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Schéma classique du diagnostic microbiologique
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Contexte d’augmentation de |I'antibio-résistance
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Pourquoi diagnostiquer plus vite la résistance ...

Double enjeu

e Mise en route plus rapide d’un traitement adéquat
- diminution des échecs de traitement

e Désescalade plus rapide d’'un antibiotique a large
spectre vers un antibiotique a spectre plus étroit

- diminution de la consommation et de la
pression de sélection par les antibiotiques
a large spectre
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Qu’est ce qu’on a sous la main ....



Test colorimétrique : 3-LACTA™ test (Biorad)
Prédiction de la résistance aux C3G
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clivage d'une céphalosporine chromogénique (jaune = rouge)
en présence d’'une enzyme hydrolysant les C3G (BLSE ou
céphalosporinase hyperproduite)

o Test réalisable sur colonies bactériennes (J1) :
- sensibilité de 96% pour E. coli et K. pneumoniae
- Mais, sensibilité de 67% chez Entérobactéries
du groupe 3 hyperproductrices de céphalosporinase

e JAMe Renvoisé et al, J. Clin Microb., 2013
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Test colorimétrique : 3-LACTA™ test (Biorad)
Prédiction de la résistance aux C3G

Test réalisable directement sur prélevement

e Urines

- Culots urinaires avec EB productrices de BLSE (Sens 94-96% Spé
100%) mais lecture a 30 minutes

e Hémoculture
- Hémocultures positives a BGN (Sens 75% Spé 100%)

- Mauvaise prédiction de la résistance aux C3G par hyperproduction
de céphalosporinase chromosomique (Sensibilité de 33 a 50%)

. Microb. 2014, Amzalag et al, Lond. Inf. 2016,
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B-LACTA™ test (Biorad)
hémocultures — culture rapide

Identification

3/4 heures
37°C

Y

B-lacta test
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B-LACTA™ test (Biorad) - Impact

Evaluation of early antimicrobial therapy
adaptation guided by the BetaLACTA® test:
a case-control study

CONTROLS
{CONVENTIONAL EMPIRICAL ANTIMICROBIAL THERAPY ADAPTATION]

CASES

(BLT-GUIDED EMPIRICAL ANTIMICROBIAL THERAPY A DAPTATION)
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[ 61 patients included J

3% GC > Amox (n=4)

I {1 I
e g e i -{ BLT performed on enterobacteriaceae colonies ]— -==== CULTURE RESULTS
' :
v : i ¥
1 de-escalation : 9 escalations 17 de-escalations |
4 GC > 3 GC (n=1) ‘|  39GC > carbapenems (n=3) Pip/Taz > 3" GC (n=9) :
Pip/Taz > carbapenems (n=6) Carbapenems > 3 GC (n=8) ).
i L J
34 confirmations
3" GC and 3" GC sensitivity (n=30)
Carbapenems and 3" GC resistance due to ESBL {n=4)
[ 1 inappropriate confirmation E
3" GC and 3" GC resistance (n=1)
_______________________________________________________ E______________________ SENSITIVITY TESTS
/ M 5 RESULTS
14 escalations 18 de-escalations | :

Amox/Clav > 3% GC (n=2) Fip?;:gz;r:xglit}i{y ¥ Y ¥ X P d 7 t O
Aman/Cley o Celupinie (ani) Pip/Taz » 3 GC (n=7) No antimicrobial modification (n=54) § as Impact sur :
B:GCGC = C::apimz r";'“j} Cefepime > Amox/Clav (n=1) : d 0 d 20

> carbapenems (n= Cefepime > 3 GC (n=2) 1 secondary escalation E O

Pip/Taz > Cefepime (n=3) Carbapenems > 31 GC (n=3) 3" GC > Cefepime fn=1) ? Uree de s eJ our,
Pip/Taz > carbapenems (n=4) Carbapenems > Amox/Clav (n=1) ; P . .

