification d’un agent pathogene grippe, S. aureus...
— Recherche d’une résistance aux antibiotiques vanA, OXA-48...

* « Quel(s) type(s) de test ? »
— Tests phénotypiques / tests génotypiques tests d’agglutination, (q)PCR...
— Tests simplex / tests multiplex approches ciblées, approches syndromiques...

* Dans quel contexte ? Pour qui ?
— Diagnostic clinique infection respiratoire, digestive, méningée...
— Dépistage, prévention dépistage nasal de S. aureus, recherche de BMR... 3
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ET résistance aux antibiotiques
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Outils de diagnostic rapide

ET résistance aux antibiotiques



Les objectifs

* Diagnostic dans le cadre d’une infection

— ldentifier a partir d’un prélevement ou d’un germe Ia
résistance éventuelle (ou la sensibilité...) d’'un germe
responsable d’une infection

* Diagnostic dans le cadre d’un dépistage

— ldentifier les patients porteurs sains de certains germes
(BMR, BHRe) dans un contexte de prévention, a titre
individuel ou a titre collectif



Les objectifs

* Intérét a titre individuel
— instauration d’une antibiothérapie précoce et adaptée
— situations d’urgence +++

s Choc septique

fraction of total patients

1.0 4 s survival fraction
= N _ B * Lien fort entre retard d’une
antibiothérapie adaptée et déces
0.0 du patient
0.4 * ATB adaptée dans la 1¢© heure
e d’une hypotension : 80 % de survie
e Chaque heure sans ATBthérapie
e a, o Ao Ry Ry By R R adaptée = ~ 7,6 % de la probabilité
% g T S B T % Vo Og, de survie

time from hypotension onset (hrs) - o
Kumay, Critical Care Medicine, 2006
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Les objectifs

* |ntérets a titre collectif

— @éviter une surconsommation des antibiotiques ANTIBIOTIQUES
Préserver les ATB a large spectre, « bon usage des ATB »  uusts | TR
= Moindre pression de sélection antibiotique MOINS FORT

— dépister les patients porteurs de BMR, BHRe (épidémie ++)
Limiter la diffusion de |a résistance
= Instauration rapide des mesures d’hygiene adaptées



Les outils a disposition

e Outils :

= détection directe ou indirecte de protéine(s) impliquée(s) dans la résistance

Résistance exprimée X Détection difficile a JO
Facilement applicable a J1 -

* Outils génotypiques :

= détection de gene(s) impliqué(s) dans la résistance (mutation / acquisition)

Souvent plus rapide » Ne détecte que ce qui est connu
Applicable a JO % Ne préjuge pas de la résistance



e Ensemencement du
prélevement

e Culture bactérienne

e Rendu de l'antibiogramme

J

B Outils phénotypiques +++

B Outils génotypiques
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B Recherche d’une protéine par immunochromatographie “

— colonies de staphylocoques / flacons d’hémocultures positifs a cocci
Gram + en amas

— recherche de la PLP2a avec des anticorps anti-PLP2a
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= BinaxNOW PBP2a™ (Alere)

= Résultats < 10 min = Résultats < 30 min

= Clearview Exact PBP2a (Alere)

= Optimisation de la prise en charge : oxacilline versus vancomycine
= Dépistage BMR : SARM .



B Recherche d’une protéine par spectrométrie de masse
— colonies bactériennes (BGN notamment)
— mise en contact de la colonie en présence d’un antibiotique

« Application actuelle du MALDI-TOF : O
Identification des bactéries et levures 5 j
. . ; c:'b ® ‘:)‘;; ©® . ! ® & ® &
° AUtreS apphcathnS . % ‘i o ,;."' o e . ® Ionsv:oléwlaircs
— MALDI-TOF : Mesure de I’hydrolyse des B- Picorption  Toistion s

lactamines par détection des métabolites
Ampicilline — acide pénicilloique (90 min)
Typical RP = 25,000

— Autres techniques de spectrométrie :

80

détection de peptides spécifiques de [

protéines impliquées dans des mécanismes -

de résistance Z:f (T
S N Jﬁ_
P mygiﬁll Two a0 o0 10000

Grundt et al, JCM, 2012 Burckhardt, JCM, 2012 12

Matrix-Assisted Laser Desorption and lonisation - Time Of Flight



B Recherche de lI'activité enzymatique d’une protéine

R * Rapidec® CARBA NP

ampamasur (WS , , :
» — entérobactéries, P. aeruginosa,
! A. baumannii

::‘w‘:;?:'m‘:‘m:ue s:" CONFIRMATION ;z:ﬂzt\?(zl;lg:?;;::g‘ég::s“ (Bilx'l' étendue aux carbapénémes . .

