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INTRODUCTION

Les méningites et méningo-encéphalites (ME) infectieuses sont des pathologies
graves, d’évolution rapide et souvent associées a des taux de mortalité élevés. Leur
pronostic est toutefois variable selon I'étiologie : le taux de mortalité peut avoisiner
100% en I'absence de traitement pour certaines étiologies bactériennes, alors que
certaines méningites et ME d’origine virale sont spontanément résolutives en
I'absence de traitement.(1,2) Le temps d’instauration d’un traitement anti-infectieux
adapté, en particulier d’une antibiothérapie, est critique dans la prise en charge des
méningites et ME. Il est donc important pour un clinicien de savoir reconnaitre les
premiers signes cliniques composant le syndrome méningé afin de débuter
rapidement une thérapie anti-infectieuse probabiliste, le cas échéant. Il est
également important de disposer d’'un diagnostic étiologique rapide. Or, la plupart
des méthodes diagnostiques actuellement utilisées en routine dans les laboratoires
de microbiologie, dont la culture et la PCR, ne permettent I'identification formelle du
pathogene en cause qu’aprés plusieurs heures a jours. De nouvelles méthodes
diagnostiques ont été développées récemment grace a I'avénement des PCR
multiplex : ces techniques syndromiques permettent la recherche et I'identification
trés rapide (environ 1 heure) des principaux agents pathogenes impliqués dans les
méningites et ME a partir d’'un échantillon de liquide cérébrospinal (LCS), et

d’orienter la prise en charge du patient dans les plus brefs délais.

Dans la premiére partie de ce travail sont présentées les principales étiologies et
caractéristiques cliniques des méningites et méningo-encéphalites infectieuses,

ainsi que leurs méthodes diagnostiques actuelles. La deuxiéme partie est dédiée
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au diagnostic syndromique des méningites et ME infectieuses et a sa place dans la
stratégie diagnostique, a partir de I'exemple du panel BioFire® FilmArray®

Meningitis/Encephalitis (bioMérieux).
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1. MENINGITES ET MENINGO-ENCEPHALITES INFECTIEUSES

1.1. Définitions
La meéningite et la méningo-encéphalite (ME) sont des infections du systéme

nerveux central.

La méningite est une inflammation des méninges, qui sont les 3 membranes
enveloppant 'encéphale et la moelle épiniére : la dure-mere, I'arachnoide et la pie-

mére (Figure 1).

( I_) IINRE AR Peau du cuir chevelu
(/L)
7

Os du crane

Feuillet externe
i) Dure-mére
Feuillet interne

Sinus sagittal supérieur -
Arachnoide

Pie-mére

Espace subdural

Espace —/

subarachnoidien

Villosité arachnoidienne
- Vaisseau sanguin

— Faux du cerveau (dans la
fissure longitudinale seulement)

Figure 1. Les méninges (3)

La dure-mére, également nommée pachyméninge, est un feuillet conjonctif épais,
résistant, blanc et inextensible, qui enveloppe intégralement le cerveau et la moelle
épiniére. Ce tissu fibreux est bordé par un endothélium. L’arachnoide est un feuillet
avasculaire qui tapisse la face interne de la dure-meére. Entre la dure-mére et
'arachnoide se trouve I'espace sous-dural qui contient les veines cérébrales qui
rejoignent le sinus veineux. La pie-mére est un feuillet trés mince qui adhere
totalement a la surface du cerveau. Elle est divisée en 2 couches : I'intima pia et la

couche épipiale. L’espace sous-arachnoidien, compris entre la pie-mére (qui suit la
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morphologie du systéme nerveux central (SNC)) et I'arachnoide (qui suit la surface
interne du crane), contient le liquide cérébrospinal (LCS) anciennement dénommé
liquide céphalo-rachidien (LCR). Parmi ses réles, le LCS agit comme barriére contre
les infections : il est stérile en raison de la trés faible perméabilité de la barriere

hémato-encéphalique (BHE).

L’encéphalite est, elle, une inflammation du parenchyme cérébral, due a un
envahissement direct, sans atteinte méningée (d’origine virale le plus souvent). La
réaction inflammatoire qui survient peut étre responsable de nécrose, d’'ischémie et
d’hypertension intracranienne a l'origine de séquelles voire d’'un déces.(1)(4)

Une méningo-encéphalite est une méningite associée a une atteinte du

parenchyme cérébral.

La majorité des méningites et des méningo-encéphalites sont d’origine infectieuse,
le plus souvent bactérienne ou virale, mais d’autres étiologies sont possibles :
cancer meétastatique, maladies auto-immunes (sarcoidose, lupus erythémateux
disséminé, polyarthrite rhumatoide, ...), médicaments anti-inflammatoires ou
immunomodulateurs (azathioprine, cyclosporine, cytosine arabinoside, AINS,
immunoglobulines, ...),... Dans ce travail, nous ne nous intéresserons qu’aux

méningites et méningo-encéphalites d'origine infectieuse.

1.2.Clinique

1.2.1. Syndrome méningé
La symptomatologie des méningites peut varier, en particulier en gravité et en

acuité. Cependant, tous les types de méningites sont associés a une triade de
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symptémes - céphalées, vomissements, raideur de la nuque appelée syndrome
méningé (la présentation clinique peut toutefois varier chez les nourrissons et

certains patients agés ou sévérement immunodéprimés, voir plus loin).(5)

e Céphalées
Elles sont constantes, précoces, intenses et diffuses, et continues avec des
exacerbations. Elles sont notamment amplifiées en cas de mouvements de la téte,
par exemple lors de I'examen physique du patient, d’exposition a la lumiére
(photophobie) ou au bruit (phonophobie). Ces céphalées sont peu sensibles aux
antalgiques habituels (paracétamol, AINS)

¢ Vomissements
lIs sont inconstants mais en général précoces. lls surviennent spontanément, en jet
et sans effort. lls peuvent étre favorisés par les changements de position.

¢ Raideur nucale ou méningée
Elle résulte d’'une contracture musculaire, réaction de défense secondaire a

I'inflammation des méninges.

1.2.2. Syndrome encéphalitique
[l peut étre présent de maniére isolée lors d’'une encéphalite ou, le plus souvent, est
associé au syndrome méningé (méningo-encéphalite). Il peut comporter :
e Des troubles de la conscience (somnolence, syndrome confusionnel a coma
profond).
e Des troubles comportementaux.
e Des signes de focalisation : déficit moteur, paralysie d’un ou plusieurs nerfs

craniens, aphasie, mouvements anormaux (tremblements, myoclonies).
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e Des crises d’épilepsie partielles ou généralisées. Peuvent aller jusqu’a un
état de mal épileptique convulsif ou le coma.
e Des troubles neurovégétatifs : anomalies de la fréquence cardiaque, de la

pression artérielle et de la température.

1.2.3. Syndrome infectieux

En cas de méningite ou ME d’origine infectieuse, les syndromes méningés +/-
encéphalitiques sont souvent associés a une fievre, d’intensité variable selon
I'agent pathogéne impliqué.

Un ou plusieurs foyers infectieux périphériques doivent également étre recherchés :
pneumopathie, foyer ORL (otite, sinusite, mastoidite, rhinopharyngite, angine),
infection urinaire, infection digestive (diarrhées), atteinte cutanée, atteinte cardiaque
(endocardite, myocardite), ... Un purpura fulminans associé, caractérisé par la
présence de taches hémorragiques cutanées non effagables a la vitropression, doit
également étre recherché, en raison de son pronostic séveére. Il résulte de
I'extravasation des globules rouges suite a une augmentation de la perméabilité des
capillaires cutanés, et traduit un sepsis avec troubles de la coagulation. Il oriente
principalement vers une étiologie bactérienne, dont méningocoque et

pneumocoque.(6)

1.2.4. Signes cliniques de gravité
Les signes cliniques de gravité des méningites et méningo-encéphalites sont un
purpura fulminans extensif, des troubles graves de la vigilance avec un score de
Glasgow < 8, des troubles respiratoires, des troubles végétatifs, des signes

d’hypertension intracranienne ou un choc septique.
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Tout signe de gravité doit entrainer une hospitalisation en service de réanimation.(7)

1.2.5. Particularités sémiologiques chez le nourrisson et le sujet agé
Une méningite ou une ME doivent étre évoquées devant un enfant fébrile avec un
syndrome méningé (céphalées, vomissements en jet, raideur de nuque,
photophobie). Mais plus le patient est jeune, moins la symptomatologie de la
méningite et de la ME est spécifique. Chez le nourrisson, la raideur de nuque peut
étre absente, remplacée par une hypotonie axiale. De méme, un refus alimentaire
peut étre observé au lieu de vomissements en jet. La présence de manifestations
neurologiques associées a de la fievre, comme une somnolence excessive, une
désorientation, un délire aigu ou des convulsions, de méme qu'une tension artérielle
anormale (signe d’atteinte du tronc cérébral) ou un bombement de la fontanelle,
doivent également faire suspecter une ME et mener a des explorations

supplémentaires.

Chez le sujet agé, les signes cliniques évocateurs d’'une méningite ou ME peuvent
étre plus frustes et sont inconstants, ce qui rend le diagnostic plus difficile. On
retrouve habituellement une altération de I'état général, des céphalées, de la fiévre
et une raideur de nuque, associés a un syndrome confusionnel aspécifique ou des

troubles de la conscience.(8,9)

1.3.Imagerie
L’'imagerie cérébrale n'est pas indispensable pour le diagnostic d'une méningite

infectieuse, sauf en cas de méningite récidivante(7) ou d’évolution non favorable
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apres 48-72 heures de traitement.(10) Une imagerie peut toutefois étre réalisée afin
de rechercher une éventuelle contre-indication a la ponction lombaire (PL) en cas
de signes de focalisation neurologique (risque d’engagement cérébral), de score de
Glasgow < 11 ou de crises convulsives récentes ou en cours.(10)

Selon la Société de Pathologie Infectieuse de Langue Francgaise (SPILF), le recours
au scanner (tomodensitométrie (TDM)) avant la PL est une pratique encore trop
fréquente en France, et peut entrainer un retard a I'administration du traitement anti-
infectieux, ou une négativité des cultures ou d’autres examens biologiques si le

traitement anti-infectieux est initié avant la TDM et la PL.(10)

1.4. Agents étiologiques

1.4.1. Bactéries
En France, six espéces sont responsables de la plupart des méningites
bactériennes : N. meningitidis, S. pneumoniae, L. monocytogenes, S. agalactiae, H.
influenzae et E. coli K1 . La fréquence de ces différentes espéces varie en fonction
de I'age (Tableau 1 et Figure 2).
S. pneumoniae et N. meningitidis sont également les espéces les plus fréequemment
responsables de méningites bactériennes au niveau mondial, impliquées dans

respectivement 25,1-41,2% et 9,1-36,2% des cas.(11)
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Tableau 1. Nombres de cas et fréquences relatives des différentes bactéries a
l'origine des meéningites selon le groupe d’age, (données du réseau EPIBAC,

France 2017)(12)

Nouveau- | Enfants Adultes Sujet agés | Incidence
nés (<2 | (2 mois-| (15-64 (>65ans) | (/100 000
mois) 14 ans) ans) habitants)

S. pneumoniae 17 (17%) 126(43%) | 316 198 (62%) | 0,69

(56%)

N. meningitidis 13 (13%) 123(42%) | 158(28%) | 32 (10%) | 0,26

L. 0 3 (1%) 22 (4%) 107 (19%) | 0,1

monocytogenes

S. agalactiae 68 (67%) 14 (5%) |22 (4%) 17 (3%) 0,1

H. influenzae 3 (3%) 26 (9%) |44 (8%) |34 (6%) 0,09

E. COIi K1 **1 *%* *%* *%* *%*

100% —

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Nouveaux-nés (<2 mois) Enfants (2 mois-14 ans)

W S. pneumoniae

m N. meningitis

B L. monocytogenes

S. agalactiae

Adultes (15-64 ans)

Sujet agés (>65 ans)

m H. influenzae

Figure 2. Etiologies bactériennes des méningites en fonction de I'dge, en France,
en 2017 (Source : Réseau Epibac)(12)

1.4.1.1.

Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis ou méningocoque est un diplocoque a Gram négatif

strictement humain, fragile et commensal du nasopharynx.(1)

" Pas de données
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Il existe 13 sérogroupes différents de N. meningitidis, dont 6 sont responsables
d'infections invasives a méningocoque (lIM) a potentiel épidémique, incluant les
méningites : groupes A, B, C, W-135, X et Y.

Les méningites a méningocoque sont plus courantes chez les nourrissons, les
enfants et les adultes jeunes, que chez le sujet agé. La localisation méningée
résulte du franchissement de la barriere hématogéne puis de la BHE depuis le
nasopharynx, par le méningocoque.(1)

Les IIM sont des maladies a déclaration obligatoire en France. En 2016, selon
'InVS, parmi les méningocoques responsables d'infections invasives, les
sérogroupes B (51%) et C (26%) étaient prédominants, et les sérogroupes Y (12%)
et W135 (8%) plus rares. La prévalence des sérogroupes A et X en France est

anecdotique.

1.4.1.2. Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae ou pneumocoque est un diplocoque a Gram positif
encapsulé, qui colonise les voies aériennes supérieures. Il s'agit de I'agent
pathogene le plus fréquemment isolé dans les pneumonies communautaires.

S. pneumoniae est caractérisé par la présence d'une capsule polyosidique, qui
permet de classer les pneumocoques en 91 sérotypes, et est un facteur de virulence
du pneumocoque a l'origine d'une réaction inflammatoire intense.(13) La méningite
a pneumocoque résulte de I'extension d'un foyer infectieux de proximité (otite,
sinusite) ou d’'une bactériémie.(1) Il s'agit de Il'espéce bactérienne la plus

fréiquemment isolée dans les méningites chez les sujets >15 ans.
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1.4.1.3. Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes, agent responsable de la listériose, est un bacille a Gram
positif ubiquitaire. La bactérie d’origine digestive atteint le systéme nerveux central
par voie hématogéne.(1) La méningite due a L. monocytogenes est responsable de
0,5 a 5,8 % des cas de méningites bactériennes dans le monde.(11) Les populations
a risque de développer une listériose invasive sont les patients immunodéprimés,
les femmes enceintes, les feetus, les nouveau-nés, et les personnes agées.(14,15)
En France, I'incidence des infections a L. monocytogenes en 2017 était de 0,1/100

000 et reste constante depuis 2000.(12)

1.4.1.4. Streptococcus agalactiae
Streptococcus agalactiae (streptocoque du groupe B (SGB) ou group B
Streptococcus (GBS)) est une cause fréquente de méningite chez les nouveau-nés,
en particulier les prématurés. La méningite a SGB coincide souvent avec une
septicémie néonatale.(16) Chez les patients adultes, les méningites a SGB sont

associées au vieillissement ou a de graves maladies sous-jacentes.

1.4.1.5. Haemophilus influenzae
Haemophilus influenzae est un coccobacille a Gram négatif isolé exclusivement
chez 'homme. Les souches de H. influenzae sont divisées en deux groupes basés
sur la présence ou I'absence d’une capsule de polysaccharide. H. influenzae de
type b (Hib), du groupe X, peut étre responsable de méningites et représente 0,2 a
15,5 % des cas de méningites bactériennes dans le monde entier.(11) En France,

I'incidence des méningites a H. influenzae en 2017 était de 0,09/100 000 habitants.
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Ces méningites surviennent presque exclusivement chez les enfants de moins de

5 ans.(12)

1.4.1.6. Escherichia coli K1
Escherichia coli est une entérobactérie (bacille gram négatif) fréequemment isolée
en pathologie humaine. Le sérotype K1 d’Escherichia coli est responsable
d'infections séveéres, en particulier chez les prématurés et les nouveau-nés. Les
méningites a E. coli K1 chez I'adulte sont rares (1% des cas de méningites) et

généralement d’origine nosocomiale.(17)

1.4.1.7. Autres bactéries

Plus rarement, d'autres especes peuvent étre responsables de méningites et
méningo-encéphalites, parmi lesquelles :(5)

- Borrelia burgdorferi (agent responsable de la Maladie de Lyme)

- Treponema pallidum (agent responsable de la Syphilis)

- Leptospira spp. (agent responsable de la leptospirose)

- Brucella spp. (agent responsable de la brucellose)

- Pseudomonas aeruginosa

- Et certaines bactéries intracellulaires: Mycobacterium tuberculosis,

Chlamydia spp., Legionella spp., Coxiella burnetii, Rickettsia spp..

1.4.2. Virus
Les méningites virales résultent habituellement d’une dissémination hématogéne et
du passage de la BHE d'un virus, a partir d'un foyer infectieux périphérique, le plus

souvent respiratoire ou digestif.(1,18) Les méningites dues au virus herpés simplex
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type 2 (HSV-2) ou au virus varicelle-zona (VZV) peuvent également résulter de la
réactivation d'une infection latente.

Les méningo-encéphalites d'origine virale sont plus fréquentes que les ME d'origine
bactérienne chez I'enfant et le jeune adulte, et inversement chez le sujet agé. Elles
sont généralement associées a un bon pronostic. Il est cependant difficile d’avoir
des données épidémiologiques précises car les méningites virales ne sont pas des

maladies a déclaration obligatoire.

1.4.2.1. Entérovirus
Les entérovirus (EV) sont des petits virus a ARN de la famille des Picornaviridae.
Ces virus touchent particulierement les enfants de moins de 15 ans. Les entérovirus
ont un tropisme pour le tractus digestif et le systéme nerveux. Les infections a
entérovirus se transmettent par voie oro-fécale et parfois respiratoire. Elles se
transmettent rapidement au sein des collectivités, et plus particulierement en
conditions précaires. Les EV sont la premiére cause de méningite virale, isolés dans
90% des cas (lorsque I'agent étiologique est identifi€).(1) D'aprés les données du
Centre National de Référence (CNR) des entérovirus et paréchovirus, 2419 cas de
méningites a EV ont été observés en France en 2017. On observe une saisonnalité,
avec une augmentation des nombres de cas de méningites par entérovirus en

été.(19)

1.4.2.2. Herpes simplex virus
Les virus Herpés simplex de types 1 et 2 (HSV-1 et HSV-2) sont des virus a ADN
de la famille des Herpesviridae, connus pour provoquer des lésions cutanéo-

muqueuses. lIs représentent I'une des étiologies les plus courantes d’encéphalite
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virale, et sont une cause significative de méningo-encéphalite. Le virus HSV-1
pénetre dans le SNC par voie nerveuse, suite a une primo-infection ou une
réactivation du virus. Le virus HSV-2 atteint le SNC aprés réactivation du virus
(méningite de Mollaret).

Dans le monde, la séroprévalence du HSV-1 est supérieure a celle du HSV-2 (~67
% vs. 11 % de la population agée de moins de 50 ans).(20)

Des études au Royaume-Uni et aux Etats-Unis ont montré qu'environ 3 % des LCS
prélevés en cas de suspicion de méningite et ME étaient positifs a HSV.(21)(22)
Les virus HSV sont la cause la plus fréquente (25% des cas) de méningo-
encéphalites a LCS clair (bien que pour la moitié d'entre elles, I'agent étiologique
n’est pas identifié).(1) La méningo-encéphalite herpétique est une pathologie au
pronostic sévere. La clinique associe un syndrome infectieux, un syndrome
méningé et un syndrome encéphalitique (des crises épileptiques olfactives
indiquent l'implication du lobe temporal (impression de mauvaises odeurs : ceuf

pourris, viande brilée)).(23)

1.4.2.3. Virus varicelle-zona
Le virus varicelle-zona (VZV) est un virus a ADN a double brin, également de la
famille des Herpesviridae. |l est responsable de la varicelle, infection survenant
généralement au cours de I'enfance (primo-infection). Le VZV persiste ensuite sous
forme latente dans les neurones et les cellules gliales et peut se réactiver a
distance, a l'origine de zona. On estime que l'incidence globale moyenne du zona
est de 4,0 a 4,5 pour 1 000 individus et par an.(24) Encéphalite et méningite a VZV

sont des complications de la varicelle et du zona. Dans une étude, le VZV était le
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troisiéme virus le plus détecté chez les patients présentant des signes d’encéphalite

ou méningite, avec une prévalence de 1,9 %.(22)

1.4.2.4. Autres virus
De nombreux autres virus peuvent étre responsables de méningites ou de méningo-
encéphalites, parmi lesquels (5,25) :
- Herpeésvirus humain de type 6 (HHV-6)
- Paréchovirus humain (HPeV)
- Cytomeégalovirus (CMV)
- Virus Epstein-Barr (EBV)
- Poliovirus
- Myxovirus et paramyxovirus : virus de la rougeole, Myxovirus parotidis
(oreillons), virus influenza
- arbovirus : virus de I'encéphalite a tiques (TBEV), West Nile Virus, virus de
la fievre de la vallée du rift, virus de I'encéphalite japonaise
- Adénovirus
- Rage
- HSV-6, HSV-7

- VIH

1.4.3. Champignons
Les principaux champignons responsables de méningites et méningo-encéphalites
sont des levures des genres Cryptococcus et Candida et des champignons

filamenteux : Aspergillus spp.. Les méningites fongiques sont rares et surviennent
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surtout sur terrain immunodéprimé (patients infectés par le VIH, hémopathies,

nouveau-nés,...).

1.4.3.1. Cryptococcus neoformans/gattii
Cryptococcus neoformans et Cryptococcus gattii sont des champignons
saprophytes de l'environnement présents notamment dans le sol et les fientes
d'oiseaux. Ces levures, caractérisées par la présence d'une capsule
polysaccharidique, sont des pathogénes opportunistes responsables d'infections
fongiques invasives, et notamment de méningo-encéphalites. C. neoformans est
I'espéce la plus fréquente et regroupe 2 variétés (sérotypes) : C neoformans var.
neoformans (la plus fréquente en Europe, sérotype D) et C. neoformans var. grubii
(cosmopolite, sérotype A). C. gattii (sérotypes B et C) est plus fréquemment isolé
dans les régions subtropicales et peut également étre responsable de

cryptococcose chez des individus immunocompétents.

1.4.3.2. Candida
Les micromycétes du genre Candida sont des levures commensales de la peau
et/ou des muqueuses (orales, digestives et/ou vaginales en fonction des espéces).
Parmi les espéces du genre Candida, C. albicans est I'espéce la plus fréequemment
isolée en pathologie humaine et dans les méningites a Candida.(26) Les méningites
a Candida sont la conséquence d’une candidémie, particulierement chez les
nouveau-nés et prématurés, d'un traumatisme cranien ou d’interventions

neurochirurgicales.
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1.4.4. Autres champignons
D'autres agents pathogénes peuvent étre responsables de méningites ou ME
fongiques, plus rares : Aspergillus spp., zygomycetes, Histoplasma capsulatum,

Coccidioides spp, ....