¥ 6 secondary de-escalations Po= d uree d e venti I ation

28 confirmations

Amox/Clav and Amox/Clav sensitivity (n=2)
3 GC and 3 GC sensitivity {n=19)

Carbapenem and 3" GC resistance due to ESBL {n=7)
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34 GC > Amox/Clav (n=3)
Carbapenem > Cefepime (n=1)

- mortalité

Garnier et al, Critical Care, 2017



Antibiogrammes réalisés directement sur
prélevements cliniques

e 88 LBA ou PDP chez 66 patients suspects de PAVM
- présentant un BGN a 'examen direct

- 3 services de réanimation CHU Bichat-Claude Bernard

e Reéalisation d’un antibiogramme vrai
directement a partir du prélevement
avec standardisation de l'inoculum
selon I'examen direct

e Performances

VPP : prédiction de la résistance : 86,4 a 100%
VPN : prédiction de la sensibilité : 96,4 a 100%

s dme B Gl Micr Inf 2015



Performance and impact of a rapid method combining mass spectrometry
and direct antimicrobial susceptibility testing on treatment adequacy of
patients with ventilator-associated pneumonia

e |Impact, changements potentiels d’antibiothérapie a J1
si I'antibiogramme direct avait été rendu aux cliniciens

. e e C hange for De-escalation No change
Initial antibiotic therapy n inadequacy
(m) (n)
()
Amoxicillin-clavulanate acid 6 0 0 6

+/— aminoglycoside

Inconvénient majeur : passage au référentiel européen
en 2015 pour la réalisation des antibiogrammes

augmentation de lI'inoculum nécessitant
au moins 5 a 10 formes bacillaires/champ

Others * 9 0 0 9
No treatment 1 0 0 1
Total (%) 85 (100%) 9 (10.6%) 26 (30.6%) 50 (58.8%) 41,2%

0 S| S g o
Aﬂm @19 Le Dorze et al, Clin Microb. Inf 2015



Nouveaux tests ....
génotypiques



Le multiplex/syndromique sur quels
prélevements ?

e Les hémocultures positives ?



Hémocultures positives

ePlex Verigene

GenMarkpx Luminex

PCR multiplex

= Panels Gram+/Gram- ou un seul panel

= Genres/espeéces :9 a 21 cibles

= Temps de préparation < 5 minutes

= Temps analytique : 1h30 a 5h

= Genes de résistance aux antibiotiques :

Gram+ : mecA, (mecC), vanA/B

Gram- : carbapénémases (KPC, IMP, VIM, OXA, NDM)
+/- BLSE (cTX-M)

FilmArray Unyvero
e s Tcuretis




Comparaison des délais d’identification
dans les hémocultures

- Blood culture (8h or longer)
Microarray
DNA Purification

B pcr Amplification
Result Generation

FilmArra

] 100 a 200 €
Verigene
Culture rapide + Maldi + B-lacta
MALDI-TOF a
5a10¢€

Traditional Blood Culture

Gram-Staining and Phenotypic Identification

TR
7
2 4 6 8 10 12// days
Time to result (h)

3 S| S = o .
PRSI UK Sl %me apres Lisenfeld et al, Eur. J. Micr. and Imm., 2014



Le multiplex/syndromique sur quels
prélevements ?

e Les pneumopathies ?



Impact du kit Unyvero HPN dans le diagnostic
des PAVM et pneumopathies séveres de réanimation

— |

Gram-positive bac- _ Staphylococcus aureus ermB Macrolide/Lincosamide e
teria Streptococcus pneumoniae mecA Oxacillin ‘ :
Citrobacter freundii mecC (LGA251) Oxacillin
Escherichia coli tem Penicillin
&) .
Enterobacter cloacae complex shy Penicillin curetis
Enterobacter aerogenes ctx-M 3rd generation Cephalosporins
Proteus spp.
Enterobacteriaceae kpe Carbapenem
Klebsiella pneumoniae imp Carbapenem
Klebsiella variicola oxa-93 Carbapenem
Serratia marcescens oxa-24/40 Carbapenem
Morganella morganii oxaAB Carbapenem
Moraxella catarrhalis NGBS Carbapenem
' | Pseudomonas aeruginosa _ vim Carbapenem
Non-fermenting ; "
: Acinetobacter baumannii complex i
bacteria sull Sulfonamide
Stenotrophomonas maltophilia .
s i gyrA83 Fluoroguinolone Te m ps ren d u:
Legionella pneumophila
= b e gyrA87 Fluoroguinolone 4 / 5 h
Pneumocystis jirovecii