- = — . — BGN + Imipenem + Zinc

f .. .. T . 7 7
& @ — Sicarbapénémase +,
e o changement de pH = jaune

‘: ': '“ | — 5e:97,8%; Sp :97,8%

. e enwinsux = Résultats en 30 mina 2 h

Dortet, AAC, 2012

* Rapid Polymyxin NP test [ |

— Entérobactéries

= Résultats en 2-3h Nordmann, EID, 2016

— BGN + colistine + glucose

— Si colistine R, consommation de glucose : changement de pH = jaune .
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B Mesure accélérée des CMI via un microscope

e Accelerate PhenoTest™ BC kit

— Morphokinetic Cellular Analysis (MCA)

— Taille, forme, taux de division observée via un
microscope : observation de microcolonies

— Utilisable a partir de flacons d’hémocultures positifs

{&$ ACCELERATE

DIAGNDOSTICS

E. coli vs. Pip-Tazo
MIC =2
Susceptible

E. coli vs. Ceftazidime
MIC =32
Resistant
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B Détection de genes de B-lactamases

 Check-MDR
— Extraction ADN BGN
— Ligature, amplification

— Détection apres hybridation ——-——— —
TFrr ety 4 Primers pymers
GASC EEEEEE R i
~ls —
e Des dizaines de cibles détectées : E———

— Pénicillinases BLSE
— Céphalosporinases AmpC
— Carbapénémases

. - ,.-;,- -
0% Check:pljomts -
molecular detection 15



http://www.check-points.com/

e Ensemencement du
prélevement

e Culture bactérienne

e Rendu de l'antibiogramme

T T
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B Outils phénotypiques

B Outils génotypiques +++ : PCR +++
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B Utilisation de géloses sélectives (+ avec agent chromogéne)

R «

NS |
BBL™ CHROMagar™ MRSA Il Brilliance™ MRSA ChromID™ ESBL EBLSE
(Becton-Dickinson) (Oxoid) (bioMérieux)

CHROMagar™ VRE
(CHROMagar)

EPC

ERV

= ChromID™ CARBA SMART
(bioMérieux)




B Détection de S. aureus résistant a la méticilline (SARM)

* Prélevements:
— Ecouvillonnages nasaux
— Ecouvillonnages de plaies cutanées :
— Flacons d’hémoculture positifs a cocci Gram + en amas*

 Genes cibles :
— Jonction cassette SCCmec-orfX +/- mecA

— S. aureus : spa, nuc = Résultats < 1-2 h
- S UreLS L.
SCCmec Sheomoneine Faux positifs :
' S. aureus « drop-out » : gene mecA absent
s< i*' (OK avec les tests qui ciblent aussi mecA)

// //@// oefX Faux négatifs :

Clones avec cassettes SCCmec différentes
SOCmec 1 oriX junchon Nouveaux variants mecC
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B Détection de S. aureus résistant a la méticilline (SARM)

NucliSENS EasyQ” MRSA ‘
(bioMérieux) . AR

BD GeneOhm™ MRSA
(Becton-Dickinson)

GenoQuick® MRSA
(Hain Lifescience)

Xpert® MRSA
X ®
pert@ MRSA/SA SSTI // X X X
Xpert” MRSA/SA BC Cepheid.
(Cepheid)

GenoType® BC grampositive HAIN
(Hain Lifescience)
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B Détection des entérocoques résistants a la vancomycine (ERV)

e Quand?
— Epidémie a ERV, sujets contact
— Rapatriement sanitaire
* Prélevements
— Coproculture
— Ecouvillonnage rectal
* @Genes cibles : vanA, vanB
* Interprétation :

— vanB : possibles faux + (anaérobies)
— vanA : potentiel VRSA (USA)

= BD GeneOhm™ Van R (GeneOhm - BD)
= Xpert® Van A/VanB (GeneXpert — Cepheid)
» GenoType® BC grampositive (Hain Lifescience)

= Résultats< 2 h

B Détection de genes de carbapénémases

e Quand?  Prélévements « Génescibles : %%%
— Epidémie a EPC — Ecouvillonnage rectal oxa-48, ndm, kpc, - sui

— Rapatriement sanitaire imp-1, vim

= Xpert® Carba-R (GeneXpert — Cepheid) = Résultats<2 h 20




B Détection de la résistance a la rifampicine de M. tuberculosis

e Quand??
— Suspicion forte de tuberculose
— Présence de BAAR a I'examen direct

e Prélevements:

— Tubages gastriques, expectorations
— Cultures bactériennes

* Genescibles :
— Résistance a la rifampicine : rpoB

= Xpert® MTB/RIF (GeneXpert — Cepheid) = Résultats en 2 h

— + résistance a l'isoniazide : katG (haut niveau) et inhA (bas niveau)
— + résistance aux FQ (gyr), aux aminosides (rrs), a I'éthambutol (embB)

= GenoType® MTBDRplus (Hain Lifescience)

= GenoType® MTBDRs/ (Hain Lifescience)

= Résultatsen 5 h
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B Détection des résistances chez Helicobacter pylori

* Quand?
— En systématique sur les biopsies gastriques
— En cas d’échec de traitement

* Problématique relativement simple car :
— Prélevement normalement stérile
— 1 seule bactérie potentiellement présente
— Des mécanismes de résistance liés a des mutations

= GenoType® HelicoDR (Hain Lifescience) = Résultats en 5 heures

* Genes cibles : plusieurs mutations détectées
— gyrA : résistance aux fluoroquinolones
— ADN codant ’ARNr 23S : résistance a la clarithromycine

€&
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Le bilan

* De tres nombreux et de plus en plus d’outils a disposition !
— Liste non exhaustive, outils en évolution permanente

— Mécanismes de résistance ciblés :
e Bactéries a Gram + : SARM, ERV, mycobactéries
* Bactéries a Gram -... : BLSE, EPC
* Test de sensibilité ?

 Nécessité d’outils fiables
— Etudes comparatives : « Gold standard » ?

e Outils a utiliser dans un contexte donné, non en systématique
— Besoins des cliniciens, besoins des EOH...

* A lier aux contraintes organisationnelles... (et financiéres !)
— Qualité 1S015189, H24 ?, études de flux, études médico-economiques... .



Outils de diagnostic rapide

ET approches syndromiques
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Approches

‘ Défi n ition syndromiques

 Recherche simultanée, a partir d'un méme prélevement biologique, de
plusieurs agents pathogenes potentiellement impliqgués dans une
infection a l'origine de symptomes comparables

* Principe : 1 syndrome = 1 prélevement = 1 seul test
= raccourcir le délai diagnostique, optimiser la prise en charge

* 4 principales approches:

— infections méningées — infections sexuellement transmissibles (IST)

— infections respiratoires — infections digestives

— (sepsis / flacons d’hémocultures) “
* Technologies basées exclusivement sur des outils génotypiques v

= multiplex : PCR, gPCR, PCR nichée, LAMP... v
25



= Exemple d’une
approche ciblée

OXA-48, KPC, NDM, VIM, IMP

grippe A, grippe B,
A HIN1 2009

Clinical IVD Tests

Healthcare Associated
Infections

Xpert Carba-R

Xpert MRSA

Xpert 5A Nasal Complete
Xpert MRSA/SA SSTI
Xpert MRSA/SA BC
Xpert C. difficile

Xpert C. difficile/Epi
¥pert vanA /vanB

Xpert Morovirus

Critical Infectious Diseases
Xpert MTB/RIF
¥pert Flu
Xpert FIWRSV XC
Xpert EV

Sexual Health
Xpert CTING
Xpert GBS
Xpert GBS LB
Xpert TV

toxine B, toxine binaire
Ribotype 029

GeneXpert.

Powered By  CEPHEID INNOVATION

Détection de la résistance
a la rifampicine
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= Exemple d’une approche syndromique

Sample
Injection
Port Water
l DNA/RNA Injection
Purification PCRI Port

a.ami.wx B I og FIRE FilmArray”

The fastest way to beffer results.
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https://www.youtube.com/watch?v=V5fUwjodmz4

= Exemple d’une approche syndromique

1 test. 22 pathogénes
Résultats en 1 heure environ HAUT @
FilmArray™

Gastrointestinal Panel Bacteries E. coli diarrhéogéne/Shigella

(Panel Gastrointestinal)

= Campylobacter (jejuni, coli et upsaliensis) » E. coli entéroaggrégative (EAEC)
- Clostridium difficile (toxine A/B) - E. coli entéropathogéne (EPEC)
- Plesiomonas shigelloides - E. coli entérotoxigénique (ETEC) It/st
FiImArrayg - Salmonella - E. coli produisant des shga-toxines (STEC)
el b - Yersinia enterocolitica sbetisbe
- Vibrio (parahaemolyticus, vulnificus et » B corotsr ,
cholerae) - E. coli Shigelia/entéroinvasive (EIEC)