1.4.5. Parasites
Plusieurs parasites peuvent donner des atteintes neurologiques, a I'exemple de
Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii, Taenia solium ou encore
Trypanosoma brucei. Toutefois, toutes ces atteintes ne sont pas des méningites ou
ME, et s'il s'agit réellement de méningites ou ME parasitaires, elles sont souvent

associées a d'autres lésions cérébrales.

1.5.Diagnostic biologique
Le diagnostic biologique des méningites et méningo-encéphalites repose sur
I'analyse du liquide cérébrospinal (LCS).
1.5.1. La ponction lombaire et le LCS
Le LCS est un liquide stérile, clair, incolore ("eau de roche"), de pH moyen égal a
7,32 et possédant une densité proche de celle de I'eau (1,005). Il est acellulaire (<5
éléments blancs/mm?3). Sa composition différe de celle du plasma en raison de la

présence de la BHE (Tableau 2).
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Tableau 2. Composition en ions et protéines du plasma et du LCS (valeurs
moyennes)

Plasma LCS
Na* 150 mmol/L 147mmol/L
K* 4,6 mmol/L 2,8 mmol/L
Ca'™ 1,8 mmol/L 1,1 mmol/L
Cl 115 mmol/L 130 mmol/L
HCO3 26 mmol/L 22 mmol/L
pH 7,40 7,32
pCO2 45 mmHg 50 mmHg
Protéines 8 g/100mL 0,02 g/100mL

La principale méthode de prélévement du LCS est la ponction lombaire. La PL se
fait dans la région lombaire basse (au-dessous de L1), entre I'extrémité de la pie-
mére (L1) et celle de la dure-mére (S2). Elle est réalisée en condition d’asepsie
stricte, et avant tout traitement anti-infectieux (sauf exceptions). Elle est contre-
indiquée en cas :
- d'anomalies de I'hémostase (spontanée ou induite par des anticoagulants)
ou de thrombopénie sévere
- De signes d’engagement cérébral, cliniques (mydriase unilatérale, hoquet,
mouvements d’enroulement, troubles ventilatoires), ou radiologiques
- Et d'instabilité hémodynamique;
Idéalement, doivent étre prélevés au cours de la PL plusieurs tubes contenant au
total 2 et 5 mL de LCS. Ces tubes doivent ensuite étre acheminés le plus rapidement
possible au laboratoire (en moins de 30 minutes), la méningite bactérienne étant
une urgence diagnostique et thérapeutique.(27,28)

Le LCS peut également étre recueilli a partir de systéme de dérivations.
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Tableau 3. Examens biologiques habituellement realisés pour le diagnostic
biologique des méningites et méningo-encéphalites

o -
c 2
2 2|2
Examen o L | c
o || dx
® |2| 23
5 |5159
= = | =3
LCS Observation macroscopique v | v v
Cytologie : numération et formule v v v
(polynucléaires neutrophiles, lymphocytes)
Analyse biochimique v | vV v
Examen bactériologique et mycologique :
examen direct et culture, v | v
antibio/antifongigramme
LCS, Recherche d’antigénes solubles
sérum, v v
autre, ...
LCS, Détection moléculaire : PCR
sérum, v 1 (Y) v
autre, ...
Hémocultures )| v v
Biopsies cutanées () | (V)
Sérologies v

1.5.2. Diagnostic biologique des méningites bactériennes

Le Tableau 3 résume les principaux examens biologiques a pratiquer lors d’'une

suspicion de méningite ou méningo-encéphalite infectieuse.

1.5.2.1. Observation macroscopique du LCS
L'observation macroscopique du LCS est un élément d'orientation simple pour le
diagnostic des méningites ou ME infectieuses. Comme vu précédemment, en

conditions normales, le LCS est limpide, d'aspect "eau-de-roche". Un LCS trouble
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est toujours pathologique, attestant de la présence de leucocytes (souvent >200-
300 leucocytes/mm?3), et doit faire évoquer en premier lieu une méningite
bactérienne.(1,28) Une étiologie infectieuse, y compris bactérienne, ne doit pas étre
exclue en présence d'un LCS clair, car il peut s’agir d’'une méningite a un stade
précoce ou "décapitée" (PL réalisée aprés administration d'anti-infectieux), ou d’'une
méningite ou ME a liquide clair. Le LCS peut également étre xanthochromique,
hématique ou hémorragique, traduisant la présence d'une hémorragie méningée

(active ou ancienne) ou une PL traumatique (Figure 3)

Eau de Trouble xant':'o' Mmaﬁque
roche  purulent chromique

=TT |

LCR Méningite & Méningite  Hémorragie PL
Normal liquide clair purulente ancienne traumatique

Figure 3. Aspect macroscopique du LCS apres ponction lombaire (Cours L3 Bichat
- 2013)

1.5.2.2. Examen cytologique du LCS
La numération des éléments cellulaires est réalisée sur une cellule de comptage
(Malassez ou équivalent), a partir du LCS non centrifugé. Sont habituellement
dénombrés les leucocytes et les hématies. La numération des hématies permet
d'identifier une ponction traumatique ou une hémorragie méningée.
En conditions normales, le LCS contient <5 leucocytes/mm3.(1,28) En cas de

méningite a liquide clair, la quantité de leucocytes retrouvée dans le LCS est
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généralement de 5-100/mm3 , jusqu'a 100-1000/mm3; en cas de méningite
purulente (ex: méningite bactérienne), on retrouve habituellement >20 éléments
blancs/mm3, et souvent >1000/mm3.(1) Enfin, en cas de méningo-encéphalite, le
nombre d'éléments blancs/mm? retrouvés dans le LCS est variable : de 10-2000
EB/mm?3.(29)

La formule leucocytaire (distinction polynucléaires neutrophiles (PNN) et
lymphocytes) est idéalement réalisée aprés centrifugation et coloration de May-
Griindwald-Giemsa. En conditions normales (<5 EB/mm?3), le LCS contient 60-70%
de lymphocytes et 30-50% de monocytes, sans PNN ni hématies. Une formule
leucocytaire avec >50% de PNN évoque une méningite bactérienne, et une formule
avec >50% de lymphocytes une méningite a liquide clair ou une méningo-

encéphalite (Tableau 4).(1,27,29)

1.5.2.3. Examens biochimiques
e Examen biochimique du LCS (Tableau 4):

- Glycorachie : elle doit étre interprétée en fonction de la glycémie. En
conditions normales, la glycorachie est supérieure a 2-3 fois la glycémie. En
présence d'une étiologie bactérienne, on retrouve souvent une
hypoglycorachie, <40% de la glycémie. En cas d'étiologie virale, on observe
habituellement une normoglycorachie.(1)

- Protéinorachie : en conditions normales, elle est inférieure a 0,40g/L. Une
hyperprotéinorachie (>1g/L) évoque une origine bactérienne.(1,29)

- Lactatorachie : sa valeur normale est <3,2mmol/L. Une valeur supérieure est

évocatrice d’'une méningite bactérienne.
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- Procalcitonine : ce marqueur polypeptidique permet de distinguer de maniere
précoce une étiologie bactérienne d’'une étiologie virale, chez I'enfant et
I'adulte. Les seuils retenus sont variables : la SPILF propose un seuil a 0,5

ng/mL, (au-dessus duquel une étiologie bactérienne peut étre retenue.(1,10)

Tableau 4. Examen cytologique et biochimique du LCS et orientation diagnostique

(1)

LCS normal Méningite Méningite a liquide
purulente clair
Aspect Clair (eau de roche) | Trouble en Clair
macroscopique général
Leucocytes <5/mm?3 >20/mm3 5 a 100/mm3 en
Lymphocytes 60- > 1000/mm? général
Total et 70% Parfois 100-
formule Monocytes 30-50% | PNN>50% 1000/mm3
Ni PNN ni hématies Lymphocytes>50%
Glycorachie >2-3 x glycémie <40% glycémie >2-3 x glycémie
(viral)
<0,4 glycémie
(Listeria ou BK)
Protéinorachie | <0,40 g/L En général >1 <1g/l si virus
g/L 1-2 g/L si bactérie
Lactatorachie | <3,2 mmol/L >3,2 mmol/L <3,2 mmol/L
Etiologie -Méningite -Normoglycorachie=
bactérienne virale a priori.
-30% des -Hypoglycorachie=
méningites listeria, BK
virales au début | -10% des

(EV++)

méningites au début
Le plus fréquent.

Les résultats des examens biochimiques et cytologiques du LCS sont disponibles
rapidement, en quelques heures, et permettent donc une orientation précoce vers
telle ou telle étiologie. Cependant, leur interprétation est parfois délicate, et doit
également tenir compte des éléments suivants :

- Les anomalies décrites ci-dessus peuvent étre absentes chez les nouveau-

nés.(30)
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- Environ 10% des méningites bactériennes ont un LCS initial avec
prédominance lymphocytaire.(31) La formule leucocytaire d’'une méningite
bactérienne peut étre panachée, voire lymphocytaire, si une antibiothérapie
probabiliste est administrée avant la PL.

- Un LCS "normal" est retrouvé dans environ 10% des méningites a
méningocoque.(32)

- La formule des LCS des méningites a entérovirus peut retrouver une
prédominance de polynucléaires, contrairement aux autres méningites

virales.

1.5.2.4. Examen bactériologique du LCR

Cette étape est systématique et indispensable pour confirmer le diagnostic.

Un examen direct aprés coloration de Gram est réalisé sur le LCS centrifugé. Il
permet d’orienter rapidement le diagnostic, vers une étiologie bactérienne voire
méme la bactérie responsable. Par exemple, des diplocoques Gram négatif
orientent vers un méningocoque, des cocci Gram positif vers un pneumocoque (ou
streptocoque du groupe B chez le nourrisson jusqu’a trois mois), des bacilles Gram
négatif polymorphes orientent vers Haemophilus et des bacilles Gram positif vers
Listeria.(27) La sensibilité de 'examen direct est corrélée a la concentration, au type
de bactéries présentes dans I'échantillon, a la rapidit¢ d’acheminement du
prélevement au laboratoire et a I'expérience du professionnel en charge de
I'examen.(1,2,10) Elle varie par exemple de 25% pour une charge bactérienne <103
UFC/mL, a 60% lorsque la charge bactérienne est comprise entre 103-10° UFC/mL
et jusqu’a 97% pour une charge bactérienne >10° UFC/mL, en l'absence de

traitement antibiotique antérieur.(27,33) Des levures et champignons filamenteux
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peuvent également étre mis en évidence lors de I'examen direct du LCS par
coloration de Gram ou avec des colorations spécifiques. En revanche, I'examen
direct du LCS est négatif en cas d’étiologie virale.

En cas de positivité de I'examen direct, la SPILF (Société de Pathologie Infectieuse
de Langue Francgaise) recommande d’effectuer un antibiogramme directement a
partir du prélevement restant s'il est en quantité suffisante.(10)

Le LCS est également ensemencé, aprés centrifugation ou non, sur milieux riches,
non sélectifs, en général gélose au sang et gélose chocolat et milieu Schaedler.(34)
Ces différents milieux sont incubés pendant 5 jours (minimum 48 heures) a 37°C
avec 5-10% de CO2en aérobie, et lus quotidiennement. La sensibilité de la culture
varie de 67% a 88% : elle est diminuée (62-70%) en cas d’admission d’antibiotiques
avant la ponction lombaire.(35,36)

En cas de culture positive, la bactérie isolée est identifiée, puis un antibiogramme

est réalisé afin d’adapter I'antibiothérapie.

1.5.2.5. Recherche d’antigénes solubles
En cas de forte suspicion de méningite bactérienne et d’examen direct négatif, une
recherche d’antigénes pneumococciques (polysaccharide C) dans le LCS par test
immunochromatographique est recommandée.(1,10) Ce test permet un diagnostic
rapide (quelques minutes) d’infection a pneumocoque, avec une bonne spécificite,

100%, et une bonne sensibilité, 95-100%.(37)
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1.5.2.6. Biologie moléculaire
Des techniques de biologie moléculaire doivent étre mises en ceuvre lorsqu’une
méningite bactérienne est fortement suspectée, et d’autant plus si 'examen direct
est négatif ou que I'examen direct est positif mais la culture négative.
Elles peuvent étre de deux types : des PCR ciblées sur un agent bactérien donné
(exemples : PCR méningocoque et PCR pneumocoque), ou la détection non
spécifique d’ADN bactérien (PCR universelle). D’aprés le référentiel de
microbiologie médicale 2018, en cas de culture négative la recherche de N.
meningitidis et de S. pneumoniae par biologie moléculaire est indispensable en cas
de suspicion de méningite bactérienne.
Pour les autres espéces bactériennes impliquées dans les méningites et ME, des
techniques de biologie moléculaire spécifiques existent, mais la culture reste

aujourd’hui la principale méthode diagnostique.

La Figure 4 est un arbre décisionnel des examens a réaliser aprés une ponction

lombaire et pour les étiologies S. pneumoniae et N. meningitidis.
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1 JOUR : LCR (3 tubes, 0,5-1 ml)

Dosages chimiques (protéines, glucose, chlorures)
Mise en culture du LCR et hemoculture
(Conserver du LCR : 0,5 ml & 4°C pour PCR si culture négative)

Examen direct (Nombre d'éléments, % polynucléaires, Gram)

!

Examen direct négatif Examen direct positif
ou antibiothérapie — recherche d'antigénes
> 10 éléments, > 10 éléments,

LCR — CNR > 50 % polynucléaires > 50 % polynucléaires
PCR Méningocoque Qqques.a Gram positif - quyes a Qr_am négalif_
si clinique évocatrice Antigéne Binax NOW® positif Antigéne positif ou négatif

— Pneumocoque probable — Méningocoque probable
Test Oxacilline (PSDP) LCR et sang — CNR: PCR

2¢ JOUR : CULTURES

Cultures négatives Cultures positives
Pneumocoque Méningocoque
) CMI (pénicilline, amoxicilline, Sérogroupage, CMI pénicilline
PCR&:%'IRé:oor:Js:r’:i'fe'rsell b céfotaxime/ceftriaxone) Antibiogramme (rifampicine,
Antibiogramme ciprofloxacine, ceftriaxone)
— CNR : sérotypie — CNR : sérotypie, génotypie

3¢ JOUR : PL DE CONTROLE si aggravation clinique ou PSDP

Figure 4. Arbre décisionnel apres ponction lombaire pour le diagnostic des
meéningites bactériennes a pneumocoque ou méningocoque (agents étiologiques
les plus fréquents). (Source: CNR : Centre national de référence.) PSDP :
pneumocoque de sensibilité diminuée a la pénicilline.

1.5.2.7. Autres examens bactériologiques
D’autres examens bactériologiques peuvent étre pratiqués en cas de suspicion de
meéningite bactérienne, en fonction des différents points d’appel cliniques.

Néanmoins, dans tous les cas, des hémocultures doivent étre prélevées. En cas de
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purpura fulminans associé, le prélevement des Iésions est également préconisé afin
de maximiser les chances d’isoler 'agent étiologique (Tableau 5).

Tableau 5. Autres examens bacteériologiques dans le diagnostic des méningites

Examen But Remarque

Hémocultures Détection d’'une charge Positives dans 50-75%
bactérienne des cas(10)

Biopsies cutanées Si Iésions cutanées de Permet d’isoler en

purpura afin d’isoler en culture le pathogéne
culture (N. meningitidis) | dans 60-80% des
cas(10)

1.5.3. Diagnostic biologique des méningites et méningo-encéphalites
virales

Le diagnostic biologique des méningites et ME d’origine virale repose sur les
éléments suivants :

- Observation macroscopique de I'aspect du LCS*

- Analyse cytologique du LCS : numération et formule leucocytaire*

- Analyse biochimique du LCS*

- Biologie moléculaire : PCR spécifiques

- Sérologies
Les examens indiqués avec une * sont communs avec ceux réalisés pour le
diagnostic des méningites bactériennes : se référer plus haut.
Le diagnostic biologique des méningo-encéphalites virales est difficile : une
étiologie est retrouvée dans seulement la moitié des cas de méningites a liquide

clair.(38)

1.5.3.1. Biologie moléculaire : PCR spécifiques
La PCR est la technique de référence pour le diagnostic des méningites et ME

virales a partir du LCS.
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La SPILF recommande I'utilisation de la PCR ciblée en premiére ligne et sans délai
pour rechercher les virus HSV, VZV et entérovirus en cas de suspicion radio-
clinique d’encéphalite.(10)

D’autres virus peuvent étre recherchés simultanément ou en 2" intention en
fonction du contexte clinique et épidémiologique.

Selon le contexte et le laboratoire peuvent étre mises en ceuvre des PCR ciblées
sur un virus donné, ou des PCR multiplex permettant la détection simultanée de

plusieurs virus.(39)

Pour certains virus pouvant étre détectés a I'état latent, comme le virus Epstein-
Barr (EBV), un résultat de PCR positif dans le LCS doit étre confronté au résultat

de la sérologie afin d’éliminer la détection d’un virus latent.(40)

1.5.3.2. Sérologie
En cas de suspicion de méningite et ME d’origine virale, des sérologies peuvent
étre réalisées en complément des techniques de biologie moléculaire : elles
consistent en la recherche d’anticorps spécifiques dirigés contre un virus donné,
dans le sang voire le LCS. Elles sont surtout contributives chez les patients

immunocompétents.

1.5.4. Diagnostic biologique des méningites et méningo-encéphalites

fongiques

Le diagnostic biologique des méningites et méningo-encéphalites d'origine fongique

repose sur les examens suivants :
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- Observation macroscopique de I'aspect du LCS*
- Analyses cytologiques du LCS : numération et formule leucocytaire*
- Analyses biochimiques du LCS*
- Examen direct du LCS : coloration a I'encre de Chine
- Culture sur milieux spécifiques
- Détection d’antigénes spécifiques
- Biologie moléculaire
Les examens indiqués avec une * sont communs avec ceux réalisés pour le

diagnostic des méningites bactériennes : se référer plus haut.

1.5.4.1. Analyses cytologiques du LCS
En cas de cryptococcose neuro-méningée, 'examen du LCS montre en général un
liquide clair, avec une formule mixte ou lymphocytaire (10-100 EB/mm?3), une
hypoglycorachie et une hyperprotéinorachie. Chez I'individu VIH+, le LCS peut
cependant étre normal.(41,42)
Dans le cas d’'une infection neuroméningée a Candida, 'examen du LCS montre
habituellement une pléiocytose avec une majorité de PNN et de monocytes, une

élévation de la protéinorachie et une faible glycorachie.

1.5.4.2. Examen direct du LCS
Un examen direct par coloration a I'encre de Chine doit étre réalisé
systématiquement en cas d’examen mycologique du LCS.(43) Cette technique
simple et rapide permet la visualisation de levures entourées d’'une capsule, de 5-
20um de diamétre, caractéristiques de Cryptococcus spp (Figure 5). Sa sensibilité

est variable ; 30-50% pour les patients non-VIH et jusqu’a 80% pour les patient
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VIH.(44) Des lymphocytes, cellules tissulaires, hématies ou d’autres levures

présentes dans le LCS peuvent étre confondus avec les cryptocoques, a l'origine

de faux-positifs.(44)

Figure 5. Cryptococcus neoformans, levure encapsulée (examen direct a I'encre de
Chine)(42)

Bien que non spécifique, 'examen direct par coloration de Gram peut permettre la
mise en évidence d’éléments fongiques, comme des levures ou des filaments
mycéliens. Ces éléments apparaissent « Gram positif ». Toutefois, cet examen a
une sensibilité trés modérée et des colorations spécifiques sont recommandées en

cas de suspicion de méningite ou ME fongique.(45)

1.5.4.3. Culture
La culture sur milieux spécifiques est indispensable pour le diagnostic des
méningites et ME fongiques. Elle permet l'isolement de la souche, a partir duquel
sont réalisées identification et antifongigramme. Pour le diagnostic des
cryptococcoses neuro-méningées, la sensibilité de la culture est relativement
élevée, et varie de 82,4% a 94,2% selon le volume de LCS ensemencé.(41—

43,46,47)
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Le LCS est mis en culture sur milieu de Sabouraud, avec et sans Actidione®
(cycloheximide) et additionné d’antibiotiques, a 35-37°C, pendant minimum 10
jours. La croissance des levures prend généralement entre 3 et 5 jours. Des faux
négatifs de la culture peuvent étre observés en cas de traitement antifongique
préalable ou si la charge fongique est trop faible dans le LCS (bien que ceci puisse
étre contré par laugmentation du volume de LCS mis en culture ou

'ensemencement du culot de centrifugation).(41,43,47,48)

En parallele de la culture du LCS, des hémocultures doivent étre réalisées, bien que

leur sensibilité soit faible (560-75%).(45,49)

1.5.4.4. Détection d’antigénes spécifiques et sérologie
La détection des antigénes cryptococcaux (CrAg) dans le LCS, le sérum ou le
plasma est un outil de diagnostic essentiel de la cryptococcose neuro-méningée.
Cette détection d’antigénes peut étre réalisée par agglutination au latex, par dosage
immuno-enzymatique (enzyme immunoassay), ou par immunochromatographie
(point-of care  CrAg lateral flow assay (LFA)).(46) Le  test
immunochromatographique tend a étre le plus utilisé aujourd'hui en raison de sa
sensibilité élevée, de la rapidité d'obtention des résultats (10 minutes), d'un faible
colt et du faible niveau d’expertise requis par le technicien.(41,43,46,50) En cas de
résultat positif, un titrage des CrAg est nécessaire, en particulier dans le LCS ou il

présente un intérét pronostique pour le suivi de I'efficacité thérapeutique.

D’autres marqueurs (détection d’antigénes ou d’anticorps) sont disponibles pour le

diagnostic des méningites et méningo-encéphalites fongiques hors Cryptococcus :
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beta-glucanes, galactomannanes, antigénes mannanes et anticorps anti-
mannanes.

Les beta-glucanes dont des constituants polysaccharidiques présents dans la paroi
fongique de la plupart des espéces fongiques pathogénes, dont Candida mais
excepté Cryptococcus. Ces beta-glucanes peuvent étre détectés dans le sang en
cas d’infection fongique invasive. La sensibilité de ce test est de 75% et la spécificité
de 87%, toutes infections fongiques invasives confondues.(51)

Le mannane est une molécule libérée par les levures du genre Candida pendant
leur croissance, qui peut étre détectée par test immuno-enzymatique ELISA dans
le sérum ou plus rarement dans le LCS en cas de candidose invasive.(49) Il est
également possible de rechercher les anticorps anti-mannanes dans le sérum, par
méthode ELISA. La détection de ces anticorps est un témoin plus tardif (apres la
clairance des mannanes) de la présence de Candida. Son interprétation est
cependant délicate car Candida est également présent chez 'homme a I'état
commensal.(49) Il est recommandé de réaliser des dosages d’antigéne mannane
et d’anticorps anti-mannane de maniére répétée.(49)

En cas de suspicion de méningite ou ME due a Aspergillus peut étre réalisé un
dosage d’antigénes galactomannanes ou antigenes aspergillaires dans le LCS et le

sérum.