Others / Fungi

Haemophilus influenzae

Mycoplasma pneumoniae

Chlamydophila pneumoniae

HPN Cout : +/- 200 €

HOSPITALIZED
PNEUMONIA



Impact du kit Unyvero HPN dans le diagnostic
des PAVM et pneumopathies séveres de réanimation

Ycuretis

* Performances sur 71 épisodes de pneumopathies w v w =
(54 LBA et 17 PDP) chez 63 patients

- Sensibilité de 88% au total (57 a 100%)
- Spécificité de 98% au total (97 a 100%)

e Impact potentiel sur 33 épisodes : 22 (67%) modifications
d’antibiothérapie.
- 3 initiations d’antibiothérapie
- 19 changements :
11 (33%) désescalades,
5 (15%) antibiothérapies adaptées et/ou plus optimales
3 (10%) antibiothérapies moins optimales

T |C|me Données personnelles



Performances du panel pneumonie - FilmArray

The FilmArray®
Pneumonia Panel

Sample Type: Sputum, Endotracheal Aspirate, and Bronchoalveolar Lavage

Investigational Use Only

Panel Menu

Bacteria Atypical Bacteria Antimicrobial
Semi-Quantitative Bacteria Qualitative Bacteria Resistance Genes
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex Legionelia pneusmophila mecA/C and MREJ

Serratia marcescens Mycoplasma pretumoniae KPC

Profeus spp. Chiamydia preumoniag NOM

Klebsiela pneumaoniae group OxadB-lke

Enterobacter asrogenes Viruses CTX-M

Enterobacter cloacae Influenza A ViM

Escherichia colf Influenza B NP

Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis
Pseudomonas aerniginesa
Staphylococeus atirens
SIreplococcus preumoniae
Klebsielta oxytoca
Straplococeus pyogensas
Streptococeus agalactiae

Respiratory Syncytial Virus

Human Rhinovirus/Enterovirus

Human Metapneumovirus

Parainfluenza virus

Adenavirus

Coronavirus

Middle East Respiratory
Syndrome Coronavirus

BIO%FIRE'

A BIOMERIEUX COMPANY

Temps rendu : 1h30
Cout : +/- 200 €



Performances du panel pneumonie - FilmArray

BIO%FIRE'

A BIOMERIEUX COMPANY

e Performances sur 60 épisodes de pneumopathies

(5 ECBC, 4 Asp Bronchiques, 30 LBA et 22 PDP)
présentant des germes a I'’examen direct

- Sensibilité de 96% au total (80 a 100%)
- Spécificité de 98% au total (97 a 100%)

e Rendu quantitatif du résultat (10% a 10p3)
- Faible corrélation entre quantité en culture et FilmArray

EESTER jame Données personnelles



Diagnostic génotypique
Avantages/inconvénients

Avantages :

- Vitesse d’exécution rapide < 2h pour certains systemes

- Impact +++ de I'association identification des especes bactériennes
+ genes de résistance

Inconvénients :

- On ne trouve que ce que I'on cherche !l (ce gu’il y a dans le panel)

- Pas de possibilité de connaitre les résistances chromosomiques

- Nécessite des algorithmes associés aux résultats et des conseils
pour les cliniciens

- Ne peut étre substitué au diagnostic microbiologique conventionnel

- Cout +++
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Nouveaux tests ....
phénotypiques



Accelerate Pheno ™ ‘O‘ACCELER/\TE

Bichat - Claude Bemard

DlAGNOSTIC S™

Technologie

Identification : FISH (Fluorescence
in-situ hybridization)
Antibiogramme : MCA
(morphokinetic cellular analysis)

sur.