= Vibrio cholerae

Virus Parasites

- Adénovirus F 40/41 } Cryptosporidium
- Astrovirus » Cyclospora cayetanensis
Analyse de 22 agents pathogenes - Norovirus GI/GII b Entamoeba histolytica
gastro-intestinaux communs comprenant _ o .
virus, bactéries et parasites responsables - Rotavirus A ¥ Giardia lamblia

de diarrhées infectieuses

Sapovirus (I, II, IV and V)

Emwﬁmux B I og FIRE FilmArray”

The fastest way to beffer results. 28




= Exemple d’une approche syndromique

FilmArray™
Respiratory Panel
(Panel Respiratoire)

FilmArray”

Tie featén! miy 20 Saltsy resulls.

Analyse de 20 virus et bactéries
respiratoires

1 test. 20 pathogénes respiratoires.
Résultats en 1 heure environ

Virus Bactéries

Adeénovirus

Coronavirus HKU1
Coronavirus NL63
Coronavirus 229E
Coronavirus OC43
Métapneumovirus humain
Rhinovirus humain/Entérovirus
Virus de la grippe A

Virus de la grippe A/H1

Virus de la grippe A/H1-2009
Virus de la grippe A/H3
Virus de la grippe B

Virus parainfluenza 1

Virus parainfluenza 2

Virus parainfluenza 3

Virus parainfluenza 4

Virus respiratoire syncytial

e Bordetella pertussis

FilmArray™ ME
(Panel
Meningite / Encéphalite)

FilmArray*

The fuastust waty (o baler nasus

BIO

BIODMEIRIEUX

FIRE

levure

analyse de 14 virus, bactéries et

e Chlamydophila pneumoniae

e Mycoplasma pneumoniae

1 test. 14 cibles.
Résultats en 1 heure environ

Virus

# Cytomégalovirus (CMV)

® Entérovirus

& \irus herpés simplex 1 (HSV-1)
@ Virus herpés simplex 2 (HSV-2)

® Herpésvirus humain 6 (HHV-6)

® Paréchovirus humain

o Virus varicelle-zona (VZV)

Bactéries

Escherichia coli K1
Haemophilus influenzae
Listeria monocytogenes
MNeisseria meningifidis
Strepfococcus agalactiae

Streptococcus pneumoniae

Levure

® Cryptococcus neoformans / gattii



= Autre exemple d’une approche syndromique

HPN
HOSPITALIZED
PNEUMONIA
APPLICATION

Gram-postive Sfaphyiococcus aweus | 3rd generation Cephalosponne
barteria Streplococtus Greurmonize e Macrolide’Lincosamids

19 RESISTANCE MARKERS — 20 PATHOGE! Cifrobacter freundi i Carbapenzm

The Unyvero HPN Pneumonia Cartridge Escherichia coll ke Garbapenem
Enterohacter cloacas complex e Creaillin
Enierobaciar aempenies mecC Osanillin
Proteus spp. nedrm Carbapenarm

Enterohactenaceas
Flabaiala preurnonize oxa-23 Carbapensm
Hlebsiaha oxylocs -2 Carbapenam
tlabsiaha vamicols owa-48 Carbapensm
Sematia marcescens axa-58 Carbapenarm
Morgareia tmorgani shy Penicillin
Moraxels catardhalz sl Sulfanarmice
Peaudnmanas asnigingsa tern Penizillin
Dr] . Nont;f:;trgsgting Aca'net::bac!erb&tmramui'ocnflax vl Garhaper.'uem
C U ret I S Stanotrophamnnas maltanhils aprAds Flusraouingkans
Legionala pneumoptils arASF Flucracuinskong
Frigumocystis frovect
un Y vero Others / Fungl Hesmophilug Influenzas
- Micoplasma oneumonias 30
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» Le bilan synaromicues

* De plus en plus d’outils a disposition
— Liste non exhaustive, outils en évolution permanente, de + en + simples
— Des panels assez comparables entre les constructeurs

— Moindre volume de prélevement, moindres manipulations, moindre
temps technicien, moindre colt que plusieurs approches ciblées

 Nécessité d’outils fiables
— Etudes comparatives : « Gold standard » ?

e Outils a utiliser dans un contexte donné, non en systématique
— Besoins des cliniciens, interlocuteur H24 ?

* A lier aux contraintes organisationnelles... (et financiéres !)

— Qualité, études de flux, études médico-économiques...
— Des systemes bientot « au lit du malade » 31
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Ne pas abandonner
la culture et
I'antibiogramme !
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