1.5.4.5. Biologie moléculaire
Il existe des PCR spécifiques pour Candida spp, Aspergillus spp. ou bien des PCR
dites panfongiques (amorces consensus chez tous les champignons). La biologie
moléculaire n’est pas la meilleure méthode pour détecter Cryptococcus spp, ce

point est abordé plus loin.
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1.5.5. Place de la PCR dans le diagnostic des méningites et ME

Pour le diagnostic des méningites et ME d’origine virale, les techniques de PCR ou
RT-PCR ont remplacé depuis plusieurs années la culture du LCS ou la recherche
d’antigénes viraux, et se sont imposées comme gold-standard.

En revanche, pour les autres étiologies infectieuses, la place de la PCR dans le
schéma diagnostique de la méningite et des ME est encore réduite. Le NICE
(National Institute for Health Care Excellence, Grande Bretagne) et le college
anglais des urgentistes sont les seuls a avoir placé la PCR dans un algorithme de
prise en charge de la méningite. En France, la Haute Autorité de Santé reconnait
I'intérét de la place de I'amplification génique sur le LCS pour la recherche du
meéningocoque et du pneumocoque en cas de suspicion de méningite bactérienne.
Cependant, il n'y a pas encore de consensus quant a sa place exacte dans la
stratégie diagnostique : utilisation systématique ou selon les résultats de I'examen
direct, ou de la culture ? Plus sensible que la culture, la PCR présente un intérét
majeur en cas d’administration antérieure d’antibiotiques. L’intérét de la PCR sur
sang ou biopsie cutanée purpurique n’est pas clairement démontré a ce jour pour
le diagnostic d'une méningite bactérienne.(2) Ces conclusions sont également
applicables aux autres bactéries responsables de méningites ou ME : H. influenzae,
Listeria monocytogenes, E. coli...

Les PCR les plus utilisées aujourd’hui en diagnostic sont des PCR spécifiques d’'un
agent pathogéne donné ou des PCR multiplex. Depuis peu, des techniques
syndromiques, permettant la détection simultanée de la plupart des pathogénes
habituellement en cause lors d’'une suspicion de méningite, méningo-encéphalite

ou encéphalite, sont disponibles. Ce travail s’'intéressera par la suite au diagnostic
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syndromique, et plus particulierement au kit commercial BioFire®
Meningitis/Encephalitis, et a leur place dans la prise en charge des méningites et

méningo-encéphalites.

1.6.Prise en charge thérapeutique des méningites et ME infectieuses

1.6.1. Traitements antibiotiques

En cas de suspicion de méningite ou ME d’origine infectieuse ou bactérienne, la
mise en place d’un traitement antibiotique empirique doit étre faite le plus
rapidement possible, si possible aprés la PL et le prélevement des hémocultures,
sauf en cas de purpura fulminans pré-hospitalier ou le traitement est administré
sans délai (Tableau 6). Un retard dans I'administration de [I'antibiothérapie
augmente les risques de mortalité et de séquelles. Par exemple, une étude a
retrouvé une mortalité de 7,9% pour les patients pour lesquels un traitement
antibiotique était initié aux urgences (délai d’initiation moyen : 1,08 heures + 13
min), et de 29% lorsque le traitement était initié lors de I'hospitalisation (6 + 9
heures)(52). Une autre étude a montré que le risque de décés était multiplié par 8,4
fois lorsque le traitement était administré aprés 6h d’admission aux urgences.(53)

En raison de la localisation méningée de I'infection et de la présence de barriéres
dont la BHE, I'antibiotique utilisé doit avoir une bonne diffusion. La gravité de la
pathologie justifie I'utilisation de la voie intra-veineuse. Si présomption de méningite
a S. pneumoniae ou a N. meningitidis, le choix se porte sur une C3G
(Céphalosporine de 3°m¢ génération) : la céfotaxime ou la ceftriaxone. Une
association de médicaments ne fait actuellement pas 'objet d’'un consensus pour
ces deux étiologies.(1,54) Si la suspicion porte sur Listeria monocytogenes, bactérie

résistante aux C3G, un traitement par amoxicilline associée avec la gentamicine
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doit étre initié.(10) Le traitement antibiotique sera ré-évalué aprés obtention des
résultats de I'antibiogramme (Tableau 7). Des résistances a ces antibiotiques

utilisés en premiére intention ont été décrites, mais restent rares.

Tableau 6. Recommandations pour I'antibiothérapie de 1¢" intention des méningites
bactérienne hors nouveau-né (SPILF, 17¢™® Conférence de Consensus en Thérapie
Anti-Infectieuse, 2008)

Si examen direct positif

Suspicion Suspicion Suspicion Suspicion H. | Suspicion E.

pneumocoque | méningocoque | listériose influenzae coli

Céfotaxime Céfotaxime Amoxicilline | Céfotaxime Céfotaxime

300 mg/kg/j? 200 mg/kg/j® 200mg/kg/j* | 200 mg/kg/i® | 200 mg/kg/j®

ou ou + ou ou

Ceftriaxone Ceftriaxone 75 | Gentamicine | Ceftriaxone Ceftriaxone

100 mg/kg/j® mg/kg/j® 3-5 mg/kg/j® | 75 mg/kg/j® 75 mg/kg/j®

x7jours

Chez Ajout

nourrisson est aminoside

enfant : ajout (gentamicine)

vancomycine pour 48h
chez
nourrisson<3
mois

Si examen direct négatif

Sans argument® en faveur d’'une Avec argument® en faveur d’une

listériose listériose

Céfotaxime 300 mg/kg/j Céfotaxime 300 mg/kg/j

Ou Ou

Ceftriaxone 100 mg/kg/j Ceftriaxone 100 mg/kg/j

+ amoxicilline 200 mg/kg/j
+ gentamicine 3-5 mg/kg/j

Ajout aminoside (gentamicine) pour
48h chez nourrisson<3 mois 3-
5mg/kg/j

2 Soit en 4 perfusions soit en administration continue avec dose de charge de 50 mg/kg/j

3 En 1 ou 2 perfusions

4 Soit en 4 perfusions, soit en administration continue

5 En 1 perfusion unique journaliére

6 Arguments : terrain, apparition progressive des symptdémes, atteinte des paires craniennes et/ou
syndrome cérébelleux
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Tableau 7. Recommandations pour I'antibiothérapie des méningites bactériennes
documentées (SPILF, 17°™ Conférence de Consensus en Thérapie Anti-

Infectieuse, 2008)

CMI amox>0,1mg/L
Céfotaxime 300

Streptococcus Neisseria meningitidis Listeria
pneumoniae monocytogenes
CMI amox<0,1ma/L CMI amox <0,1mg/lL : Maintien Amoxicilline
Amoxicilline 200 Amoxicilline ou maintient 200mg/kg/j

mg/kg/j’ C3G +

CMI amox >0,1mg/L:
Céfotaxime 200 mg/kg/j'°

Gentamicine 3-5 mg/kg/j°

Ceftriaxone 75 mg/kg/j

mg/kg/j'® ou

ou Ceftriaxone 75 mg/kg/j"

Ceftriaxone 100

mg/kg/j®

10 a 14 jours 4 a7 jours 21 jours

Haemophilus Escherichia coli Streptococcus
influenzae agalactiae

Céfotaxime 200 Maintien Amoxicilline 200mg/kg/j
mg/kg/j Céfotaxime 200 mg/kg/j

ou ou

Ceftriaxone 75 mg/kg/j
Ajout aminoside
(gentamicine) pour 48h
chez nourrisson<3 mois

7 jours

21 jours

14-21 jours

En cas d'allergie sévére aux p-lactamines, contre-indiquant [I'utilisation de

céfotaxime ou ceftriaxone, des traitement alternatifs sont proposés (Tableau 8).

" En 4 a 6 perfusions ou en continue

8 En 1 ou 2 perfusions

9 1 perfusion IV sur 30 minutes pendant les 7 premiers jours
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Tableau 8. Recommandation des traitements de premiere intention en cas d’allergie
sévére aux béta-lactamines (SPILF, 17¢™ Conférence de Consensus en Thérapie
Anti-Infectieuse, 2008)

Examen direct/PCR positifs Antibiotique

Suspicion pneumocoque Vancomycine + Rifampicine
Alternative : méropenéme

Suspicion méningocoque Ciprofloxacine ou Rifampicine

Suspicion listériose Triméthoprime-sulfaméthoxazole

Suspicion H. influenzae Ciprofloxacine

Examen direct/PCR négatifs Antibiotique

Sans argument pour listériose Vancomycine + Rifampicine

Avec arguments pour listériose Vancomycine +  Rifampicine +
Triméthoprime-sulfaméthoxazole

1.6.2. Traitements antiviraux

Devant une suspicion de méningo-encéphalite herpétique ou a VZV, un traitement
antiviral par aciclovir en intraveineux est initié sans délai apres la PL.(1) Lorsque
I'étiologie est inconnue, le traitement initial inclut de I'aciclovir a 10 mg/kg/8h et de
I'amoxicilline a 200 mg/kg/jour avec réévaluation a 48 heures.(55)
Une fois l'infection documentée, il convient d’adapter le traitement comme suit :

- HSV : Aciclovir a 10 mg/kg/8h continué, amoxicilline arrétée.

- VZV : Aciclovir augmenté a 15 mg/kg/8h, amoxicilline arrétée.

- Entérovirus : arrét de I'aciclovir et de I'amoxicilline.

- Bactérie : se reporter a la partie 1.6.1.
La durée de traitement recommandée est de 14 jours pour un sujet
immunocompétent et de 21 jours pour un sujet immunodéprimé.(55)
Les méningites a entérovirus présentent généralement une évolution favorable en

quelques jours et ne nécessite pas de traitement antiviral.
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1.6.3. Traitements antifongiques

Le traitement de la cryptococcose neuroméningée fait appel a I'association
amphotéricine B deoxycholate a 0,7 a 1 mg/kg/j ou amphotericine B liposomale a 5
mg/kg/j par voie IV et 5 fluorocytosine 100 mg/kg/j pendant 1 semaine, suivi du
fluconazole a forte dose (1200 mg/j) pendant 7 jours.(56) Ce traitement d'induction
est suivi par un traitement de consolidation par le fluconazole 800 mg/j pendant au
moins 2 mois, per 0s. Une prophylaxie secondaire par fluconazole 200 mg/j est
ensuite proposée jusqu’a restauration de 'immunité (chez les patients VIH+), en
général 2-3 mois.(43)

Le traitement des méningites ou ME a Candida spp fait lui appel a I'amphotéricine
B liposomale, associée ou non a la 5-fluorocytosine. Ce traitement est administré

par voie intraveineuse, pour une durée de 6 a 12 semaines voire plus.

1.6.4. Mesures générales et traitement symptomatique
La suspicion d’'une méningite est une urgence meédicale qui justifie le placement du
patient en isolement, en attendant les résultats du diagnostic microbiologique. Une
fois les résultats obtenus, le patient est maintenu en isolement type « gouttelettes »
en cas de méningite a méningocoque ou a Haemophilus influenzae. En revanche,
la méningite a pneumocoque ne nécessite pas d’isolement.(1,13) L’isolement n’est
plus utile apres 24h de traitement par C3G, caril n’y a plus de portage pharyngé.(57)
En cas de méningo-encéphalite et de méningite bactérienne, une hospitalisation en
service de soins intensifs est en général la regle. Les critéres absolus d’admissions
dans un service de soins intensifs sont les suivants : purpura, score de Glasgow <9,

signes neurologiques focaux, signes de souffrance du tronc cérébral, convulsions
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et instabilité hémodynamique.(58) Une prise en charge en ambulatoire avec retour
a domicile est possible si I'infection est due a un entérovirus ou au virus HSV-2.(59)
Le traitement symptomatique des méningites infectieuses comprend
habituellement le maintien de I'équilibre hydro-électrolytique, des antipyrétiques,
des antalgiques, des antiémétiques voire des antiépileptiques (diazépam) si

crise.(1)

A propos de I'administration d’une corticothérapie, la SPILF recommande I'injection
de dexaméthasone immédiatement ou de fagon concomitante a la premiére
injection d’antibiotiques. Cette recommandation s’applique a une suspicion de
méningite a pneumocoque ou méningocoque chez I'adulte et a une suspicion de
méningite a H. influenzae chez l'enfant et le nourrisson (3-12 mois). La
corticothérapie est également recommandée lorsque la mise en route de
I'antibiothérapie est retardée, que le LCS est trouble, que 'examen direct est négatif
mais que d’autres analyses sont en faveur d’'une méningite bactérienne. La dose
de dexameéthasone injectée chez l'adulte est de 10mg et de 0,15mg/kg chez
I'enfant, elle est répétée toutes les 6 heures pendant 4 jours.(10)

Il n’existe pas de données montrant un effet positif sur les patients en cas d’étiologie

virale.(60)

1.7.Evolution et pronostic des méningites et méningo-encéphalites
Les méningites bactériennes sont pratiquement toujours fatales en l'absence de
traitement, et malgré un traitement antibiotique adapté, leur mortalité reste élevée
(environ 20% toutes étiologies confondues).(1,2) Le taux de mortalité, avec

traitement approprié, est de 30% pour une méningite a S. pneumoniae chez I'adulte
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et de 10% chez I'enfant, et de 5 a 20% pour N. meningitidis selon qu'il y ait ou non
un purpura fulminans associé. En France, cela représente une dizaine de décés par
an par le pneumocoque et 70 par le méningocoque (Epibac, Santé publique France
2017). Le taux de mortalité des méningites a Listeria est de 30%.(1,13,29,61) E. coli
K1 est responsable des méningites chez le prématuré et le nouveau-né, avec un
taux de mortalité de 13 % et 25 %, respectivement.(62) La mortalité est supérieure
en cas de convulsions (41% vs 16%).(63)

Le délai d'initiation de I'antibiothérapie est le facteur le plus déterminant d’'une
évolution fatale a 3 mois. La mortalité est significativement augmentée si
'administration de la premiére dose intervient plus de 3h aprés I'admission a

'hopital.(9)

Des séquelles aprés traitement sont observées dans environ 30% des cas de
méningites bactériennes (1), toutes étiologies confondues, mais plus fréquemment
avec S. pneumoniae (10-32%) et N. meningitidis (5-32%).(2)'°. Les séquelles les
plus fréquemment rencontrées sont listées dans le Tableau 9.

Tableau 9. Séquelles secondaires a une méningite ou une méningo-encéphalite
bactériennes et leur fréquence chez les adultes et les enfants.

Enfants(64)(65) Adultes
Perte d’audition 7,12, 34% 22-54%(66,67)
Convulsions 13% 17%(9)
Déficits moteurs 12%
Défaillances cognitives 9%
Hydrocéphalie 7%
Perte de la vision 6%

La plupart des méningites virales présentent un pronostic favorable, avec méme

une évolution spontanément favorable pour certaines (méningites a entérovirus).

10 Schwartz N Engl J Med 2006, Lucas MJ J Infection 2016, Hoogman M JNNP 2007
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En revanche, la méningo-encéphalite herpétique est une pathologie grave, avec un
taux de mortalité de 80% sans traitement, et 10% avec traitement. On observe
I'apparition de séquelles dans 40% des cas. Elles sont le plus souvent cognitives,
comportementales, crises d’épilepsie.(1)

Le pronostic de la cryptococcose neuro-méningée est sévere, méme sous
traitement antifongique, avec une mortalité proche de 60% chez les patients VIH
positifs.(68,69) Cette infection est responsable de 15% des décés chez les patients

VIH positifs.(70)

1.8.La prévention des méningo-encéphalites

La vaccination :

Certaines étiologies bactériennes et virales peuvent étre prévenues par la
vaccination.

Concernant la prévention des infections a méningocoque, il existe un vaccin
méningococcique C conjugué, un vaccin tétravalent conjugué ACYW135 et un
vaccin contre le sérogroupe B. Un vaccin pneumococcique conjugué 13-valent est
disponible pour la prévention des infections a pneumocoque. Enfin, la vaccination
avec la valence Hib permet la prévention des méningites a H. influenzae.(71)

(Tableau 10)

Concernant les principales étiologies virales des méningites et ME, il existe des

vaccins contre la varicelle et le zona, la rougeole et les oreillons.
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Tableau 10. Recommandations vaccinales en France, selon la Haute Autorité de

Santé (HAS) en 2019.

Vaccin

Recommandation par la HAS

Haemophilus
influenzae b (Hib)

Obligatoire chez I'enfant

Pneumocoque
(PnC)

Obligatoire chez I'enfant

Méningocoque C
(Vaccin conjugué)

Obligatoire chez I'enfant. Recommandée pour les
personnes contact.

Méningocoque B

Recommandé chez les personnes immunodéprimées,

travaillant en laboratoire sur des souches de
meéningocoque et pour les sujets contacts ou dans une
situation épidémique ou hyperendémique)
Recommandé chez les personnes immunodéprimées,
travaillant en laboratoire sur des souches de
méningocoque, pour les personnes contact.
Recommandée chez les adolescents de 12-18 ans, les
femmes en age de procréer sans antécédent clinique de
varicelle, toute personne sans antécédent clinique de
varicelle et dont la sérologie est négative, en contact
avec des personnes immunodéprimées et les enfants
candidats receveurs d’une greffe d’'organe solide sans
antécédent de varicelle te dont la sérologie est négative.
En milieu professionnel, vaccination recommandée pour
les personnes sans antécédent de varicelle et dont la
sérologie est négative (milieu de la petite enfance et
médical)

Recommandée chez les adultes agés de 65 a 74 ans
révolus.

Associé a la vaccination contre la rubéole. Obligatoire
chez I'enfant.

Méningocoque
ACYW

Varicelle

Zona

Rougeole,
Oreillons

Prophylaxie :

Le méningocoque étant contagieux, il convient de traiter de maniére prophylactique
les personnes « contact » d’un sujet présentant une IIM par de la rifampicine ou, en
cas de contre-indication, de la ceftriaxone ou du céfotaxime. Le traitement
prophylactique doit étre administré dans les 24 a 48 heures suivant le comptage.
Un sujet contact est une personne ayant été exposée aux sécrétions rhino-
pharyngées du patient, au cours des 10 jours précédant son hospitalisation. Cette

antibioprophylaxie est complétée par une vaccination de I'entourage proche du
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patient (famille, amis, personnes sous le méme toit, voisin de classe etc...) lorsque
la souche est de type C, A, Y ou W135. Ceci est défini par linstruction
DGS/RI1/DUS n° 2014-301 du 24 octobre 2014.

La méningite a pneumocoque ne nécessite pas d’antibioprophylaxie.(1,13)

L’isolement des patients en cas de suspicion de méningite bactérienne est traité

dans la section 57 et participe également aux mesures de prophylaxie afin de limiter

la dissémination des agents pathogénes.
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2. LE DIAGNOSTIC SYNDROMIQUE

Le diagnostic syndromique est une nouvelle approche pour le diagnostic biologique
des maladies infectieuses, qui consiste a rechercher de maniére conjointe et
simultanée les principaux microorganismes soupg¢onnés devant un syndrome
clinique donné, par exemple un sepsis, une diarrhée ou des signes neurologiques
(Tableau 11). Selon les techniques, plusieurs types d'agents pathogénes peuvent
étre recherchés simultanément : virus, bactérie, micromycéte et/ou parasite.
Certaines techniques incluent également la détection conjointe de marqueurs de
résistance aux agents infectieux.

Les techniques de diagnostic syndromique reposent trés majoritairement sur la
biologie moléculaire : extraction, amplification et détection des acides nucléiques
(ADN et/ou ARN) par PCR (Polymerase Chain Reaction) ou RT-PCR (Real-Time
PCR). Elles présentent donc une sensibilité élevée pour la plupart des agents
pathogenes détectés. La technologie T2 Diagnostics est également une méthode
de diagnostic syndromique, mais utilise la résonnance magnétique pour

I'identification des pathogénes sur sang total et ne sera pas détaillée dans ce travail.

2.1.Kits commercialisés
A ce jour, des kits de diagnostic syndromique commerciaux existent pour les
syndromes suivants : infections respiratoires supérieur et inférieur, infections
gastro-intestinales, méningites et méningo-encéphalites, infections (uro-génitales)
sexuellement transmissibles, sepsis, infections du tractus urinaire, infections intra-

abdominales et fievre du nourrisson (Tableau 11).
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Tableau 11. Kits syndromiques commercialisés en Europe et aux Etats-Unis
(Décembre 2019)

Syndrome Kits commercialisés’"
Respiratoire supérieur BioFire RP°*, RP2*, RP2plus®
BD Max°*

Fast-Track RP°

Luminex Verigene RP Flex®*
Luminex xTAG RVP Fast®

Seegene Allplex RP°

QlAstat-Dx Respiratory Panel v2°*
Genmark ePlex Respiratory Panel®*

Respiratoire inférieur Curetis Unyvero (HPN)*
BioFire Pneumonia Panel*, Pneumonia Panel
plus®

Sepsis Accelerate PhenoTest BC kit*°

Curetis Unyvero (BCU)*°

Luminex Verigene BC°*

Master Diagnostica Sepsis

Seegene Magcplex Sepsis

BioFire® BCID°*

Genmark ePlex BCID panels®: Gram-Positive,
Gram-Negative, Fungal Organisms.
Gastro-intestinal BD Max*°

Fast-Track GI°

Luminex Verigene Gl EP°*

Luminex xTAG GPP°*

Seegene Allplex GI°

QIAstat-Dx Gastrointestinal Panel v2°
BioFire GI°*

Méningite, encéphalite Fast-Track ME®°

Master Diagnostica CNS

Seegene Allplex®

BioFire® ME°*
Infections sexuellement Fast-Track STI°
transmissibles (uro-génitales) | Seegene Allplex/Seeplex®*
Fievre du nourrisson Fast-Track Fever, Rash, Childhood infection®

Infection intra-abdominales Curetis Unyvero (IAl)*°
Infection implants et tissus | Curetis Unyvero (ITI)*

mous
Infections du tractus urinaire | Curetis Unyvero (UTI)°
Fiévres tropicales Fast-Track Tropical Fevers®

HPN : Hospitalized Pneumonia Panel, IAl: Intra-abdominal Infection, BCU/BC: Blood
Culture, ITI: Implant & Tissue Infections, GPP: Gastrointestinal Pathogen Panel

" *= Kits commercialisés aux Etats-Unis (FDA approved)
°= Kits commercialisés en Europe®(CE-marked)
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Parmi les différentes technologies de diagnostic syndromique citées ci-dessus,
seules quatre sont des approches syndromiques entierement automatisées du
prélevement au résultat, de type Sample-to-Answer. QlAstat-Dx, Luminex,

Genmark et BioFire.