Hémocultures uniquement



Accelerate Pheno ™ ‘O‘ACCELER/\TE

DlAGNOSTIC S™

Klebsiella pneumoniae et méropéneme

Growth Curve Time / Effect Curve Individual Clone View

CMI =1 mg/L

E ; 3

Il"_’“*.ﬂ:.f--. '

Growth Curve Time / Effect Curve

CMI = 32 mg/L

L
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Accelerate Pheno ™ ‘.s ACCELERATE

DiIAGNOSTIC S™

Technologie

- ldentification : FISH (Fluorescence
in-situ hybridization)

- Antibiogramme : MCA
(morphokinetic cellular analysis)

Sur :

- Hémoculture positive uniqguement

= Temps préparation : 3 minutes
= temps analytique : identifications en 1h30 ; antibiogramme <7h

= Performances : 95-96% concordance avec méthode de référence
Major Error : 2,3-3%, Very Major Error : 0,4-1,4%

PR NORD VA DS I|E me 17, Charnot-Katsikas A et al. J Clin Micr, 2018




dRAST™ ) QUANTAMATRIX

oRAST

Technologie

- Pas d’identification

- Antibiogramme : canaux microfluidiques
d'agarose puis analyse d’'images
microscopiques

sur :

- Hémocultures uniquement

| QMAC dRasT

' Addition of
- cultiure medium D - Data qullii'“ﬂ'l
Direct inoeutation |'|' ;m — Control
NGARST chip Cultuire medla with 501 — 8/4 Hg/mi
antiblotics -t gm — 16/8 1.|g.-’m|
e o : > | — 32116 pg/mi

Focus mark
Automated

microscopic imaging

8 8

Micro-calon
—
o

0 1 2 3 4 5 6

96 well format dRAST chip

Incubation time (h)
° MIC determination
® ° ~ . ]
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dRAST™ A QUANTAMATRIX

Technologie

- Pas d’identification

- Antibiogramme : canaux microfluidiques
d'agarose puis analyse d’'images
microscopiques

sur :

- Hémocultures uniquement

= Temps préparation : 3-5 minutes

= temps analytique : antibiogramme : 6h

= Performances : 91% de concordance avec méthode de référence
ME : 2,7%, VME : 1,5% (fournisseur)

HBP\TAUX UNIVERSITAIRES @ . N - .
rswoveoesne JCIN€ ME : major error, VME : very maja Choi et al, Sci. Report, 2017



Apport de ces « antibiogrammes rapides »
dans les hémocultures positives

. | -
L 2L “r

Bt I_-

Conventional 60 hours

e ) Em—"—)

dRAST™ Blood 24 hours

Blood culture m SAVE TWO DAYS (30-50 hours saved)

En France

P B S




Tests diagnostiques phénotypiques
Avantages/inconvénients

Avantages :
- Antibiogramme complet avec CMI
- Peut étre substitué a I'antibiogramme classique

Inconvénients :
- Uniquement sur cultures microbiennes pures
(hémocultures, urines ?)
- Turn around time encore élevé (6-7 heures)
-> nécessité de revoir I'organisation des laboratoires de

bactériologie pour profiter de ces performances
- Cout +++

°
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Impact des tests de diagnostics rapides
sur les bactériémies

The Effect of Molecular Rapid Diagnostic Testing on
Clinical Outcomes in Bloodstream Infections: A Systematic
Review and Meta-analysis

Tristan T. Timbrook,"* Jacob B. Morton,"* Kevin W. McConeghy. Aisling R. Caffrey,'?* Eleftherios Mylonakis,® and Kerry L. LaPlante™>*

Impact sur la mortalité des tests moléculaires
rapides avec et sans « antibiotic stewarship » dans
les bactériémies