2.2.Intéréts du diagnostic syndromique
De nos jours, le diagnostic biologique des maladies infectieuses est guidé par la
symptomatologie, par les antécédents, l'anamnése, des facteurs sociaux et
environnementaux, ou encore l'origine ethnique du patient : il est souvent limité en
1¢¢ intention a la recherche ciblée des seuls agents pathogénes les plus
fréquents.(72) Le diagnostic syndromique présente plusieurs avantages par rapport
a cette approche diagnostique ciblée. Il permet de rechercher a la fois les agents
infectieux les plus fréquents, mais également des agents pathogéenes plus rares ou
non suspectés, ce qui réduit les biais dans la recherche étiologique. Il permet aussi
de diagnostiquer d'éventuelles co-infections, qui n'auraient pas été mises en
évidence par une approche ciblée ou auraient nécessiter un temps d'analyse voire

une quantité d'échantillon supérieurs.

La recherche simultanée de plusieurs micro-organismes a partir d’'une méme prise
d'essai permet de Ilimiter la quantité d’échantillon nécessaire: cela est
particulierement intéressant dans le cadre de prélévements précieux comme le
LCS, et confere également un bénéfice pour le patient.

Un autre avantage du diagnostic syndromique est la réduction du délai entre le

prélevement et le résultat (ou TAT; TurnAround Time) : la plupart des Kkits
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syndromiques commerciaux permettent d'obtenir des résultats en 1 a 2 heures a
partir du prélevement. La rapidité d’obtention des résultats permet au clinicien
d’adapter la prise en charge du patient au plus vite. Il a, entre-autre, le potentiel de
réduire I'exposition inutile des patients aux anti-infectieux, permettant de prévenir
I'émergence ou la diffusion d'organismes résistants voire multi-résistants.(73—75)
L’utilisation d’'une approche syndromique permet également d’identifier certains
pathogeénes non systématiquement ciblés en routine, apportant des données
épidémiologiques supplémentaires. Dans certains pays, le gouvernement souhaite
utiliser les résultats des tests syndromiques réalisés pour enrichir les données

épidémiologiques (exemple : BioFire® Syndromic Trends en Colombie).

Enfin, la plupart des panels syndromiques commerciaux disponibles actuellement
fonctionnent avec des automates trés simples d’utilisation (Luminex Verigene, BD
Max, QlAstat-Dx, BioFire FilmArray® 1.5, 2.0 et Torch), y compris par un personnel
non spécialiste. Ces automates peuvent donc étre aisément utilisés en période de
permanence des soins, ce qui permet également d’optimiser la prise en charge des

patients.

2.3.Limites du diagnostic syndromique
Le diagnostic syndromique présente plusieurs limites.
Tout d'abord, l'interprétation des résultats des tests de diagnostic syndromique peut
poser quelques difficultés. A ce jour, les techniques commercialisées sont des
techniques uniquement qualitatives et ne permettent donc pas, pour des agents non
pathogenes stricts, de faire la distinction entre colonisation (présent en faible

quantité) et infection (organisme présent en quantité importante). Des techniques
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semi-quantitatives commencent a étre commercialisées (BioFire® Pneumonia plus
Panel pour 15 bactéries parmi 34 cibles). De plus, la plupart des techniques de
diagnostic syndromique reposant sur la biologie moléculaire, des acides nucléiques
de microorganismes « morts » peuvent étre détectés : un résultat positif ne permet
donc pas d’assurer que l'agent identifié est responsable du syndrome. Enfin,
I'interprétation de la détection d'un géne de résistance a un agent anti-infectieux,
pour les techniques qui le proposent, est également délicate : en effet, celle-ci ne
serait pas toujours prédictive, ou l'unique prédicteur, de la réponse au traitement.
Certains travaux rappellent en effet que, bien qu’étant un bon indicateur, le
génotype d’une bactérie ne doit pas étre I'unique prédicteur de sa résistance.(76—
79)

L'interprétation des résultats des tests syndromiques, qui peut paraitre de prime
abord trés simple, est donc en réalité plus complexe, et nécessite une expertise
biologique. De plus, comme pour tout autre examen de biologie médicale, les
résultats des tests syndromiques doivent étre confrontés aux données cliniques afin
d'adapter la prise en charge : intervention médicale rapide, hospitalisation, mise en
place de mesures préventives liées a sa dissémination, la mise en place d’'un

traitement spécifique, ...

L’amélioration attendue de la prise en charge du patient par l'utilisation des tests de
diagnostic syndromique n’est effective que si les résultats sont communiqués dans
un moindre délai au clinicien et que la technologie est utilisée dans des conditions
optimales : échantillons envoyés au plus vite au laboratoire, notification au

prescripteur des résultats sans délai, etc...
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Le colt des techniques de diagnostic syndromique est également important, et
supérieur aux méthodes conventionnelles. Toutefois, des études médico-
économiques ont montré que I'utilisation de ces tests permettait une diminution du
codt global de prise en charge d'un patient (hospitalisation, traitement, diagnostic
confondus).(80,81)

Pour finir, la composition des panels de ces tests, et leur pertinence, peuvent étre
discutées, notamment en fonction de I'épidémiologie locale.

Ces différents avantages et inconvénients du diagnostic syndromique seront

détaillés plus longuement par la suite avec I'exemple du panel BioFire® ME.

2.4.Diagnostic in vitro

La définition réglementaire du dispositif médical de diagnostic in vitro est la suivante
(Directive européenne 98/79/CE) :

« Les produits, réactifs, matériaux, instruments et systémes, leurs composants et
accessoires, ainsi que les récipients pour échantillons, destinés spécifiquement a
étre utilisés in vitro, seuls ou en combinaison, dans I'examen d’échantillons
provenant du corps humain, afin de fournir une information concernant un état
physiologique ou pathologique, avéré ou potentiel, ou une anomalie congénitale,
pour contréler des mesures thérapeutiques, ou pour déterminer la sécurité d’un
prélevement d’éléments du corps humain ou sa compatibilité avec des receveurs
potentiels. » Ces produits sont soumis a réglementation et doivent obtenir le
marquage CE-IVD en Europe.

En France, les examens de biologie médicale sont réalisés au sein des laboratoires
de biologie médicale privés et hospitaliers, des établissements frangais du sang,

des cabinets médicaux et des centres de recherche anticancéreux. Le diagnostic
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syndromique trouve sa place dans les hdpitaux ayant un grand volume
d’échantillons a tester comme les Centres Hospitaliers Universitaires, et dans les
hépitaux qui avaient jusqu’ici recours a des laboratoires extérieurs pour réaliser
certaines analyses spécialisées. Au cours du parcours de santé du patient (Figure
6), le diagnostic syndromique intervient pendant les étapes de diagnostic et de prise
en charge grace a l'identification ou non d’'un pathogéne et de ses marqueurs de

résistance, le cas échéant.

Prise en
charge et suivi
du patient

Prévention Prédiction Diagnostic

Figure 6 Etapes du parcours de santé

2.5.La technologie BioFire® FilmArray®

Cette technologie fut développée par BioFire® en 1989, anciennement nommé
Idaho Technology, aux Etats-Unis.

La technologie BioFire® FilmArray® repose sur le principe de la PCR multiplex
nichée (nested multiplex PCR, nmPCR). La nmPCR utilise deux étapes de PCR
(Figure 7). Au cours de la premiére PCR (PCR 1), plusieurs couples d’amorces
« externes» sont utilisés pour amplifier simultanément les séquences cibles des
agents pathogenes éventuellement présents dans I'échantillon : il s’agit d’'une PCR
multiplex. La seconde PCR (PCR Il) est une PCR singleplex, effectuée a partir des
produits d’amplification de la PCR I. Des couples d’amorces «internes» sont utilisés
pour amplifier des séquences « nichées » a lintérieur des séquences obtenues

aprés la PCR | (Figure 7).
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Outer pfimer F e

Non specific binding Taget DNA region

First round of PCR

Inner primer F Inner primer R

Non specific amplification Non specific amplification

Second round of PCR

|

Amplification from the second round of PCR
Figure 7. Principe de la PCR nichée : 'amplicon formé par la premiere PCR sert de
base a la seconde PCR(82)

La technologie BioFire® FilmArray® est une technologie entiérement automatisée :
I'échantillon est déposé dans une cassette ou pouch, qui est ensuite chargée dans
un automate FilmArray® au sein duquel sont réalisées toutes les étapes analytiques
jusqu'au résultat (voir plus loin).

Différents automates FilmArray® ont été développés : FilmArray® 1.0 et FilmArray®

1.5, qui ne sont plus commercialisés, FilmArray® 2.0 et FilmArray® Torch.
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Figure 8. FilmArray® Torch avec 12 modules (gauche), FilmArray® 2.0 avec 2
instruments (droite) (Source : BioFire Diagnostics Sales Brochure 2019)

L'automate FilmArray® 2.0 permet I'analyse d'un seul échantillon a la fois, et est
piloté par un logiciel sur un poste informatique indépendant. Jusqu'a 8 instruments
FilmArray® 2.0 peuvent étre connectés au méme poste informatique, permettant
dans cette situation I'analyse de 175 échantillons maximum par jour. L’automate
FilmArray® Torch est le plus récent : il posséde une configuration variable
comprenant de 2 a 12 modules d'analyse, une capacité d'analyse élevée (jusqu’a
264 échantillons par jour), et un encombrement réduit (45x73x12 a 90cm) (Figure 8
et Figure 9). Dans certains pays a revenus faibles et intermédiaires, une version a
1 module du FilmArray® Torch est commercialisée. L'automate FilmArray® Torch
est équipé d’'un écran tactile et d’'un scanner a code-barres qui permet la gestion
directe de l'instrument depuis son interface (lancement du cycle, consultation des
résultats), sans recours a un poste informatique indépendant. L’automate est
accompagné d’une station de chargement (loading station) pour faciliter la

préparation de la cassette grace a un code couleur (Figure 10).
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Figure 9. Les configurations de FilmArray® Torch de 2 modules a 12 modules
permettent de moduler la capacité d'analyse de 44 & 264 échantillons par jour.(
Source : BioFire Diagnostics Sales Brochure 2019)

Protocole/principe de la technique :

A. Préparation de la cassette échantillon (pouch)

Cette étape est réalisée au niveau de la station de chargement de l'automate. La
loading station comprend 2 compartiments avec un code couleur rouge et bleu.
Trois millilitres d'une solution d’hydratation sont injectés dans le compartiment bleu,
puis I'échantillon patient (200 ou 300 uL selon le panel) est ajouté dans le
compartiment rouge. La solution d'hydratation se répartit dans les puits 2 a 11 de la
cassette, et I'échantillon dans le puits 1 (Figure 11). La cassette est ensuite chargée
dans l'automate FilmArray®, et I'analyse démarrée. Il est recommandé de réaliser
cette étape de préparation de la cassette sous atmospheére contrélée adaptée a la
manipulation des échantillons infectieux pour éviter la dissémination des agents

pathogenes potentiellement présents dans I'échantillon.
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Insert Pouch into
Loading Station

Inject Hydration
- Solution

FilmArray and Start Run |

Figure 10. Préparation de la cassette dans la loading station (Source : BioFire
Diagnostics Sales Brochure 2019)

B. Analyse

FilmArray* Respiratory Panel v1.7
0000 Ce ® o0 . —
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Figure 11. Cassette FilmArray® et ses différents compartiments(83)
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Tableau 12. Composition des compartiments de la cassette FilmArray (1 a 12 et H
et |) et des 7 différentes chambres (A a G))

CHAMBRES | ETAPES PUITS | CONTENUS

A Lyse 1 Contréle

B Purification 2,3,4,5| Tampons de lavage

C Débris et billes 6 Solution d’élution

D RT et PCR | 7 Solution a RT et master mix
PCR 1"

E 8 Tampon de dilution TE"3

F Dilution et master mix | 9, 10 Master mix PCR phase
2 (contenant LCGreen Plus+)

G Array ou Matrice a | 11 Vide

puits (n=102) : PCR Il

H Echantillon 12 Réservoir pour débordement du
mix de la PCR I

I Solution d’hydratation

L'analyse se déroule en 4 étapes :

1. Extraction et purification des acides nucléiques — Dans un 1¢ temps,

I'échantillon est lysé mécaniquement par agitation (broyage par billes en

céramique) dans le compartiment A pendant 60 secondes. Les acides

nucléiques (ARN et ADN) libérés sont ensuite capturés par des billes

magneétiques de la chambre C, puis lavés 3 fois avec les solutions des puits 3,

4 et 5 dans la chambre B. La chambre A sert alors de conteneur a déchets. Les

acides nucléiques sont élués avec la solution 6 a travers les chambres D et E.

Cette étape dure environ 10 minutes et émet un sifflement aigu.

2. Transcription inverse et PCR multiplex PCR | — La solution d’acides

nucléiques purifiés est mélangée au master mix (puits 7) dans la chambre D puis

ont lieu la transcription inverse, et la PCR |. Etant donné que deux agents

2 Contient Taq polymérase, les dNTPs, le MgCl: et le tampon de réaction a des concentrations

optimales pour la PCR.

3 Tampon TE (Tris-EDTA) composé de Tris et d’'EDTA afin de solubiliser TADN et I'ARN tout en les

protégeant de la dégradation.
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identifiés par le panel ME sont des virus a ARN (Enterovirus et Parechovirus),
une étape de transcription inverse (Reverse Transcription RT) est nécessaire
afin de convertir TARN en ADNc avant I'amplification. La premiére PCR est
constituée de 26 cycles et la solution est déplacée entre les chambres D et E.
La solution obtenue est alors diluée avec une solution tampon et le master mix
de la PCR Il (puits 8 a 10).

Qrifice

, Orifice Purification d'injection
d|-"n ’°h§"$?bd° de |'acide de Ialsolution
echantilion nucléique  poR| PCRII d’hydratation

Lyse des
cellules

Figure 12. Représentation schématique des différentes étapes réalisées au sein de
la cassette FilmArray®(83)

3. PCRII: PCR nichée — Cette étape a lieu dans les 102 puits du compartiment G
et comprend 30 cycles. Pour chaque cible du panel, trois réactions sont réalisées
en parallele dans 3 puits différents contenant la méme paire d’amorces
spécifiques. Les autres puits servent a 'amplification des contréles internes. La
détection des cibles amplifiées est basée sur I'utilisation de I'agent fluorescent

LCGreen® Plus+, intercalant de I'ADN.
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Au cours d’'un cycle normal de PCR, la température est montée a 94°C pour
dénaturer les brins d’ADN, puis elle est descendue a 60°C pour permettre
'appariement des amorces aux simples brins d’ADN. Ensuite, un plateau a 72°C
permet I'élongation par la polymérase. La technologie FilmArray® réalise I'étape
d’élongation pendant la montée en température entre l'appariement et la
dénaturation (entre 60 et 94°C) sans interrompre la montée en température (phase

de plateau a 72°C sur la Figure 13) : ce qui explique la rapidité de la méthode.

94 °C 94 °C 94 °C 94 °C
o
]
= 72 °C 72°C 127G
@
£
kG 60 °C 60 °C 60 °C
_ Single Cycle
Time Typically 25-35 cycles
performed during PCR

Figure 13. Exemple de cycles thermiques au cours d'une PCR (84)

4. Analyse de fusion de I’ADN - Aprés la PCR Il, la température est
progressivement augmentée (de 63°C a 95°C par 0,5°C/sec) afin de dénaturer
les brins d’ADN et |la fluorescence de chaque puits est mesurée pour obtenir une
courbe de fusion (Figure 14). Lors de la dénaturation, le LCGreen® est libéré et
la fluorescence diminue. Le logiciel FilmArray® interpréte automatiquement les
données issues de chacun des puits, dont les puits contréles, en se basant sur
la forme de la courbe de fusion et la température de fusion (déterminée au pic

de la courbe). Cette température de fusion ou melting temperature (Tm) est
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constante et spécifique d'une cible : les produits de PCR détectés peuvent donc
étre identifiés comme étant des copies de cette cible grace a leur Tm. Une méme
cible peut étre détectée dans un ou plusieurs puits. Dans ce dernier cas, les
résultats des différents puits sont combinés. Cette méthode de détection et le
recoupement des analyses des courbes de fusion de plusieurs puits en font une

technique trés sensible et spécifique.

Derivative Melt Curves

Target 1 Target 2 | Target2

| T =84°C

Fluorescence
.3 04 0.5

\ Melting Peaks

32Uadsalon|4 pasealdaq

Melting Curves

Increased Temperature

e 7 7 7 & ) & % )
Temperature

Figure 14. Courbes de fusion de deux cibles difféerentes 1 et 2. La Tr de la cible 1
est de 78°C et la Tf de la cible 2 est de 84°C.(85)

Tableau 13. Principales étapes de I'analyse par un instrument FilmArray®

Etape Température | Détails
Purification | - 10 minutes
RT 54°C 3 premiéres minutes
PCR I 94°C-60°C 26 cycles de 94°Cx3 secondes puis 60°Cx19
secondes
PCR I 90°C Master mix des compartiments 9 et 10
« nichée » 75°C Array
94°C-63°C 30 cycles de 94°Cx4 secondes puis 63°Cx19
secondes
Analyse 63°C Maintien pendant 5 secondes
68°C—95°C | Augmentation linéaire de 0,5°C/seconde
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2.6.Les panels BioFire®
L'offre de BioFire® comporte 8 panels destinés au diagnostic étiologique de 5
syndromes :
- BioFire® Respiratory Panel (RP), Respiratory Panel 2 (RP2) et Respiratory
Panel 2 plus (RP2plus), Respiratory Panel EZ (uniquement aux Etats-Unis)
- BioFire® Blood Culture Identification (BCID)
- BioFire® Gastrointestinal (Gl)
- BioFire® Meningitis/Encephalitis (ME)

- BioFire® Pneumonia Panel (PN) et Pneumonia Panel plus (PNplus)

Les cibles de ces différents panels sont détaillées dans le Tableau 14.
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Tableau 14. Les menus des panels BioFire®

Pathogénes

Respiratory BCID Gastrointestinal Meningitis/ Pneumonia
Encephalitis

VIRUS GRAM-POSITIVE BACTERIES BACTERIES BACTERIES (Semi-

Adenovirus Enterococcus Campylobacter (jejuni, Escherichia coli K1 | quantitative)

Coronavirus HKU1 Listeria coli, et upsaliensis) Haemophilus Acinetobacter

Coronavirus NL63 monocytogenes Clostridium difficile (toxin | influenzae calcoaceticus-baumannii

Coronavirus 229E Staphylococcus A/B) Listeria complex

Coronavirus OC43 Staphylococcus aureus | Plesiomonas monocytogenes Enterobacter cloacae

Human Streptococcus shigelloides Neisseria complex

Metapneumovirus Streptococcus Salmonella meningitidis Escherichia coli

Human agalactiae Yersinia enterocolitica Streptococcus Haemophilus influenzae

Rhinovirus/Enterovirus | Streptococcus Vibrio agalactiae Klebsiella aerogenes

Influenza A pheumoniae (parahaemolyticus, Streptococcus Klebsiella oxytoca

Influenza A/H1 Streptococcus vulnificus, et cholerae) pheumoniae Klebsiella pneumoniae

Influenza A/H3 pyogenes Vibrio cholerae group

Influenza A/H1-2009 Enteroaggregative E. coli Moraxella catarrhalis

Influenza B GRAM-NEGATIVE (EAEC) Proteus spp.

Parainfluenza Virus 1
Parainfluenza Virus 2
Parainfluenza Virus 3
Parainfluenza Virus 4
Respiratory Syncytial
Virus
MERS-Coronavirus
(RP2plus)

Acinetobacter
baumannii
Haemophilus
influenzae

Neisseria meningitidis
Pseudomonas
aeruginosa
Enterobacteriaceae
Enterobacter cloacae
complex

Escherichia coli
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Proteus

Serratia marcescens

Enteropathogenic E. coli
(EPEC)

Enterotoxigenic E. coli
(ETEC) It/st

Shiga-like toxin-
producing E. coli (STEC)
stx1/stx2

E. coli 0157
Shigella/Enteroinvasive
E. coli (EIEC)

Pseudomonas
aeruginosa

Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Streptococcus
agalactiae
Streptococcus
pneumoniae
Streptococcus pyogenes

(Qualitatives)
Chlamydia pneumoniae
Legionella pneumophila
Mycoplasma
pheumoniae
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BACTERIES LEVURES PARASITES VIRUS VIRUS
Bordetella Candida albicans Cryptosporidium Cytomegalovirus Adenovirus
parapertussis (RP2 et | Candida glabrata Cyclospora cayetanensis | (CMV) Coronavirus
RP2plus) Candida krusei Entamoeba histolytica Enterovirus (EV) Human
Bordetella pertussis Candida parapsilosis Giardia lamblia Herpes simplex Metapneumovirus
Chlamydia Candida tropicalis virus 1 (HSV-1) Human
pheumoniae Herpes simplex Rhinovirus/Enterovirus
Mycoplasma virus 2 (HSV-2) Influenza A
pneumoniae Human herpesvirus | Influenza B
6 (HHV-6) Parainfluenza Virus
Human Respiratory Syncytial
parechovirus Virus
(HPeV) MERS-CoV (PNplus)
Varicella zoster
virus (VZV)
VIRUS LEVURES
Adenovirus F40/41 Cryptococcus
Astrovirus neoformans/gattii
Norovirus GI/GlI
Rotavirus A

Sapovirus (I, II, IV, and
V)

Nombre de | 20 a 22 pathogénes 27 cibles 22 pathogénes 14 pathogénes 33 a 34 cibles
cibles ou 14 pour RP EZ

pathogénes

Temps 45 min (RP2 et 1h 1h 1h 1h

d’analyse RP2plus), 1h (RP)
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Le panel BioFire® Pneumonia plus a regu le marquage CE fin 2018. Pour la
premiere fois, BioFire a intégré une détection semi-quantitative de certaines cibles
afin de permettre de différencier colonisation et infection.

Une nouvelle version du panel BCID comprenant 43 cibles dont 10 génes de
résistance devrait étre commercialisée fin 2020. Un panel pour les infections ostéo-

articulaires (Bone and Joints Infections BJI) sera commercialisé en 2021.
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3. EXEMPLE DU PANEL BIOFIRE® MENINGITIS/ENCEPHALITIS :

PLACE DANS LA STRATEGIE DIAGNOSTIQUE

3.1.Le panel BioFire® Meningitis-Encephalitis
Le panel BioFire® FilmArray® Meningitis-Encephalitis’ (ME - Méningite-
Encéphalite) est considéré comme une aide au diagnostic étiologique des
méningites et/ou encéphalites infectieuses aigues, utilisable sur les automates
FilmArray® cités plus haut. Il a fait I'objet d’'une premiére autorisation par la FDA en
Octobre 2015 et du marquage CE en Janvier 2016.
Il permet la recherche simultanée de 14 agents infectieux responsables d'infections
du systéme nerveux central, 6 bactéries, 7 virus et 1 levure (Tableau 14, a partir
d'un échantillon de LCS (prise d’essai : 200 pL).
Le panel BioFire® ME est validé uniquement sur le LCS prélevé par ponction
lombaire, et non sur le LCS prélevé a partir de dispositifs médicaux a demeure
comme le LCS de dérivation. En effet, en présence d’un dispositif médical a
demeure, les infections sont souvent dues a des micro-organismes issus de la flore
commensale, qui ne sont pas inclus dans le panel.
Le temps technique nécessaire a la préparation de la cassette est d'environ 2

minutes, et le temps d’analyse est d’environ 1h (65 minutes).

3.2.Autres panels disponibles pour le diagnostic syndromique des

méningites et méningo-encéphalites

4 Nommé BioFire® Meningitis/Encephalitis ou BioFire® ME dans le reste du document

82



A ce jour, le panel BioFire® ME est le seul test commercialisé pour le diagnostic
syndromique des meéningites et méningo-encéphalites, utilisable directement a
partir d'un échantillon de LCS (sample-to-answer). Des panels similaires sont
toutefois en cours de développement par la concurrence.

D'autres panels sont commercialisés par Seegene, Fast-Track Diagnostics et
Master Diagnostica pour le diagnostic des méningites et méningo-encéphalites,
mais nécessitent une étape préalable d'extraction des acides nucléiques (ADN et

ARN) a partir du LCS ou du sang (Tableau 11).

3.2.1. Panels Seegene
Seegene, entreprise coréenne, commercialise 3 panels low-plex pour le diagnostic
des méningites et méningo-encéphalites : Allplex® Virus 1, Allplex® Virus 2 et
Allplex® Bacteria. Ces panels permettent la recherche de 12 cibles virales et 6 cibles
bactériennes au total pour un temps d’analyse de 2,5 heures par panel, aprés une
étape d’extraction. lls sont destinés a une utilisation sur 'automate All-in-One, qui
est composé de 3 modules (Figure 15) : STARIlet IVD ou NIMBUS IVD (extraction
des acides nucléiques et préparation de la PCR), CFX96 (real-time PCR) et

Seegene Viewer (analyse des données).
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Figure 15. Plateforme All-in-One (source : www.seegene.com)

Cing analyses peuvent étre réalisés en paralléle a partir d’'un méme échantillon. Cet
automate est développé pour un fonctionnement en série de 48 a 96 échantillons,
et n'est donc pas adapté a l'urgence. Par toutes ces caractéristiques, il ne s'agit

donc pas d'un concurrent direct du panel BioFire® ME.

3.2.2. Fast-Track Diagnostics
Cette entreprise du groupe Siemens propose 4 panels low-plex pour le diagnostic
étiologique des méningites et méningo-encéphalites : FTD Neuro9 (11 virus),
FTD/FTlyo Viral Meningitis (6 virus), FTD/FTlyo Bacterial Meningitis (3 bactéries) et
FTD Neonatal meningitis (3 bactéries). |l s'agit de master mix préts a I'emploi, sous
forme lyophilisée (FTlyo) ou liquide (FTD), utilisables sur différents thermocycleurs.
Les tests FTD sont a conserver entre -30° et -10°C et les tests FTlyo entre 2° et
8°C. L'utilisation de ces réactifs nécessite un personnel qualifi¢ en biologie

moléculaire et une extraction préalable des acides nucléiques (30 min). Les tests
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peuvent étre réalisés en série avec les réactifs FTD (32 ou 64) ou unitairement avec
les réactifs FTlyo. Le panel CNS de Fast-Track n’inclut pas le CMV et HHV-6, des
agents qui peuvent pourtant causer des infections méningées chez les patients
immunodéprimés, et le panel pour nouveau-né est le seul a comprendre S.
agalactiae, L. monocytogenes et E. coli alors que ces agents pathogenes peuvent
aussi étre impliqués en pathologie chez les enfants et les adultes. Une étude de
Walls et al. a montré que le panel viral avait une sensibilité limitée pour la détection

des infections a EV, avec 24% de faux-négatifs.(86)

3.2.3. Master Diagnostica
Master Diagnostica, une entreprise espagnole, commercialise 2 panels pour la
recherche des agents pathogénes responsables de méningites et méningo-
encéphalites : Bacteria CNS Flow Chip (9 bactéries et 1 levure) et Viral CNS Flow
Chip (8 virus). Le temps d’analyse est de 5 heures. Les instruments compatibles
avec les produits Master Diagnostica sont HybriSpot 24 (automatisé), HybriSpot 12
(semi-automatisé) et e-BRID System, de Vitro, la marque mere de Master
Diagnostica. Ces automates fonctionnent par petite série (24, 12 ou 15 échantillons)
et nécessitent une étape d’extraction de I'ADN préliminaire manuelle ou
automatisée (pour cette marque NucliSENS easyMag de bioMérieux est le seul
instrument validé pour cette étape sur le LCS). Dans son évaluation pré-
commerciale, Master Diagnostica n’a évalué les performances de ses panels que
sur des échantillons artificiels et non cliniques, avec seulement 12 échantillons pour
le panel bactéries et 21 pour le panel virus. En revanche, une étude post-

commercialisation a montré de trés bons résultats sur 268 échantillons : Sensibilité
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; 95.9%, spécificité ; 99.9%.(87) L’absence de E. coli K1 dans le panel est

cependant regrettable, et celle de C. gattii porte a discussion.

3.2.4. Qiagen
Un nouveau panel de type QlAstat-Dx est en cours de développement par Qiagen
pour le diagnostic des méningites et encéphalites. Début Novembre, le CEO de
Qiagen annongait que le panel était désormais sous évaluation (RUO - Research
Use Only). Sa commercialisation, initialement annoncée pour la deuxieme moitié de
2019 est reportée a la premiére moitié de 2020. Sa composition (détaillée dans le
Tableau 15), est sujette a modification jusqu'a son autorisation de

commercialisation.

Mobidiag et Genmark développent également des panels pour le diagnostic des

infections du SNC mais aucun détail sur les cibles ou la date de commercialisation

ne sont communiqués.

Les principales caractéristiques de ces différents panels sont détaillées dans le

tableau suivant.
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Tableau 15. Comparaison des offres de panels avec approche syndromique pour
le diagnostic des méningites et ME

Commercialisés En
développem
ent
BioFire® | Seegene | Fast- Master QIAstat-Dx
ME Track Diagnostica
Sample-to-answer Oui Non Non Non Oui
Nombre de panels 1 3 4 2 1
Préparation 2 min 40min 40 min 40 min 2 min
Temps d’analyse 1h 2,5h 2.5-6h 5h 1h
Echantillon LCS Extrait d’acides nucléiques LCS
Prise d’essai 200 pL 1mL 1mL 1mL ?
(LCS)
Virus 7
Bactéries 6
Levures 1
VIRUS
Adenovirus
humain
Cytomegalovirus X
(CMV)
Virus de Epstein-
Barr (EBV)
Enterovirus (EV)
Herpes simplex
virus 1 (HSV-1)
Herpes simplex
virus 2 (HSV-2)
Human herpes
virus 6 (HHV-6)
Human herpes
virus 7 (HHV-7)
Human
. X

parechovirus
Parvovirus B19
Varicella Zoster X
virus (VZV)
Virus des oreillons
Toscana virus X
Myxovirus

- X
parotidis
BACTERIES
Escherichia coli
K1
Haemophilus
influenzae
Listeria
monocytogenes
Neisseria
meningitidis

12

N
(S N

8 6
5 9 8
0 1 3

X | X [X| X | X

X | X | X |X
X | X | X |X

X IX| X | X | X | X | XX X|X|X

XX [ X| X | X | X | X | X [X X|X]|X

X | X | X | X
X | X | X | X
X | X | X | X
X | X | X | X
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Streptoc_:occus X X X X X
agalactiae
Streptoco_ccus X X X
pneumoniae
Streptococcus X
pyogenes
Treponema
pallidum
Mycobacterium
tuberculosis
Coxiella burnetii
Borrelia
burgdorferi
Mycoplasma X
pneumoniae
LEVURES
Cryptococcus X
neoformans/gattii (neoformans)
Candida
glabrata/krusei
Candida
albicans/tropicalis/ X
parapsilosis
Prix/panel 40-50

Références NA (88) (89,90) (87) (91)

X
X

X |IX| X | X

? ? ?

Le panel BioFire® est le panel commercialisé comprenant le plus de cibles, et ayant
le TAT le plus rapide. Les trois autres panels présentent 'avantage d’étre moins
onéreux que le panel BioFire® Cependant, leur colt est supérieur si I'on souhaite
tester autant de cibles que le panel BioFire®. QIAStat-Dx sera un concurrent direct

de BioFire® ME car il présentera des caractéristiques trés proches de celui-ci.

3.3.Evaluation du panel BioFire® ME

3.3.1. Performances analytiques
Les performances cliniques du panel BioFire® ME ont initialement été évaluées par
BioFire Diagnostics LLC lors d'une étude prospective multicentrique pré-
commercialisation en 2014 aux Etats-Unis sur 1560 échantillons. Les performances

du panel ME étaient comparées a la méthode de référence appropriée : culture pour
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les cibles bactériennes ou PCR + séquengage pour les cibles virales et C.
neoformans/gattii. A noter que la méthode choisie pour Cryptococcus n’est pas le
gold-standard pour le diagnostic des cryptococcoses neuro-méningées.

Les résultats de cette étude sont présentés dans le Tableau 16.
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Tableau 16. Résumé des performances des différentes cibles du panel BioFire® ME et étude de discordance, lors d’une étude
prospective réalisée par BioFire Diagnostics en 2014 (Manuel d’instruction BioFire® FilmArray® Meningitis Encephalitis)

Organismes Positif Etude de Discordance Performance
BioFire® ME | Méthode Négatifs | ME+/R+ | ME+/R- | ME-/R+ | ME-/R- | Sensibilité Spécificité
comparative
Bactéries
Escherichia coli K1 3 2 1557 0 1 0 0 100 99,9
Haemophilus influenzae 2 1 1558 1 0 0 0 100 99,9
Listeria monocytogenes 0 0 1560 NA NA NA 0 NA 100
Neisseria meningitidis 0 0 1560 NA NA NA 0 NA 100
Streptococcus agalactiae 1 0 1558 0 1 0 0 0 99,9
Streptococcus pneumoniae 16 4 1544 5 0 0 100 99.2
Virus
Cytomegalovirus (CMV) 6 3 1554 1 2 0 0 100 99,8
Enterovirus 51 44 1507 5 2 2 0 95,7 99,5
Herpes simplex virus 1 (HSV- 4 2 1556 0 2 0 0 100 99,9
1)
Herpes simplex virus 2 (HSV- 12 10 1548 1 1 0 0 100 99,9
2)
Human herpes virus 6 (HHV-6) 22 21 1532 1 5 0 1 85.7 99,7
Human parechovirus 12 9 1548 3 0 0 0 100 99,8
Varicella zoster virus (VZV) 7 4 1553 2 1 0 0 100 99,8
Levures
Cryptococcus 5 1 1555 2 2 0 0 100 99,7
neoformans/gattii
TOTAL 141 101 1560 21 22 5 1

ME : BioFire® ME, R : méthode de référence
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Un résultat BioFire® ME (positif ou négatif) était considéré comme vrai positif (VP)
ou vrai négatif (VN) seulement si confirmé par un résultat identique avec la méthode
de comparaison. En cas de discordance, le résultat était considéré comme faux
positif (FP) ou faux négatif (FN). Le taux de réussite du test était de 98,9%
(1560/1577). Onze échecs étaient dus a des tests incomplets et 6 a des échec des
controles. Au total, sur les 1560 échantillons, 43 résultats positifs et 6 résultats
négatifs ont été retrouvés avec le panel BioFire® ME. Aprés analyse, 21 échantillons
furent confirmés VN ou VP, et 22 FN ou FP : on note donc un nombre élevé de
discordances. Ceci est développé dans les parties 3.3.3.2 et 3.3.3.3.

Cing co-infections, soit 0,3% des échantillons totaux et 3,7% des échantillons
positifs, ont été détectées par le panel BioFire® ME : toutes n'ont pas été mises en
évidence par les techniques de référence utilisées (Tableau 17).

Tableau 17. Co-détections par BioFire® ME

Echantillon | Pathogénes Non-détecté par méthode de
référence

1 CMV + S. pneumoniae | CMV

2 EV + HPeV EV

3 HSV-1 + HHV-6 HSV-1

4 HSV-2 + S. agalactiae | S. agalactiae

5 S. pneumoniae + VVZ\ | S. pneumoniae + VZV

Pour compléter cette premiére étude, et a cause de la faible prévalence de certains
agents pathogénes inclus dans le panel BioFire® ME (Cryptococcus, CMV, E. coli,
H. influenzae, HSV-1, HSV-2, HHV-6, HPeV, L. monocytogenes, N. meningitidis, S.
agalactiae, S. pneumoniae et VZV), une évaluation rétrospective sur 235

échantillons positifs a été réalisée.

Les données sur H. influenzae étant toujours insuffisantes, une troisieme évaluation

a partir de 25 échantillons artificiels (enrichis a 2 fois la limite de détection) a ensuite
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été réalisée. Au final, ces trois évaluations pré-commerciales ont retrouvé une

sensibilité et une spécificité globales de 94,2% et 99,8%, respectivement.
Depuis sa commercialisation, les performances du panel BioFire® ME ont été
évaluées dans plusieurs études, résumées dans le Tableau 18. Toutes ont

retrouvées des sensibilités et spécificités élevées.

Tableau 18. Sensibilité et spécificité du panel BioFire® ME

Publication Population | Nb échantillons | Sensibilité Spécificité
de I'étude | BioFire® positifs

Hanson Adultes, 186/342 92,9% 91,9%

(2015) - pédiatrie

USA(92)

Rhein (2016) | patients4 | 65/117 100% 100%

— Ouganda études (Cryptococcus) | (Cryptococcus)

(93) VIH+

O’Brien Pédiatrie 20/55 93,8% 90,0%

(2018) -

Australie(94)

Lopez-Amor | Adultes 11/12 100% 90%

(2019) —

Espagne(95)

Par ailleurs, quatre études ont pu mettre en évidence un apport du panel BioFire®
ME (meilleure sensibilité) par rapport a la culture pour la détection de Listeria
monocytogenes. Ceci est particulierement intéressant pour la prise en charge, car
cette bactérie est naturellement résistante aux C3G classiquement utilisées pour le
traitement empirique des méningites.(96,98-100) De méme, d’autres études ont
montré une sensibilité accrue du panel BioFire® ME pour H. influenzae, S.

agalactiae, E. coli et S. pneumoniae en comparaison avec la culture.(99,101,102)
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3.3.2. Evaluation clinique du panel BioFire® ME
Parallélement a I'évaluation des performances analytiques du panel BioFire® ME
détaillées plus haut ont été étudiés les impacts de I'utilisation de ce panel pour le

diagnostic des méningites et méningo-encéphalites en pratique clinique.

3.3.2.1. Réduction du TAT
Un avantage majeur de I'utilisation du panel BioFire® ME en pratique clinique est la
réduction du temps pour I'obtention des résultats depuis le prélevement du LCS

(Tableau 19).

Tableau 19. Le BioFire® ME montre une réduction du TAT

Publication Pays, nombre | TAT (Techniques

d’échantillons classiques vs BioFire®
ME)

Powell (103) USA, n=138 119,6 vs 3,9 heures

Messacar (104) USA, n=138 13,3 vs 3 heures

Blaschke (81) USA, n=145 ~24-48 vs 2,75 heures

O’Brien (94) Australie, n=65 6,0 vs 2,0 jours

McNabb(105) USA, n=223 2,1 heures

Lopez Amor (106) Espagne, n=21 45,1 vs 2,9 heures

Boudet(107) France, n=708 1,7 heure (106 minutes)

Cette réduction du TAT est retrouvée dans toutes les études, bien que les valeurs
de TAT soient trés hétérogenes selon les centres. Pour I'étude australienne, le TAT
avec BioFire® ME reste élevé mais cela s'explique par I'organisation du systéme
hospitalier et la séparation totale du laboratoire et des unités médicales.

Un intérét majeur du panel BioFire® ME est qu’il peut étre utilisé lors de la
permanence des soins (week-end et nuit) en raison de sa facilité d’utilisation : cela
peut expliquer une partie de la diminution du TAT mise en évidence dans les

différentes études.
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3.3.2.2. Augmentation de la fréquence de détection des agents
pathogenes

En cas de suspicion de méningite ou méningo-encéphalite, et en présence de
symptémes non spécifiques, les agents étiologiques classiquement recherchés en
premiéere intention sont N. meningitidis, S. pneumoniae, HSV-1 et 2, EV et VZV.
D'autres agents pathogénes peuvent étre recherchés en seconde intention, si ces
premiers résultats sont négatifs, apreés concertation entre cliniciens et biologistes.
Des études ont montré que l'utilisation du panel BioFire® ME entrainait une
augmentation de la fréquence de détection des agents pathogénes habituellement

non recherchés en premiére intention dont la prévalence avait pu étre sous-estimée.

3.3.2.3. Influence du traitement anti-infectieux sur les performances du
panel BioFire® ME

Il peut arriver qu'un patient avec suspicion de méningite ou ME soit placé sous
thérapie probabiliste anti-infectieuse avant méme la réalisation de la ponction
lombaire. L’effet d'un traitement antibiotique sur les performances du test n’a pas
été évalué dans les études pré-commercialisation.(108) Toutefois, des études post-
commercialisation ont montré que le panel BioFire® ME avait permis un diagnostic
étiologique (E. coli, Streptococcus du groupe B et L. monocytogenes) dans

plusieurs cas, malgré la prise préalable d'antibiotiques.(100,102)
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3.3.2.4. Réduction de la durée d’hospitalisation
Plusieurs études ont montré que la diminution du TAT liée a l'utilisation du panel
BioFire® ME, et la communication rapide des résultats du test, qu'ils soient positifs

ou négatifs, ont entrainé une réduction de la durée d’hospitalisation (Tableau 20).

Tableau 20. Modification de la durée d’hospitalisation aprés utilisation du BioFire®
ME

Publication Population Pays Réduction
O’Brien (94) Pédiatrique Australie | - 2 jours
McNabb(105) Adulte USA - 1,5 jour
DiDiodato (109) Adulte Canada - 1,5 jour
Posnakoglou(110) | Pédiatrique Grece - 2 jours

Bien que non significative statistiquement, les travaux de Mina et al. ont montré une
tendance vers la réduction de la durée d’hospitalisation lorsque le panel ME est

utilisé comme outil de diagnostic (10+4 jours vs. 179 jours, p=0,065).(111)

3.3.2.5. Adaptation des traitements anti-infectieux
Le Tableau 21 montre les résultats des études ayant montré une diminution de la
durée de traitement antibiotiques (ATB) avec l'utilisation du panel BioFire® ME
comparé aux méthodes conventionnelles. Cet avantage est lié a la diminution du
TAT.

Tableau 21. Prise en charge thérapeutique aprés utilisation du panel BioFire® ME

Publication Durée du traitement ATB avec BioFire® ME | Population
vs méthode conventionnelle
Eichinger(112) 1,3£0,9vs 44 + 23 jours Pédiatrique
O’Brien(94) 2,0 vs 3,0 jours Pédiatrique
Kim(99) 28,38 vs. 76,69 heures 37% VIH+
Mina(111) 9,56+3,7vs. 15,2 £ 5 jours Pédiatrique
et adulte

Posnakoglou(110) | 4 vs 5 jours Pédiatrique
Powell(103) 1,64 £ 1,6 vs 0,52 +0 Adulte
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Une étude en Espagne a montré que l'utilisation du panel BioFire® ME entrainait
une modification des traitements anti-infectieux recus par les patients dans prés de
la moitié (43,8%) des cas.(95) Une autre étude a mis en évidence une réduction
globale de la durée du traitement anti-infectieux, une utilisation plus fréquente
d’antibiothérapie ciblée, a spectre étroit (78 £ 11% vs. 40 £ 9%, p=0,03) et une
réduction du nombre de traitements prophylactiques initiés (4/8 (50%) vs. 1/23 (4%),
p=0.01) lors de [l'utilisation de ce panel en routine par rapport a un groupe

controle.(111)

3.3.2.6. Données médico-économiques
DiDiodato et al. ont montré que I'utilisation du panel BioFire® ME permettrait de
générer une économie potentielle de 2,319CAD (1578€) par patient.(99) McNabb
et al. ont également estimé une réduction des colts de 78,956%/an (70 857€) soit
354% (316€) pour chaque panel BioFire® ME utilisé (223 au total) par rapport aux
méthodes de routine.(105) Cette diminution s’explique par la réalisation des tests
syndromiques directement sur site, et une diminution des examens précédemment
sous-traités. Soucek et al. ont trouvé une réduction des codts liés aux traitements
anti-infectieux grace a I'utilisation du panel BioFire® ME.(113) Enfin, Duff et al. ont
réalisé en 2018 une étude par modéle économique sur population pédiatrique
suspectée de méningite avec le panel BioFire® ME, dont les résultats sont présentés
dans le (Tableau 22).(114) L’objectif de cette étude était de comparer les colts entre
le groupe de patients testés uniquement lorsque le LCR était anormal

(hyperleucocytose) (TT — Target Testing) et le groupe testé systématiquement (TA
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— Testing all) avec BioFire® ME et de les comparer au groupe standard of care

(SOC) sans BioFire®.

Tableau 22. Résultats de I'étude par Duff et al. (2018) sur population pédiatrique

SOC TT TA
Patients testés aux urgences 17% 75% 75%
Codt moyen/patient (USD) 21284%]119247% 17804 $
Economies par patient par rapport au SOC -3481% |-2157 %
(USD)
Economies par patient par rapport au SOC -3123€ | -1935€
(EUR)

SOC: Standard of Care, TT : Target Testing, TA : Testing All

Le principal contributeur des économies réalisées dans le groupe TA est
I'identification d’entérovirus, principal pathogéene détecté. Une méningite a
entérovirus ne nécessite pas d’hospitalisation et a donc permis d’éviter des frais
d’hospitalisation inutile. La stratégie TT n’a pas permis de détecter EV dans 15%
des patients, car la cytologie du LCS était normale.(114) Une étude similaire a été
réalisée par Duff et al. en 2019, sur population adulte, dont les résultats différent
légerement (Tableau 23)

Tableau 23. Résultats de I'étude par Duff et al.(2019) sur population adulte

SOC TT TA
Patients testés aux urgences 17% 75% 75%
Colt moyen/patient (USD) 19214 $|120465% | 17001 $
Economie par patient par rapport au SOC -812 % -2213$%
(USD)
Economie par patient par rapport au SOC -728 € -1 986 €
(EUR)

SOC: Standard of Care, TT : Target Testing, TA : Testing All
Ces économies générées sont supérieures dans la population pédiatrique pour
deux raisons : les traitements anti-infectieux sont plus colteux chez les enfants et

la prévalence d’EV est supérieure.(115)
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En Europe, Posnakoglou et al. ont rapport¢ une réduction des colts
d’hospitalisation de 370€/patient (1412€ vs 1042€) avec I'utilisation de BioFire®

ME.(110)

Il est a noter que ces bénéfices économiques sont réalisés a I'échelle de I'hépital
prenant en charge les patients, et que les structures ayant des entités séparées
pour le laboratoire et les services de soins ne percoivent pas ce bénéfice de la
méme fagon (par exemple en Australie). Le laboratoire, qui supporte le colt du test,
ne profite pas des économies réalisées par la diminution de la durée

d’hospitalisation.