° .' * -

HOPITAUX UNIVERSITAIRES
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mROT Conventional Testing
Study or Subgroup _ Events Total Events Total Weight, % OR (95%Cl) OR (95%CI)
1.1.1 mRDT with ASP
Bauer et al [17] (2010) 15 82 19 74 58 0.65 (.30-1.29) =T
Bias et al [19] (2015) 3 37 7 55 1.8 0.61 (.15-2.51) —
Box et al [20] (2015) 6 64 10 103 30 0.96 (.33-2.79) ——=
Forrest et al [24] (2006) 2 118 2 84 0.9 0.70 (.10~5.08)
Forrest et al [23] (2006) 19 72 20 76 60 1.00 (.48-2.09) E=F ===
Forestetal[25](2008) 17 95 37 129 74 054 (.28-1.04) —— Im pact des
Heil et al [27] (2012) 5 21 19 81 27 0.69 (22-2.18) e .
Huang et al [29] (2013) 31 245 52 256 118 0.57 (.35-.92) — ¥ testsr apl des
Lockwood et al [30] (2016) 11 241 14 149 49 0.46 (.20-,1.04) — . ;
Macvane etal [32] (2015) & 63 5 50 21 0.78 (21-.2.84) —— avec antibiotic
Macvane el al [33] (2016) 6 23 16 45 2.8 0.64 (.21-.1,95) — 1 .
Nagel et al [36] (2014) 11 117 19 129 53 0.60 (.27-.1.32) —
Pardo et al [39] (2016) 5 84 37 252 3.6 0.37 (.14-.97) e S t eW ar d S h I p
Perez et al [15] (2013) 6 107 12 112 33 0.50 (.18-1.37) —_—
Revolinksi et al [40] (2015) B 95 13 133 40 0.85 (.34-2.14) —— ( P < O . O 1)
Sango et al [42] (2013) 11 28 7 46 2.8 3.61 (1.19-10.89) —_—
Sothoron et al [43] (2015) 5  B7 4 58 19 1.11 (.28-4.34) e —
Suzuki et al [44] (2015) 3 88 19 147 23 0.24 (.07~ .83)
Walker et al [45] (2016) 8 97 19 98 43 0.37 (16— .90) ——
Subtotal 1745 2058 78.5 0.64 (51— .79) & _
Total events 177 331
Hetarageneity: t2=0.01 ¥ =19.00 (df=18; P= .39): 7 =5%
Test for overall effect: z=4.14 (P<.001)
1.1.2 mRDT without ASP
Beuving et al [18] (2015) 14 114 8 100 41 1,77 (.71-4.40) T I m p aCt d €S
Felsenstein et al [22] (2016) 5 1R9 11 194 30 0.45 (.15-1.33) —— H
Frye et al [26] (2012) 14 110 17 134 57 1,00 (47-2.14) — teStS rapldeS
Ly et al [31] (2008) B 101 17 101 4.2 0.43 (.17-1.04) — - .
Maslanka et al [34] (2014) 6 55 10 55 29 0,55 (.19-1.64) — sans ant| b I Ot' C
Neuberger et al [37] (2008) 1 42 4 42 0.7 0.23 (.02-2.17) ;
Wang et al [46] (2013} B 48 8 38 29 0.75 (.25-2.23) —_— stewar d S h | p
Subtotal 659 673 235 0.72 (.46-1.12) E-
Total events 56 75 — (P:O . 15)
Heterogeneity: 2=0.08 g2 =7.74 (of=6, P=.26); [2=23%
Test for overall effect: z=1.46 (P=15)
Total (95% CI) 2404 2731 100.0 0.66 (.54 .80) L
Total events 233 406
Heterogeneity: T2 =0.02 2 =27.22 (df=25; P=.34); [ =8% a i) 5 0: G : 1:0 510

T==t for overall effect: =427 (P< .001)
p difierences: 718=0.25 (df=1; P=.62); 12 =0%

e Timbrook et al, CID, 2016
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Favors mRDOT Favors conventional




En conclusion ...

= Utiliser les tests rapides et peu cher (béta-lacta, ...) a
volonté

= Utiliser les tests syndromiques/multiplex chez les patients
les plus graves

Besoin d’études médico-économiques pour justifier une
utilisation plus large

= Besoin d’évaluations et d’études médico-économiques pour
les nouvelles méthodes d’antibiogrammes rapides
comparées aux techniques « locales »

= Rendre les résultats de ces nouvelles techniques avec un
accompagnement pour leur interprétation et I'antibiothérapie

L]
L ]
[ ] ° 5
HOPITAUX UNIVERSITAIRES
PARIS NORD VAL DE SEINE I I I l e
Bichat - Claude Bemnard UMR 1137