3.3.2.7. Impact sur la mortalité
Trois études qui se sont intéressées a I'impact de I'utilisation du panel BioFire® ME
sur la mortalité : aucune n’a montré de différence statistiquement significative de la
mortalité par rapport a celle observée avec I'utilisation des stratégies diagnostiques

classiques.(95,103,111)

3.3.3. Les limites du panel BioFire® ME
3.3.3.1. Etudes pré-commercialisation peu semblables a la pratique
Les taux de positivité retrouvés dans I'étude pré-commercialisation menée par
BioFire Diagnostics(116) sont trés supérieurs a ceux habituellement observés en
pratique clinique : 9% (141/1560) vs <1%.(117) Une des explications possibles a
cette différence est la forte proportion d’échantillons pédiatriques (41%) dans cette

étude.
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3.3.3.2. Faux-positifs
L’étude pré-commerciale a retrouvé une proportion élevée de FP, 15,6% (22/141),

aprés analyse de discordance.(116)

Tableau 24. Résultats de I'analyse de discordance des FP avec BioFire® ME (116)

Résultats BioFire® ME comparé ala | Total | Confirmé | Non

méthode de référence : FP VP confirmé
FP

E. Coli K1 1 1

H. influenzae 1 1

S. agalactiae 1 1

S. pneumoniae 12 5 7

CmVv 3 1 2

EV 7 5 2

HSV-1 2 2

HSV-2 2 1 1

HHV-6 4 1 3

HPeV 3 3

VZV 3 2 1

C. neoformans/qattii 4 2 2

TOTAL 43 21 22

Ce nombre élevé de faux-positifs est toutefois a relativiser pour les cibles
bactériennes, car la méthode de référence utilisée était la culture, méthode de
sensibilité inférieure a celle de la biologie moléculaire. La méthode de référence
utilisée pour les cibles virale était la PCR (PCR singleplex). Les résultats
discordants pour la cible C. neoformans/gattii seront discutés plus loin dans

Interprétation des résultats.

Plusieurs faux-positifs du panel BioFire® ME ont également été retrouvés lors des
évaluations post-commercialisation du test en pratique clinique, et associés a des

retards diagnostiques et erreurs de traitement.
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Les causes de ces faux-positifs ne sont pas toutes identifiées a ce jour : certains
cas pourraient s'expliquer par une contamination des échantillons lors des
manipulations. Bien que trés simple d'utilisation, cette technique doit donc étre
réalisée par un personnel compétent en biologie moléculaire et formé aux bonnes

pratiques de manipulation.

3.3.3.3. Faux-négatifs
L’étude pré-commerciale a également mis en évidence I'existence de faux-négatifs :
ceux-ci s’explique par lidentification par les méthodes classiques, d’agents
pathogénes non inclus dans le panel BioFire® ME : 1 Staphylococcus epidermidis,

1 Salmonella sp., 2 Propionibacterium sp., and 1 Nocardia sp..(116)

Une étude post-commercialisation a également mis en évidence des cas de faux
négatifs du test BioFire® ME, en particulier parmi les cibles virales (2/38 EV, 1/16
HPeV et 2/4 HSV-1).(118) les explications avancées pour expliquer ces FN sont
une trés faible charge virale dans le LCS, une sensibilité sub-optimale du test

BioFire® ME et une limite de détection inférieure pour le test comparatif.

3.3.3.4. Interprétation des résultats
L'interprétation des résultats obtenus avec le panel BioFire® est parfois délicate.
C’est notamment le cas pour les cibles HHV-6, CMV et C. neoformans/qgattii.
3.3.3.4.1.  Détection de HHV-6 et CMV
Le génome du virus HHV-6 est intégré au génome humain chez 1% de la
population. Ce virus peut également étre présent sous forme latente dans les

lymphocytes et monocytes.(119) Ainsi une détection du génome de ce virus dans
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le LCS ne signe pas obligatoirement une infection.(120,121) De maniére similaire,
le CMV est également présent sous forme latente dans les lymphocytes pour une
grande partie de la population (environ 50% dans les pays industrialisés et jusqu’a
90-100% dans les pays en voie de développement (122)), et peut donc étre détecté

en |'absence de réplication active du virus.

3.3.3.4.2. Détection de C. neoformans/gattii

L'interprétation des résultats du panel BioFire® ME pour la cible Cryptococcus
nécessite également une grande prudence, en raison de l'existence de de faux-
négatifs.(123-125) Il a précédemment été montré que la biologie moléculaire n’est
pas adaptée au diagnostic des cryptococcoses méningées, pour lequel la méthode
de référence est la recherche d’antigénes. Les performances des PCR sont
supérieures a celles de la culture et de 'examen direct a I'encre de chine, et égales
a celles de la recherche d’antigénes lorsque la charge fongique dans le LCS est
élevée. Mais la biologie moléculaire est faillible en cas de faible charge fongique ou
de thérapie antifongique.(126-129)

Ce probléme avait déja été mis en évidence lors de I'étude pré-commercialisation
du test. Sept des 8 échantillons positifs par technique immunochromatographique
(détection d’antigénes) avaient été retrouvés négatifs avec le test BioFire® ME et
par une autre PCR comparatrice. Cependant, chacun de ces 7 patients était sous
traitement antifongique au moment de la réalisation du test BioFire® ME, et/ou avait
des antécédents d’infection a Cryptococcus, ce qui pourrait expliquer ces résultats.
Une autre hypothése est un manque de sensibilité de la technique BioFire® (seuil

de détection trop haut).
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Plusieurs cas de faux-négatifs pour la cible Cryptococcus neoformans/gattii ont

également été rapportés en post-commercialisation :

Liesman et al.(129) ont trouvé 24/50 FN du test BioFire® comparés a la
détection des CrAg. D’autres méthodes moléculaires ont échoué a détecter
C. neoformans. Le panel ME a montré des résultats trés proches a la culture
et la coloration a I'encre de chine (1FN sur 20 échantillons).

Piccirilli et al.(130) ont retrouvé un échantillon positif a I'agglutination au latex
mais négatif avec ME. Ce patient immunodéprimé était sous traitement
antifongique au moment du prélévement ce qui pourrait indiquer une
persistance d’antigénes plutét qu’'une nouvelle infection. Cette supposition
est renforcée par les résultats négatifs en observation directe et par culture.
Chew et al.(124) présentent 2 cas ou le panel ME est négatif tandis que les
CrAg sont retrouveés positifs. Dans un cas, le titrage des antigenes n’était
positif qu’avant dilution (1 pour 20), suggérant une concentration trés faible

initiale.

En conclusion, un résultat négatif pour la cible C. neoformans/gattii avec le panel

BioFire® ME ne permet pas d'éliminer le diagnostic de cryptococcose neuro-

méningée. Une recherche d’antigénes de cryptocoque (CrAg) dans le LCS doit donc

systématiquement étre réalisée en complément du panel BioFire® ME. Cette

recherche de CrAg est également nécessaire en cas de résultat positif pour la cible

C. neoformans/gattii avec le panel BioFire® ME, afin d'obtenir le titre d’antigénes qui

présente un intérét pronostique et pour le suivi. A ce jour, la recherche d'antigénes

cryptocoques dans le LCS reste donc le test de choix pour le diagnostic des

cryptococcoses neuro-meéningées, en raison de sa sensibilité élevée et de son faible
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colit. Le panel BioFire® ME présente toutefois un intérét si la cible C.
neoformans/gattii revient positive alors que le diagnostic de cryptococcose neuro-
meéningée n'était pas suspecté, et donc la recherche de CrAg initialement non

prescrite.

3.3.3.5. Composition du panel
La composition du panel BioFire® ME est perfectible. Tout d’abord, il n’inclut pas les
agents pathogénes responsables de méningites et ME chroniques. Ce choix est
volontaire de la part de BioFire Diagnostics qui a choisi de positionner son panel
pour les syndromes a caractere aigu. Certains auteurs suggérent I'ajout de
Mycobacterium tuberculosis et d’autres espéces fongiques comme Histoplasma,
Aspergillus, Blastomyces et Coccidiodes pour un panel ME « Chronique ».(131)
L’ajout de bactéries non cultivables responsables de méningites et ME comme
Bartonella spp. (maladie des griffes du chat)(132) et Treponema pallidum serait

également pertinent dans ce cas.(131)

Concernant les cibles virales, le panel est surtout adapté a I'épidémiologie de
I'Europe et 'Amérique du Nord. Il aurait été intéressant d'inclure certains arbovirus
dans le panel, a I'exemple du virus de l'encéphalite japonaise, du West-Nile virus
ou encore du virus Toscana. Ces 3 arbovirus causent des encéphalites, des
méningites et ME en Asie, Afrique Sub-Saharienne et dans le bassin

méditerranéen, respectivement.(133-135)

Des réserves sont également émises sur la pertinence des cibles bactériennes

présentes dans le panel. Selon certains auteurs, la désormais faible prévalence des
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méningites bactériennes (secondaire au succés des campagnes de vaccination
contre le pneumocoque, le méningocoque et H. influenzae) limite I'utilité clinique du
panel.(116) Cette objection est discutable étant donné la gravité de ce type
d’infection et I'avantage indiscutable d’'une identification rapide ou au contraire d’un
test négatif.

Enfin, il serait aussi intéressant d'ajouter au panel certains micro-organismes de la
flore cutanée causant des infections en post-neurochirurgie ou infectant un dispositif
a demeure - Staphylococcus aureus, Cutibacterium acnes, staphylocoques a
coagulase négative (S. epidermidis, S. haemolyticus), certaines bactéries gram
négatives et Candida spp. - et de leur marqueurs de résistance associés — mecA,
vanA/B, KPC. (120,131) Le risque de faux-positifs par contamination reste un frein

a l'inclusion de ces cibles.

3.3.3.6. Co0(t du panel

Une des principales objections a I'utilisation du panel BioFire® ME en routine est
son colt. En France son prix public est de 160 EUR avec tarif dégressif en fonction
de la quantité de tests BioFire® commandés (tous tests confondus) et peut
descendre a 91 EUR/panel ME. (Source : bioMérieux) A I'échelle mondiale, le prix
du panel varie en fonction de la situation économique du pays. A noter que ce prix
est le prix de vente direct, tout test acheté par I'intermédiaire d’un distributeur est
vendu a un prix supérieur.

Ce colt est supérieur a celui des tests syndromiques compétiteurs, et a celui des
techniques utilisées en routine jusqu'ici pour le diagnostic des méningites et

méningo-encéphalites.
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3.3.3.7. Détection qualitative
Enfin, le BioFire® ME est une technique uniquement qualitative : la détection d'une
cible n'est donc pas systématiquement synonyme d'une infection. Les résultats du
panel doivent donc toujours étre interprétés en fonction de la clinique et des autres

résultats biologiques du patient.

3.4.Place du panel BioFire® ME dans la stratégie diagnostique de la
méningite et la méningo-encéphalite

Le panel BioFire® Meningitis/Encephalitis et le diagnostic syndromique ont montré
des résultats prometteurs pour le diagnostic biologique des méningites et méningo-
encéphalites infectieuses, et pourraient modifier leur  stratégie
diagnostique.(116,136) Toutefois, comme détaillé plus haut, le panel BioFire® ME
présente certaines limites et ne peut remplacer toutes les techniques diagnostiques
habituellement mises en ceuvre. |l est donc important de bien définir la place de ce
panel dans la stratégie diagnostique. A ce jour, compte-tenu du manque de recul, il
est encore difficile de définir avec précision un algorithme fiable d’utilisation du
panel.
Plusieurs équipes se sont toutefois intéressées a cette problématique.
Par exemple, I'hépital Nebraska Medicine recommande d'utiliser le panel si
suspicion d’infection du SNC, lorsque le taux de leucocytes dans le LCS est
augmenté, chez les enfants <2 ans ou les patients immunodéprimés, en

complément d'autres techniques (Tableau 25).

105



Tableau 25 : Critéres d'utilisation du panel BioFire® ME dans le diagnostic des
méningites et ME (Source : Nebraska Medicine www.nebraskamed.com)

Critéres pour I'utilisation du panel BioFire® ME

Suspicion d’infection du SNC

Lymphocytes dans le LCS> 10 cellules/uL OU

Age<2 ans OU

Immunodépression : VIH/SIDA, transplantation, chimiothérapie, thérapie
immunosuppressive, immunodéficience primitive.

Tests a réaliser en plus du panel BioFire® ME

Culture du LCS (bactérie et/ou levure)

Sous-typage des virus HSV apres détection

CrAg

Tests spécifiques pour le West Nile Virus, maladie de Lyme, syphilis, si
suspicion

Naccache et al. ont eux intégré le panel dans leur pratique clinique sans restriction,
et ne réalisent pas de techniques complémentaires de confirmation. lIs
recommandent de manipuler avec soin pour limiter le risque de contamination.(137)
Enfin, Lumley et al. recommandent l'utilisation du panel pour le diagnostic des
entérovirus chez tous les enfants, quel que soient le taux de leucocytes dans le LCS

et la saison.(138)

Bien que ces schémas d'utilisation different selon les études, quelques principes
d'utilisation communs en ressortent.

Premiérement, le panel ne doit étre réalisé que chez des patients avec suspicion
de méningite, méningo-encéphalite ou encéphalite communautaires et aigues.
Deuxiemement, il ne permet pas de s'affranchir de toutes les méthodes
diagnostiques conventionnelles. La cytologie du LCS, la mesure de la glycorachie
et de la protéinorachie, les examens directs (coloration de Gram +/-encre de Chine),

les cultures bactériennes et fongiques et la recherche des antigénes de
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Cryptococcus restent indispensables. Les cultures présentent l'intérét d'isoler la
souche en cas d'infection bactérienne ou fongique, et de déterminer ensuite sa
sensibilité aux antibiotiques ou antifongiques, ce qui n'est pas possible avec le panel
BioFire® ME.(120)

Selon la situation géographique, I'utilisation du panel doit également étre complétée
par la recherche spécifique de certains (arbo)virus fréquemment isolés dans les
méningites et ME et non inclus dans le panel.

Troisiemement, I'utilisation du panel BioFire® ME dans la pratique hospitaliére
nécessite une bonne communication entre le laboratoire et les cliniciens. La
communication des résultats doit se faire sans délai.

L'interprétation des résultats de certaines cibles pouvant poser des difficultés,
I'implication d'un biologiste médical est nécessaire, en concertation avec le clinicien.
Quatriémement l'interprétation des résultats du panel BioFire® ME doit toujours se
faire en concertation avec la clinique et le contexte épidémiologique, et les résultats

des techniques complémentaires et/ou de confirmation.

Certains auteurs suggeérent que la facilité d'emploi et les bonnes performances du
panel BioFire® ME (136), pourrait motiver son utilisation de fagon délocalisée, au
plus proche du patient. Il serait bénéfique de placer un instrument au service des
urgences afin de réaliser des analyses sans délai et 24/7. Toutefois les conditions
de manipulation doivent étre strictement respectées et l'instrument placé sous la

responsabilité d’'un biologiste médical.

107



Un plus grand nombre de données, des études prospectives pour différentes
populations ainsi que des retours d’expériences, devraient permettre de mieux

définir la place et I'utilisation du panel dans la stratégie diagnostique.
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THESE SOUTENUE PAR : Laura BALESTRA
TITRE :

LE DIAGNOSTIC SYNDROMIQUE DES MENINGITES ET MENINGO-ENCEPHALITES
INFECTIEUSES : EXEMPLE DU PANEL BIOFIRE® FILMARRAY® MENINGITIS/
ENCEPHALITIS

CONCLUSION :

Bien que moins fréquentes depuis la mise & disposition de certains vaccins, les méningites et
méningo-encéphalites infecticuses sont des pathologies graves dont le diagnostic biologique est
parfois difficile. Elles nécessitent une prise en charge en urgence, et I’administration d'un
traitement anti-infecticux sans délai. Ce traitement est le plus souvent probabiliste, car la
cinétique d'évolution de ces pathologies ne permet pas d'attendre les résultats du diagnostic
étiologique effectué a partir du liquide cérébrospinal (LCS). En effet, il faut aujourd’hui
plusicurs heures & jours pour identifier PPagent pathogéne en cause avec les méthodes de
diagnostic microbiologique habituelles.

Le diagnostic syndromique, et plus particuli¢rement le panel BioFire” Meningitis/Encephalitis, a
le pouvoir de modifier le paradigme de prise en charge des méningites et méningo-encéphalites,
Il permet la recherche concomitante de 14 agents infectieux fréquemment impliqués dans ces
pathologies & partir d'un prélévement de LCS, en seulement | heure. Plusicurs études ont montré
que l'utilisation de ce panel en pratique clinique permettait de diminuer le délai d obtention des
résultats, d’augmenter la fréquence de détection de certains agents pathogénes, d’optimiser les
traitements anti-infecticux, et de réduire la durée d'hospitalisation ct les cotits liés aux soins des
patients. L utilisation du panel BioFire® ME en pratique clinique permet donc d’améliorer la
prise en charge globale du patient. L'optimisation des traitements anti-infecticux induite par
I"utilisation de ce test pourrait également permettre de limiter le développement de résistance
aux traitements anti-infectieux, sujet majeur de préoccupation & 1"heure actuelle.

Toutefois, il existe encore des freins a I'adoption de ce nouvel outil parmi lesquels son coit et
I'existence de faux-négatifs fréquents pour certaines cibles, comme Cryptococeus
neoformans/gattii.

Le panel syndromique BioFire® Meningitis’Encephalitis ne peut remplacer 4 ce jour les
techniques diagnostiques classiques. Des études complémentaires sont nécessaires pour mieux
définir sa place, et plus globalement celle du diagnostic syndromique, dans la stratégic
diagnostique des méningites et méningo-encéphalites. Le développement et la commercialisation
prochaine de panels syndromiques concurrents devraient également aider & répondre 4 cette
problématique.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER
Grenoble, le : 14/ ’/é ///-,9

LE DOYEN _ LE DIRECTEUR DE THESE :
A7 .
(Y

Pr. Michel SEVE Dr. Cécile GARNAUD
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SYMBOLS GLOSSARY

The following symbols can be found on FiimArray ME Panel Kit components or throughout this Instruction Booklet.
Use the definitions below as a guideline to interpreting the symbols.

Medical devices

ISO 15223-1:2012
- Symbols to be used with medical devices labels, labeling and information to be supplied

5.1.1 [5.1.2 Authorized  [5.1.4
Manufacturer representative in the| Use-By date
Community
5.1.5 5.1.6 51.7
Batch Code .
LOT (Lot Number) Catalog Number @ Serial Number
o2 ool 532 | tesprwsyifrom 537 Temperature Limit
(@ Package Is o< Sunlight J}/* p
Damaged “7iIN
b2 5.4.3 Consult 5.51
Do Not Reuse Instructions for In vitro Diagnostic
[:E:I Use IVD Medical Device

<

Contains Sufficient For <n> Tests

United Nations Globally Harmonized System of Classification and Labeling of chemicals (GHS) (ST/SG/AC.10/30)

&

Acute toxicity, cat. 4 & Skin irritation,

Serious eye damage, cat. 1 cat 2

European Union Directive 98/79/EC of the European Parliament and of the Council

on in vitro Diagnostic Medical Device

N

€

European Union Conformity

Manufacture Symbols (BioFire Diagnostics, LLC)

=

Consult Instructions for Use - Online Consult Instructions for Use - Phone

Use of Symbols in Labeling — 81 FR 38911, Docket No. (FDA-2013-N-0125)

Rx Only

Prescription Use Only
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E-LABELING

The manual for this product can be accessed online at www.online-ifu.com/KEY-CODE. The product KEY-CODE is
provided on the outer box label at the end of the URL. The KEY-CODE for this instruction booklet is also listed below.
Additionally, a paper copy is available upon request by contacting customer service via phone, fax, e-mail, or regular mail.
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NAME AND INTENDED USE

FilmArray Meningitis/Encephalitis (ME) Panel

The FilmArray Meningitis/Encephalitis (ME) Panel is a qualitative multiplexed nucleic acid-based in vitro diagnostic test
intended for use with FilmArray systems. The FilmArray ME Panel is capable of simultaneous detection and identification
of multiple bacterial, viral, and yeast nucleic acids directly from cerebrospinal fluid (CSF) specimens obtained via lumbar
puncture from individuals with signs and/or symptoms of meningitis and/or encephalitis. The following organisms are
identified using the FilmArray ME Panel:

Bacteria:

Escherichia coli K1

Haemophilus influenzae

Listeria monocytogenes

Neisseria meningitidis (encapsulated)
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumoniae

Viruses:

Cytomegalovirus
Enterovirus

Herpes simplex virus 1
Herpes simplex virus 2
Human herpesvirus 6
Human parechovirus
Varicella zoster virus

ol

east:
e  Cryptococcus neoformans/gattii

The FilmArray ME Panel is indicated as an aid in the diagnosis of specific agents of meningitis and/or encephalitis and
results are meant to be used in conjunction with other clinical, epidemiological, and laboratory data. Results from the
FilmArray ME Panel are not intended to be used as the sole basis for diagnosis, treatment, or other patient management
decisions. Positive results do not rule out co-infection with organisms not included in the FilmArray ME Panel. The agent
detected may not be the definite cause of the disease. Negative results do not preclude central nervous system (CNS)
infection. Not all agents of CNS infection are detected by this test and sensitivity in clinical use may differ from that
described in the package insert.

The FilmArray ME Panel is not intended for testing of specimens collected from indwelling CNS medical devices.

The FilmArray ME Panel is intended to be used in conjunction with standard of care culture for organism recovery,
serotyping, and antimicrobial susceptibility testing.

SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

Central nervous system (CNS) infections are responsible for causing inflammatory conditions of the brain and/or

meningeal tissues surrounding the brain (i.e., meningitis, encephalitis, meningoencephalitis; here collectively termed ME).
Approximately 15% of cases are fatal and many other cases result in life-long disabilities such as loss of limbs, visual and
hearing deficits, seizures, and altered learning and memory." The FilmArray ME Panel conducts tests for the identification
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of 14 potential CNS pathogens from CSF (Table 1). The specimen can be tested using the FilmArray ME Panel with
results available within about one hour.

Table 1. Bacteria, Viruses, and Yeast Detected by the FilmArray ME Panel

Bacteria
Escherichia coli K1 Neisseria meningitidis
Haemophilus influenzae Streptococcus agalactiae
Listeria monocytogenes Streptococcus pneumoniae

Viruses
Cytomegalovirus (CMV) Enterovirus (EV)
Human herpesvirus 6 (HHV-6) Herpes simplex virus 1 (HSV-1)
Human parechovirus (HPeV) Herpes simplex virus 2 (HSV-2)
Varicella zoster virus (VZV)

Yeast

Cryptococcus neoformans/gattii

Summary of Detected Organisms

Bacteria

Escherichia coli K1 strains account for nearly 80% of E. coli isolated from CSF.2 While most E.coli are harmless enteric
organisms residing in the intestines of humans and animals, some cause gastrointestinal iliness and extra-intestinal
infections (e.g. urinary tract infections, bacteremia, and meningitis). E. coli associated with meningitis contain virulence
factors which contribute to their pathogenesis by allowing them to spread through the blood, hijack normal host cell
functions, infiltrate endothelial cells, and gain access to the tissues of the CNS.2 The K1 antigen is a capsule that protects
the bacteria from the immune system. These infections are of particular concern for pre-term babies and neonates, and
are responsible for nearly 45% or 30% of meningitis cases in these age groups with a mortality rate of 13 or 25%,
respectively.* Infections in adults are less common and generally opportunistic in nature following exposure of sterile
organs to contents of the gastrointestinal tract following trauma or surgical procedures; the mortality rate for adults is
reported to be 28-36%.58

Haemophilus influenzae is a gram-negative coccobacillus that is isolated exclusively from humans.” Strains of H.
influenzae are divided into two groups based on the presence or absence of a polysaccharide capsule.”® Encapsulated
strains are further divided into six serotypes (a through f). Prior to widespread use of the H. influenzae type b (Hib)
conjugate vaccines, Hib caused >80% of invasive H. influenzae infections, predominantly in children under the age of
five,” with a mortality rate of 3 to 6% and a further 20 to 30% developing permanent sequelae ranging from mild hearing
loss to mental retardation.® In areas with routine vaccination, the majority of invasive H. influenzae infections are caused
by non-typeable strains and remain an important cause of meningitis particularly for persons with predisposing conditions
such as otitis or sinusitis, diabetes, immune deficiency, or head trauma with CSF leakage.® Meningitis due to H. influenzae
occurs at an estimated rate of approximately 0.08 cases per 100,000 in the United States,” and has been reported as the
etiologic agent of bacterial meningitis in 20-50% of cases worldwide over the last several decades.®

Listeria monocytogenes, the causative agent of listeriosis, is a gram-positive bacillus that is ubiquitous in soil and water
and can be found in the gastrointestinal tract of up to 5% of healthy human adults.".12 Listeriosis is considered one of the
most severe bacterial foodborne infections due to its high mortality rate even with early antibiotic treatment (11 —
60%)."213 Invasive listeriosis can result in abortion, sepsis, meningitis, and meningoencephalitis. Populations at risk for
developing invasive listeriosis include the immunosuppressed, pregnant women, neonates, fetuses, and the elderly.2!
Meningitis due to L. monocytogenes is reported to be approximately 0.05 cases per 100,000 persons in the US per year,'
and causes from 0.5-2.0% of bacterial meningitis cases in non-U.S. countries.
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Neisseria meningitidis (Encapsulated) is a fastidious, aerobic, gram-negative diplococcus that is transmitted by contact
with mucus or respiratory droplets, often from asymptomatic carriers. There are at least 12 different serogroups of N.
meningitidis, six of which are associated with epidemics (groups A, B, C, W, X, and Y)." The serogroup refers to types
of capsular antigens, generally only encapsulated N. meningitidis are considered pathogenic. Meningococcal disease
(spinal meningitis and/or meningococcemia) is rare in developed countries, but can occur in outbreaks and is still a public
health issue in developing countries. It is most common in infants, children, and young adults, and appears in places with
crowded living conditions (e.g., college dormitories and military barracks). Seasonal incidence peaks in late winter and
early spring'® with an annual incidence of about 0.2 cases per 100,000 in the US." The disease can progress extremely
quickly (<24 hours) with hypotension, multi-organ dysfunction, shock, peripheral ischemia, and limb loss and has a
mortality rate of approximately 5-10%.'¢ There are six licensed meningococcal vaccines available in US that may be used
in persons of all ages, depending on the vaccine.'” Despite extensive vaccination efforts worldwide, several serogroups of
N. meningitidis still cause seasonal outbreaks, particularly in sub-Saharan Africa.'* Extreme reductions in serogroup C
meningococcal meningitis have been observed in countries where vaccines providing protection for this serogroup have
been introduced.®

Streptococcus agalactiae (Group B Streptococcus or GBS) is an important cause of meningitis in neonates, particularly
those that are pre-term, and is often coincident with neonatal sepsis.2'® The most important risk factor for neonatal
disease is maternal colonization with GBS.2 Since 1996, CDC guidelines (updated in 2010)2° have called for prophylactic
antibiotic treatment several hours before delivery and have resulted in declining rates of neonatal GBS.?" In adult patients,
GBS is associated with advanced age or severe underlying health conditions. Overall incidence in the U.S. is estimated to
be 0.25 infections per 100,000" and neonatal GBS disease has ranged from 0.2-2.4 per 1,000 births in Europe over the
last few decades?2. Mortality rates range from 10% for neonates? to 25-30% in adults.2425

Streptococcus pneumoniae colonizes the upper respiratory tract, and is the most frequently isolated respiratory
pathogen in community-acquired pneumonia. It is also a major cause of meningitis, particularly in pediatric and elderly
patients, and especially in those with underlying medical conditions, with an incidence rate of approximately 0.8 infections
per 100,000 in the US," and causes 20-31% of bacterial meningitis cases in non-U.S. countries.’® The mortality rate is
also high: 8-15% for children and 20-37% for adults.2é Mortality approaches 50% in resource-poor countries, especially
where HIV co-infection is a factor.?” Neurological sequelae (cognitive impairment, deafness, epilepsy) are reported for up
to 40% of survivors.2229 There are two licensed multivalent pneumococcal vaccines in the US (PPV23 and PCV13) which
are recommended for neonates, immunocompromised, and those over the age of 65%° and help reduce the risk of both
invasive disease and pneumococcal pneumonia by 50-80%.3

Viruses

Human cytomegalovirus (CMV) is a double stranded DNA virus of the Herpesviridae family. Seroprevalance data show
that infection is nearly ubiquitous in the population world-wide, with rates approaching 100% in developing countries3? and
36-90% in the US depending on age and race/ethnicity.>® Maternal transfer of CMV may result in congenital infection with
serious long-term sequelae, but generally infections are largely unnoticed in healthy individuals or may present
mononucleosis-like illness. While severe illness in immunocompetent patients is rare,3 CMV is an opportunistic pathogen
in immunocompromised or immunosuppressed individuals, either as an initial infection or activation of a latent infection.
Until the 1990s, before the availability of highly-active antiretroviral therapy, it is estimated that nearly half of HIV-infected
patients developed severe CMV infection, primarily CMV retinitis, colitis or pneumonia.35 Left untreated, CMV disease can
be fatal in these populations.

Enteroviruses (EV) are small RNA viruses that are members of the Picornaviridae family and are associated with human
illnesses ranging from asymptomatic or mild infections to serious CNS ilinesses requiring hospitalization. Infection rates
are highest in children, with the majority of infections occurring during summer months.3¢ The most common EV serotypes
are coxsackieviruses A9 and B1, and echoviruses 6, 9, and 18, which account for over 50% of serotyped detections. 3¢
Infections are spread via fecal-oral and respiratory routes and can spread quickly in community settings, particularly in
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areas with poor sanitation.3” EV is one of the commonly identified causes of infectious encephalitis/meningitis, with
prevalence rates reported between 5.5-30% depending on location and patient demographics.38-4°

Herpes simplex viruses 1 and 2 (HSV-1 and HSV-2) are DNA viruses of the Herpesviridae family named for the
spreading skin ulcerations caused by infection with these viruses. HSV-1 infections usually occur early in childhood and
manifest primarily as oral lesions, whereas HSV-2 is primarily associated with genital lesions and infections are acquired
later in life and are associated with sexual activity. HSV establishes residency in nerve cells following initial infection
(which is asymptomatic in most cases). Viral activation resulting in lesions or other severe disease outcomes (such as
CNS infection), may occur throughout life, and are associated with fever, injury, exposure to UV irradiation (sunlight),
emotional stress, hormone irregularities, and changes in immune status.?’ In the U.S., overall seroprevalence for HSV-1 is
around 60%.4' The overall seroprevalence for HSV-2 is around 16% but varies with age, sex, and ethnicity.42 Worldwide, it
is estimated that ~90% of people are infected with HSV-1, and HSV-2 is less common with 15-80% of people infected.*?
HSV is one of the most common causes of viral encephalitis, and is a significant cause of meningitis. In a large study of
over 1600 CSF specimens in the United Kingdom,** HSV-1 was found in 25 (1.5%) patients (almost all of whom had
encephalitis) and HSV-2 was found in 33 (1.9%) patients (almost all of whom had meningitis). This overall prevalence of
~3% in CSF is similar to that seen in a recent study of CSF patients in New York State.“° This study also saw a similar
distribution of HSV-1 and HSV-2 in encephalitis versus meningitis.

Human herpesvirus 6 (HHV-6) was discovered in the mid-1980s, when the rise of immunocompromised patients led to
an increase in the population susceptible to severe disease outcome.3” There are two species of the virus: HHV-6A and
HHV-6B. Studies have shown that over 95% of persons over the age of two are positive for one or both variants“¢ and the
infection establishes latency due to viral integration into host cells. While primary infection with HHV-6B causes roseola
rash in infants, the clinical manifestations of primary infection with HHV-6A remain somewhat undefined; however, some
studies have suggested that HHV-6A infection may be linked to inflammatory or neurological disease, and that HHV-6A
may have an increased neurotropism compared to HHV-6B.4"4% This hypothesis is supported by the finding that HHV-6
inhabits CNS tissues, including the brain,*® where it may cause tissue damage leading to encephalitis/meningitis.
Furthermore, HHV-6 was identified in CSF of 1.8% of patients with encephalitis/meningitis in a recent study.“°¢ CNS
disease associated with HHV-6 is found in both children and adults, suggesting CNS invasion during primary infection is
possible.*® While immunocompetent patients may experience CNS infection, it is much more common in severely
immunosuppressed individuals.3”46 However, HHV-6 is known to reactivate in asymptomatic patients and can be
detected by PCR in otherwise healthy individuals without signs of active HHV-6 infection.5° Studies of HHV-6 in normal
brain tissue have also identified HHV-6 DNA via PCR in up to 85% of patients without signs of active infection>' and HHV-
6 DNA may persist in the CSF after acute infection. In a study of 56 allogeneic stem cell transplant patients, HHV-6 DNA
was detected in the CSF of 14 (27%) patients without CNS symptoms.52 Given the prevalence of latent infection and
potential for asymptomatic reactivation, positive HHV-6 results should be carefully interpreted in association with clinical
symptoms and supplemental laboratory testing.

Human parechoviruses (HPeV) comprise another genus of the Picornaviridae family. HPeV were originally classified as
Enterovirus upon their discovery in the 1950s and at least a dozen serotypes have been identified. Seroprevalence for
HPeV-1 approaches 100% in adult populations, with most infections occurring during early childhood.3-55 As with EV,
infections are spread via fecal-oral and respiratory routes with the most common symptoms being mild respiratory or
gastrointestinal illness.>® CNS disease from HPeV-1 is rare, but HPeV-3 is associated with severe disease outcomes such
as sepsis, encephalitis, meningitis, and hepatitis in children <3 months of age.5® Recent studies of CSF from infants with
suspected CNS illness or sepsis have demonstrated HPeV at a prevalence of 3-17%, nearly all of which were HPeV-3.57-
59 Magnetic resonance imaging studies of infants who survive HPeV CNS disease show damage to white matter of the
brain and developmental disabilities later in life.5°

Varicella zoster virus (VZV) is a double stranded DNA virus of the Herpesviridae family that usually causes infections in
childhood (chicken pox) and establishes latent presence in cells that can re-activate later in life (adult-onset zoster or
shingles). VZV is primarily spread via aerosolization of viral particles from an infected individual, and infection of new
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hosts begins within the epithelial cells of the respiratory tract. Following primary infection (fever and malaise accompanied
with a maculopapular rash), VZV establishes itself in the sensory ganglia of the nervous system where it remains latent.3”
In the US, nearly 90% of the population had been infected with VZV before the advent of vaccines.?” Similar rates have
been reported in European countries.®'62 Of those infected, between 10-30% develop zoster (a painful rash along the
dorsal ganglia), primarily later in life.5364 It is estimated that the median global incidence of zoster is 4.0-4.5 per 1,000
person-years,®5 which highlights the frequency of VZV re-activation worldwide. Studies have shown that VZV is transiently
detectable by PCR in the blood of older, asymptomatic individuals (both immunocompetent and immunocompromised),
suggesting reactivation occurs throughout life but is usually managed by the immune system.5667 Encephalitis and
meningitis are complications of both varicella and zoster infections. In one study, VZV was the third most detected virus
among patients with signs and symptoms of encephalitis/meningitis, with a reported prevalence of 1.9% in the study
population.“° For immunocompromised patients, VZV neuronal illness can become chronic and lead to progressive
deterioration and death.®® There are two live, attenuated VZV vaccines licensed for use in the US; one is for the
vaccination of children against varicella and the other for zoster in older adults.%®

Yeast

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are pathogenic fungi found in soil and bird droppings that can
become pathogenic following inhalation and spread to other organ systems (particularly the brain and meninges). C.
neoformans is considered an opportunistic pathogen of immunocompromised individuals. It is the AIDS-defining illness in
up to 50% of AIDS patients.26° C. gattii infections are relatively rare but appear to be increasing. While typically
associated with tropical and subtropical climates, since the 1990s C. gattii infections have been reported in British
Columbia, Canada, the U.S. Pacific Northwest region, the Northeastern US, and in Europe.”®-73 In addition to those with
reduced immune function, C. gattii can also cause disease in the immunocompetent, particularly in persons with
underlying health conditions.2 Mortality from cryptococcal meningitis is high, ranging from 10% to nearly 50% in
immunocompromised patients.®9.72,

Principle of the Procedure

The FilmArray ME pouch is a closed system disposable that houses all the chemistry required to isolate, amplify and
detect nucleic acid from multiple meningitis and encephalitis pathogens within a single CSF specimen obtained from a
lumbar puncture. The rigid plastic component (fitment) of the FilmArray ME pouch contains reagents in freeze-dried form.
The flexible plastic portion of the pouch is divided into discrete segments (blisters) where the required chemical processes
are carried out. The user of the FilmArray ME Panel loads the sample into the FilmArray ME pouch, places the pouch into
the FilmArray instrument/Module, and starts the run. All other operations are automated.

The following is an overview of the testing procedure:

1. Remove the FilmArray pouch from its vacuum-sealed package. Since solutions are drawn into the FilimArray ME
pouch by vacuum, it is important to keep pouches in their protective packaging until the time of use.

2. Place the FilmArray ME pouch into the FilmArray Pouch Loading Station. The FilmArray Pouch Loading Station
has been designed to prevent error by providing instructions and visual cues in the form of color-coded arrows to
ensure that the pouch is properly loaded.

3. Load Hydration Solution into the FilmArray ME pouch using the Hydration Injection Vial. The vial is fitted with a
blunt stainless steel cannula, which is used to deliver the solution into the pouch. Loading the pouch with
Hydration Solution rehydrates the freeze-dried reagents contained in the pouch fitment.

4. Squeeze Sample Buffer ampoule to deliver contents into Sample Injection Vial and add CSF specimen using
Transfer Pipette. Tightly close the lid of the Sample Injection Vial and invert to mix. The Sample Buffer contains
reagents that promote binding of nucleic acids to magnetic beads for isolation.
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7.

Load the sample/buffer mixture into the FilmArray ME pouch using the Sample Injection Vial. When the sample
mixture is loaded, a process control contained in the fitment of the pouch is introduced into the sample. The
process control monitors all of the critical processes that occur in the pouch.

Transfer the pouch to the instrument/Module and initiate a run. The FilmArray software provides on-screen
animations illustrating the steps needed to start the run.

View results on the test report at the completion of the run.

The following is an overview of the operations and processes that occur during a FilmArray run:

1

Nucleic Acid Purification - Nucleic acid purification occurs in the first three blisters of the pouch. The sample is
lysed by agitation (bead beating) and the liberated nucleic acid is captured, washed and eluted using magnetic
bead technology. These steps require about ten minutes and the bead-beater apparatus can be heard as a high-
pitched whine during the first minute of operation.

Reverse Transcription and 1t Stage Multiplex PCR - Some pathogens identified by the FilmArray ME pouch
are RNA viruses, and a reverse transcription (RT) step is performed to convert the viral RNA into cDNA prior to
amplification. The purified nucleic acid solution is combined with a preheated master mix to initiate the RT step
and subsequent thermocycling for multiplex PCR. The effect of 15t stage PCR is to enrich for the target nucleic

acids present in the sample.

2" Stage PCR - The products of 15t stage PCR are diluted and mixed with fresh PCR reagents containing an
intercalating fluorescent DNA dye (LCGreen® Plus, BioFire Defense, LLC). This solution is distributed over the 2nd
stage PCR array. The individual wells of the array contain primers for different assays (each present in triplicate)
that target specific nucleic acid sequences from each of the pathogens detected, as well as control template
material. These primers are ‘nested’ or internal to the specific products of the 1t stage multiplex reaction, which
enhances both the sensitivity and specificity of the reactions.

DNA Melting Analysis — After 2"¢ stage PCR, the temperature is slowly increased and fluorescence in each well
of the array is monitored and analyzed to generate a melt curve. The temperature at which a specific PCR
product melts (melting temperature or Tm) is consistent and predictable and the FilmArray software automatically
evaluates the data from replicate wells for each assay to report results. For a description of data interpretation
and reporting see the Interpretation of Results section of this booklet.

The FilmArray software controls the operation of the instrument/Module, collects and analyzes data, and automatically
generates a test report at the end of the run. The entire process takes about an hour. Additional detail can be found in the
appropriate FilmArray Operator's Manual.

MATERIALS PROVIDED

Each kit contains sufficient reagents to test 30 or 6 samples:

e Individually packaged FilmArray ME Panel pouches

e Single-use (1.0 mL) Sample Buffer ampoules

e Single-use pre-filled (1.5 mL) Hydration Injection Vials (blue)
e Single-use Sample Injection Vials (red)

« Individually packaged Transfer Pipettes
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MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

FilmArray system including:

e FilmArray,FilmArray 2.0, or FilmArray Torch and software
e FilmArray Pouch Loading Station

WARNINGS AND PRECAUTIONS

General Precautions

g
2.

For in vitro diagnostic use only.

This device is restricted to sale by or on the order of a physician, or to a clinical laboratory; its use is restricted to,
by, or on the order of a physician.

A trained healthcare professional should carefully interpret the results from the FilmArray ME Panel in conjunction
with a patient’s signs and symptoms and results from other diagnostic tests.

FilmArray ME pouches are only for use with FilmArray systems.
Always check the expiration date on the pouch and do not use a pouch after its expiration date.

FilmArray pouches are stored under vacuum in individually-wrapped canisters. To preserve the integrity of the
pouch vacuum for proper operation, be sure that a FilmArray instrument/Module will be available and operational
before unwrapping any pouches for loading.

Safety Precautions

1.

Wear appropriate Personal Protective Equipment (PPE), including (but not limited to) disposable powder-free
gloves and lab coats. Protect skin, eyes and mucus membranes. Change gloves often when handling reagents or
samples.

Handle all samples and waste materials as if they were capable of transmitting infectious agents. Observe safety
guidelines such as those outlined in CDC/NIH Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” the
CLSI Document M29 Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections,” or other
appropriate guidelines.

Follow your institution's safety procedures for handling biological samples.

Dispose of materials used in this assay, including reagents, samples, and used buffer vials, according to federal,
state, and local regulations.

Sample Buffer is assigned the following classifications: Acute toxicity (Category 4), Serious Eye damage
(Category 1), and Skin irritation (Category 2). Please refer to the FiimArray Reagent Kit Safety Data Sheet (SDS)
for more information.

Sample Buffer will form hazardous compounds and fumes when mixed with bleach or other disinfectants.

| WARNING: Bleach should never be added to Sample Buffer or sample waste.
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Laboratory Precautions

1. Preventing organism contamination

Due to the sensitive nature of the FilmArray ME Panel, it is important to guard against contamination of the
specimen and work area by carefully following the testing process outlined in this booklet, including these
guidelines:

e Samples should be processed in a biosafety cabinet. If a biosafety cabinet is not used, a dead air box (e.g.,
AirClean PCR workstation), a splash shield (e.g., Bel-Art Scienceware Splash Shields), or a face shield
should be used when preparing samples.

e A biosafety cabinet that is used for performing CSF pathogen testing (e.g. culture) should not be used for
sample preparation or pouch loading.

e Prior to processing samples, thoroughly clean both the work area and the FilmArray Pouch Loading Station
using a suitable cleaner such as freshly prepared 10% bleach or a similar disinfectant. To avoid residue build-
up and potential damage to the specimen or interference from disinfectants, wipe disinfected surfaces with
water.

e Samples and pouches should be handled one at a time.

e Use clean gloves to remove materials from bulk packaging bags, and reseal bulk packaging bags when not in
use.

e Change gloves and clean the work area between each sample.

2. Preventing amplicon contamination
A common concern with PCR-based assays is false positive results caused by contamination of the work area
with PCR amplicon. Because the FilmArray ME pouch is a closed system, the risk of amplicon contamination is
low provided that pouches remain intact after the test is completed. Adhere to the following guidelines to prevent
amplicon contamination:
« Discard used pouches in an appropriate biohazard container immediately after the run has completed.
« Avoid excessive handling of pouches after test runs.
e Avoid exposing pouches to sharp edges or anything that might cause a puncture.

« Use clean gloves to remove materials from bulk packaging bags, and reseal bulk packaging bags when not in
use.

WARNING: If liquid is observed on the exterior of a pouch, the liquid and pouch should be
immediately contained and discarded in a biohazard container. The instrument/Module and
work space must be decontaminated as described in the appropriate FilmArray Operator’s
Manual.

DO NOT PERFORM ADDITIONAL TESTING UNTIL THE AREA HAS BEEN DECONTAMINATED.

Precaution Related to Public Health Reporting in the United States

Local, state, and federal regulations for notification of reportable disease are continually updated and include a
number of organisms for surveillance and outbreak investigations.”®77 Additionally, the Centers for Disease Control
(CDC) recommends that when pathogens from reportable diseases are detected by a culture independent diagnostic
test (CIDT), the laboratory should facilitate obtaining the isolate or clinical materials for submission to the appropriate
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public health laboratory to aid in outbreak detection and epidemiological investigations. Laboratories are responsible
for following their state and/or local regulations and should consult their local and/or state public health laboratories for
isolate and/or clinical sample submission guidelines.

REAGENT STORAGE, HANDLING AND STABILITY

1.

Store the test kit, including reagent pouches and buffers, at room temperature (15-25 °C). DO NOT
REFRIGERATE.

Avoid storage of any materials near heating or cooling vents or in direct sunlight.

All kit components should be stored and used together. Do not use components from one kit with those of another
kit. Discard any extra components from the kit after all pouches have been used.

Always check the expiration date and do not use reagents beyond the expiration date printed on the pouch or kit.

Do not remove pouches from their packaging until a sample is ready to be tested. Once the pouch packaging has
been opened, the pouch should be loaded as soon as possible (within approximately 30 minutes).

Once a pouch has been loaded, the test run should be started as soon as possible (within 60 minutes).

SAMPLE REQUIREMENTS

This section describes the requirements for specimen collection, preparation, and handling that will help ensure
accurate test results.

CSF Specimen Collection — CSF specimens should be collected via lumbar puncture, and should not be
centrifuged.

Minimum Sample Volume — 0.2 mL (200 pL) of CSF specimen is required for testing.

Transport and Storage - Specimens should be processed and tested with the FilmArray ME Panel as soon as
possible, though they may be stored for up to one day at room temperature (approximately 23°C), or under
refrigeration (approximately 4°C) for up to seven days.

PROCEDURE

Refer to the FilmArray Meningitis/Encephalitis Panel Quick Guide, the FilmArray Training Video, or the appropriate
FilmArray Operator's Manual for more detail and pictorial representations of these instructions.

Gloves and other Personal Protective Equipment (PPE) should be used when handling pouches and samples. Only
one FilmArray ME pouch should be prepared at a time. Once sample is added to the pouch, it should be promptly
transferred to the instrument/Module to start the run. After the run is complete, the pouch should be discarded in a
biohazard container.

Prepare Pouch

1.

Thoroughly clean the work area and the FilmArray Pouch Loading Station with freshly prepared 10% bleach (or
suitable disinfectant) followed by a water rinse.
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Remove the pouch from its vacuum-sealed package by tearing or cutting the notched outer packaging and
opening the protective aluminum canister.

NOTE: If the vacuum seal of the pouch is not intact, the pouch may still be used. Attempt
to hydrate the pouch using the steps in the Hydrate Pouch section. If hydration is
successful, continue with the run. If hydration fails, discard the pouch and use a new
pouch to test the sample.

3. Slide the pouch into the FilmArray Pouch Loading Station so that the red and blue labels on the pouch align with
the red and blue arrows on the FilmArray Pouch Loading Station.

4. Place a blue-capped Hydration Injection Vial in the blue well of the FilmArray Pouch Loading Station.

5. Place ared-capped Sample Injection Vial in the red well of the FilmArray Pouch Loading Station.

Hydrate Pouch

1. Twist and lift the Hydration Injection Vial, leaving blue cap in the well of the FilmArray Pouch Loading Station.

2. Insert the cannula tip into the port in the pouch located directly below the blue arrow of the FilmArray Pouch
Loading Station. Push down forcefully in a firm and quick motion until you hear a faint “pop” and feel an ease in
resistance. The correct volume of liquid will be pulled into the pouch by vacuum.

3. Verify that the pouch has been hydrated. Flip the barcode label down and check to see that fluid has entered the

reagent wells (located at the base of the rigid plastic part of the pouch). Small air bubbles may be seen. If the
pouch fails to hydrate (dry reagents appear as white pellets), repeat Step 2 to verify that the seal of the port was
broken or retrieve a new pouch and repeat from Step 2 of the Prepare Pouch section.

Prepare Sample Mix

1.

Hold the Sample Buffer ampoule so that the tip is facing up.

NOTE: Use care to avoid touching the tip during handling, as this may introduce
contamination.

Gently pinch the textured plastic tab on the side of the ampoule until the seal snaps.

Invert the ampoule over the red-capped Sample Injection Vial and re-position thumb and forefinger to grip the
bottom of the ampoule. Dispense Sample Buffer using a slow, forceful squeeze, followed by a second squeeze.
Squeezing the ampoule additional times will generate excessive bubbles, which should be avoided.

Thoroughly mix the patient sample.

Using the Transfer Pipette provided in the test kit, draw cerebrospinal fluid (CSF) sample to the second line

(approximately 0.2 mL) of the Transfer Pipette. Add the sample to the Sample Buffer in the Sample Injection Vial.

Discard the Transfer Pipette in a biohazard waste container and tightly close the lid of the Sample Injection Vial.

NOTE: DO NOT use the Transfer Pipette to mix the sample once it is loaded into the
Sample Injection Vial.

Remove the Sample Injection Vial from the FilmArray Pouch Loading station and gently invert the vial at least 3
times to mix.

Return the Sample Injection Vial to the FilmArray Pouch Loading Station.
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Load Sample Mix

1

Slowly twist the Sample Injection Vial so it loosens from its red cap and pause for 3-5 seconds. Lift the Sample
Injection Vial, leaving the red cap in the well of the FilmArray Pouch Loading Station.

2. Insert the cannula tip into the port in the pouch fitment located directly below the red arrow of the FilmArray Pouch
Loading Station. Push down forcefully in a firm and quick motion until you hear a faint “pop” and feel an ease in
resistance. The correct volume of liquid will be pulled into the pouch by vacuum.

3. Verify that the sample has been loaded. Flip the barcode label down and check to see that fluid has entered the
reagent well next to the sample loading port. If the pouch fails to pull sample from the Sample Injection Vial, the
pouch should be discarded. Retrieve a new pouch and repeat from the Prepare Pouch section.

4. Discard the Sample Injection Vial and the Hydration Injection Vial in an appropriate biohazard sharps container.

5. Record the Sample ID in the provided area on the pouch label (or affix a barcoded Sample ID) and remove the
pouch from the FilmArray Pouch Loading Station.

Run Pouch

The FilmArray Software includes step-by-step on-screen instructions that guide the operator through performing a run.

Brief instructions for FilmArray, FilmArray 2.0, and FilmArray Torch systems are given below. Refer to the appropriate
FilmArray Operator’s Manual for more detailed instructions.

FilmArray and FilmArray 2.0

1.
2.

Ensure that the FilmArray system is powered on and the software is launched.

Follow on-screen instructions and procedures described in the Operator's Manual to place the pouch in an
instrument, enter pouch, sample and operator information, and start the run.

Pouch identification (Lot Number and Serial Number), Pouch Type and Protocol are preprogrammed in the
rectangular barcode located on the FilmArray pouch. The information will be automatically entered when the
barcode is scanned. If it is not possible to scan the barcode, the pouch Lot Number, Serial Number, Pouch Type
and Protocol can be manually entered from the information provided on the pouch label into the appropriate fields.
To reduce data entry errors, it is strongly recommended that the pouch information be entered by scanning the
barcode.

Enter the Sample ID. The Sample ID can be entered manually or scanned in by using the barcode scanner when
a barcoded Sample ID is used.

If necessary, select and/or confirm the appropriate protocol for your sample type from the Protocol drop down list.

Enter a user name and password in the Name and Password fields.

NOTE: The bead-beater apparatus can be heard as a high-pitched noise (whine) during
the first minute of operation.

Start run.

When the run is finished, follow the on-screen instructions to remove the pouch and immediately discard the
pouch in a biohazard container.

The run file is automatically saved in the FilmArray database and the results report can be viewed, printed, and/or
saved as a PDF file.
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FilmArray Torch

1. Ensure that the FilmArray Torch system is on.

2. Select an available Module on the touch screen.
Scan the barcode on the FilmArray pouch using the barcode scanner.

Pouch identification (Lot Number and Serial Number), Pouch Type and Protocol are preprogrammed in the
rectangular barcode located on the FilmArray pouch. The information will be automatically entered when the
barcode is scanned. If it is not possible to scan the barcode, the pouch Lot Number, Serial Number, Pouch Type
and Protocol can be manually entered from the information provided on the pouch label into the appropriate fields.
To reduce data entry errors, it is strongly recommended that the pouch information be entered by scanning the
barcode.

4. Enter the Sample ID. The Sample ID can be entered manually or scanned in by using the barcode scanner when
a barcoded Sample ID is used.

5. Insert the pouch into the Module.

Ensure that the pouch fitment label is lying flat on top of pouch and not folded over. As the pouch is inserted, the
Module will grab onto the pouch and pull it into the chamber.

6. If necessary, select and/or confirm a protocol from the protocol drop down list.

7. Enter operator user name and password, then select Next.

NOTE: The font color of the username is red until the user name is recognized by the
software.

8. Review the entered run information on the screen. If correct, select Start Run.

Once the run has started, the screen displays a list of the steps being performed by the Module and the number
of minutes remaining in the run.

NOTE: The bead-beater apparatus can be heard as a high-pitched noise (whine) during
the first minute of operation.

9. Atthe end of the run, the status of the Module changes to Finished and the pouch is partially ejected.
10. Select the Finished Module on the Dashboard to view the report.
Select Print to print the report, or Save to save the report as a file

11. Removed the pouch from the Module and immediately discard the pouch in a biohazard container.

NOTE: Once the pouch has been removed, the report can only be viewed through the
Browse Runs feature.
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QUALITY CONTROL

Process Controls

Two process controls are included in each pouch:

1. RNA Process Control
The RNA Process Control assay targets an RNA transcript from the yeast Schizosaccharomyces pombe. The
yeast is present in the pouch in a freeze-dried form and becomes rehydrated when sample is loaded. The control
material is carried through all stages of the test process, including lysis, nucleic acid purification, reverse
transcription, 1 stage PCR, dilution, 2" stage PCR and DNA melting. A positive control result indicates that all
steps carried out in the FilmArray ME pouch were successful.

2. PCR2 Control
The PCR2 Control assay detects a DNA target that is dried into wells of the array along with the corresponding
primers. A positive result indicates that 2" stage PCR was successful.

Both control assays must be positive for the test run to pass. When either control fails, the Controls field of the test report
(upper right hand corner) will display Failed and all results will be listed as Invalid. If the controls fail, the sample should be
retested using a new pouch.

Monitoring Test System Performance

The FilmArray software will automatically fail the run if the melting temperature (Tm) for either the RNA Process Control or
the PCR2 Control is outside an acceptable range (80.2-84.2 for the RNA Process Control and 74.1-78.1 for the PCR2
Control). If required by local, state, or accrediting organization quality control requirements, users can monitor the system
by trending Tm values for the control assays and maintaining records according to standard laboratory quality control
practices.’® 7 Refer to the appropriate FilmArray Operator’s Manual for instructions on obtaining control assay Tm values.
The PCR2 Control is used in all FilmArray pouch types (e.g., RP, GI, ME, and BCID) and can therefore be used to monitor
the system when multiple pouch types are used on the same FilmArray system or instrument/Module.

Good laboratory practice recommends running external positive and negative controls regularly. Molecular grade water, or
artificial CSF, can be used as an external negative control. Previously characterized positive CSF samples or negative
samples spiked with well characterized organisms can be used as external positive controls. External controls should be
used in accordance with the appropriate accrediting organization requirements, as applicable.

INTERPRETATION OF RESULTS

The FilmArray software automatically analyzes and interprets assay results and displays the final results in a test report
(see the FilmArray Meningitis/Encephalitis Panel Quick Guide to view an example of a test report). The analyses
performed by the FilmArray software and details of the test report are described below.

Assay Interpretation

When 2" stage PCR is complete, the FilmArray instrument/Module performs a high resolution DNA melting analysis on
the PCR products and measures the fluorescence signal generated in each well (for more information see appropriate
FilmArray Operator's Manual). The FilmArray software then performs several analyses and assigns a final assay result.
The steps in the analyses are described below.

Analysis of melt curves. The FilmArray software evaluates the DNA melt curve for each well of the 2" stage PCR array
to determine if a PCR product was present in that well. If the melt profile indicates the presence of a PCR product, then
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the analysis software calculates the melting temperature (Tm) of the curve. The Tm value is then compared against the
expected Tm range for the assay. If the software determines that the melt curve is positive and the Tm falls inside the
assay-specific Tm range, the melt curve is called positive. If the software determines that the melt curve is negative or is
not in the appropriate Tm range, the melt curve is called negative.

Analysis of replicates. Once melt curves have been identified, the software evaluates the three replicates for each assay
to determine the assay result. For an assay to be called positive, at least two of the three associated melt curves must be
called positive, and the Tm for at least two of the three positive melt curves must be similar (within 1°C). Assays that do
not meet these criteria are called negative.

Organism Interpretation

The reported FilmArray ME Panel organism results (Detected or Not Detected) are based on analysis and interpretation of
a single assay (most organisms) or a combination of two assays (Haemophilus influenzae, Herpes simplex virus 2 and Varicella
zoster virus). For results that rely on two assays, a Detected result is reported when either one or both assays are positive
and a Not Detected result is reported only when both assays are negative.

NOTE: Non-K1 E. coli serotypes may be present in a specimen and will not be detected by the FiimArray ME Panel.
NOTE: Non-encapsulated strains of Neisseria meningitidis are not detected by the FilmArray ME Panel.

NOTE: The FilmArray ME Panel does not distinguish between latent and active CMV and HHV-6 infections. Detection of
these viruses may indicate primary infection, secondary reactivation, or the presence of latent virus. Results should
always be interpreted in conjunction with other clinical, laboratory, and epidemiological information.

FilmArray ME Panel Test Report

The FilmArray ME Panel test report is automatically displayed upon completion of a run and contains three sections, the
Run Summary, the Result Summary, and the Run Details (see the FilmArray Meningitis/Encephalitis Panel Quick Guide to
view an example of a test report). The test report can be saved as a PDF or printed.

The Run Summary section of the test report provides the Sample ID, time and date of the run, control results and an
overall summary of the test results. Any organism with a Detected result will be listed in the corresponding field of the
summary. If all of the organism assays were negative then None will be displayed in the Detected field. Controls are listed
as Passed, Failed or Invalid. See the Controls Field section below for detailed information about the interpretation of
controls and appropriate follow-up in the case of control failures.

The Result Summary section of the test report lists the result for each target tested by the panel. Possible results for
each organism are Detected, Not Detected, or Invalid. See Results Summary section below for detailed information about
interpretation of test results and appropriate follow-up for Invalid results.

The Run Details section provides additional information about the run including: pouch information (type, lot number, and
serial number), Run Status (Completed, Incomplete, Aborted, Instrument Error, Instrument Communication Error, or
Software Error), the protocol that was used to perform the test, the identity of the operator that performed the test, and the
instrument/Module used to perform the test.

Once a run has completed, it is possible to edit the Sample ID. If this information has been changed, an additional section
called Change History will be added to the test report. This Change History section lists the field that was changed, the
original entry, the revised entry, the operator that made the change, and the date that the change was made. Sample ID is
the only field of the report that can be changed.
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Controls Field

The Controls field on the test report will display Passed, Failed, or Invalid. The Controls field will display Passed only if the
run completed successfully (no instrument/Module or software errors) and both of the pouch control assays (RNA Process
Control and PCR2 Control) were successful. The Controls field will display Failed if the run was completed successfully
(no instrument/Module or software errors) but one or both of the pouch control assays failed. If the control result is Failed,
then the result for all of the tests on the panel are displayed as Invalid and the sample will need to be retested with a new

pouch.

Table 2 provides a summary and explanation of the possible control results and follow-up actions.

Table 2. Interpretation of Controls Field on the FilmArray ME Panel Test Report

Control Result

Explanation

Action Required

Outcome

because the run did not
complete.

(Typically this indicates a
software or hardware error).

during the run and the Run
Status field in the Run Details
section of the report. Refer to the
appropriate FilmArray Operator's
Manual or contact Technical
Support for further instruction.

Once the error is resolved,
repeat the test or repeat the test
using another
instrument/Module.

Passed The run was successfully None Report the results
completed provided on the test
AND report.
Both pouch controls were
successful.

Failed The run was successfully Repeat the test using a new Accept the results of the
completed pouch. repeat testing. If the error
BUT persists, contact Technical

Support for further

At least one of the pouch instruction.
controls (RNA Process Control
and/or PCR2 Control) failed.

Invalid The controls are invalid Note any error codes displayed Accept the valid results of

the repeat testing. If the
error persists, contact
Technical Support for
further instruction.
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Result Summary

The Result Summary section provides a complete list of the test results. Possible results for each organism include
Detected, Not Detected, and Invalid. Table 3 provides an explanation for each interpretation and any follow-up necessary

to obtain a final result.

Table 3. Reporting of Results and Required Actions

Result

Explanation

Action

Detected

The run was successfully completed

AND

The pouch controls were successful (Passed)
AND

The assay(s) associated with the interpretation
were positive based on the following requirements
for at least 2 of the 3 assay replicates:

-a positive melt curve, and

-the Tm for the melt data were within the assay
specific limits, and

-the Tm for the melt data were within 1°C of each
other.

Report results.

NOTE: If Detected results are
reported for 2 or more
organisms in a specimen, a
retest of the specimen is
recommended to confirm the
polymicrobial result.

Not Detected

The run was successfully completed

AND

The pouch controls were successful (Passed)
AND

The assay(s) associated with the interpretation
were negative (did not meet the requirements for a
positive assay described in Detected).

Report results.

Invalid

The run did not complete successfully (Aborted,
Incomplete, Instrument Communication Error,
Instrument Error, or Software Error)

OR

The pouch controls were not successful (Failed)

See Table 2, Interpretation of
Controls Field on FilmArray
Report, for instruction.
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LIMITATIONS

e For prescription use only.

e False negative results may occur when the concentration of organism(s) in the specimen is below the device limit
of detection. In the prospective clinical study, two specimens were positive by standard of care culture and
negative with the FilmArray ME Panel.

e Due to the small number of positive prospective and retrospective specimens for certain organisms, performance
characteristics for Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidis,
Streptococcus agalactiae, Cytomegalovirus, and Human parechovirus were established primarily using contrived
clinical specimens.

e Due to the small number of positive specimens collected for certain organisms during the prospective clinical
study, performance characteristics for HSV-1, HSV-2, Human parechovirus, Varicella, HHV-6 and C.
neoformans/gattii were also established with retrospective clinical specimens.

e The FilmArray Meningitis/Encephalitis (ME) Panel performance has only been established on the FilmArray,
FilmArray 2.0, and FilmArray Torch systems.

e This test is a qualitative test and does not provide a quantitative value for the organism(s) in the specimen.

e Results from this test must be correlated with the clinical history, epidemiological data, and other data available to
the clinician evaluating the patient.

e The performance of this test has not been established for CSF specimens from patients without signs and/or
symptoms of meningitis and/or encephalitis.

¢ The performance of this test has not been specifically evaluated for CSF specimens from immunocompromised
individuals.

e The effect of antibiotic treatment on test performance has not been evaluated.

e The performance of this test has not been established for monitoring treatment of infection with any of the panel
organisms.

e This test is not intended for use with CSF collected from indwelling medical devices (e.g., CSF shunts).
e CSF specimens should not be centrifuged before testing.

e The effect of interfering substances has only been evaluated for those listed in the labeling. Interference by
substances other than those described in the Interference section below could lead to erroneous results.

e A negative FilmArray ME Panel result does not exclude the possibility of CNS infection and should not be used as
the sole basis for diagnosis, treatment, or other management decisions. There is a risk of false negative values
due to the presence of sequence variants or rearrangements in the gene targets of the assay, procedural errors,
inhibitors in specimens, technical error, sample mix-up, or infection caused by an organism not detected by the
FilmArray ME Panel. Test results may also be affected by concurrent antimicrobial therapy or levels of organism
in the sample that are below the limit of detection.

e The detection of organism nucleic acid is dependent upon proper sample collection, handling, transportation,
storage, and preparation. Failure to observe proper procedures in any one of these steps can lead to incorrect
results. There is a risk of false positive and false negative results caused by improperly collected, transported, or
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handled specimens. The RNA process control and the PCR 2 control will not indicate whether or not nucleic acid
has been lost due to inadequate collection, transport or storage of specimens.

o Positive and negative predictive values are highly dependent on prevalence. False positive results are more likely
for low prevalence analytes.

e \Viral, bacterial, and yeast nucleic acid may persist in vivo independently of organism viability. Detection of
organism targets does not imply that the corresponding organisms are infectious or the causative agents for
clinical symptoms.

e HHV-6 or CMV can exist in latent form that is reactivated during infection due to other pathogens, including
agents not detected by the FilmArray ME panel that may cause meningitis/encephalitis (e.g., Mycobacterium
tuberculosis or HIV). When detected by the FilmArray ME, HHV-6 or CMV should be considered as the likely
cause of meningitis/encephalitis only in appropriate clinical settings and following expert consultation.

e Viral shedding into the CSF often occurs in cases of zoster (shingles; caused by reactivation of VZV). VZV may
not be the cause of CNS disease in these cases.

e Organism and amplicon contamination may produce erroneous results for this test. Particular attention should be
given to the Laboratory Precautions noted under the Warnings and Precautions section.

e Some organisms detected by the FilmArray ME Panel, such as S. pneumoniae and H. influenzae can be shed
from the respiratory tract of healthy individuals. HSV-1 may also be shed from individuals with active or recurrent
cold sores. Particular attention should be given to the Laboratory Precautions noted under the Warnings and
Precautions section. Caution should also be exercised during specimen collection and testing to prevent
contamination leading to false positive results.

e Iftwo or more organisms are detected in a specimen, retesting is recommended to confirm the polymicrobial
result.

e Cross-reactivity with organisms in addition to those listed in the Analytical Specificity section may lead to
erroneous results. Cross-reactivity with human rhinoviruses may occur, but rhinoviruses are rarely present in
human cerebrospinal fluid and are not a recognized cause of meningitis. Caution should be exercised during
specimen collection and testing to prevent contamination with rhinovirus associated with respiratory infections.

e Only E. coli strains possessing the K1 capsular antigen will be detected. All other E. coli strains/serotypes will not
be detected.

e Only encapsulated strains of N. meningitidis will be detected. Unencapsulated N. meningitidis will not be detected.
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EXPECTED VALUES

In the prospective clinical evaluation of the FilmArray ME Panel, 1560 eligible specimens (CSF collected via lumbar

puncture) were collected and tested at 11 study sites across the United States over approximately eight months (February
— September 2014). The number and percentage of positive results as determined by the FilmArray ME Panel, stratified
by age group, are presented in the following table. Overall, the FilmArray ME Panel detected at least one organism in a

total of 136 prospective specimens (8.7% positivity rate), with a total of 141 analyte detections (co-detections were

observed in five specimens; see Table 6).

Table 4. Expected Values (as determined by the FilmArray ME Panel) Summary by Age Group for the Prospective Clinical Evaluation
(February through September 2014)

FilmArray ME Panel Overall <2 mo. 2-23 mo. 2-17 years 18-34 years 35-64 years 65+ years
Result (n=1560) (n=299) (n=143) (n=197) (n=224) (n=522) (n=175)
Bacteria
E. coli K1 3(0.2%) 0 (0%) 1(0.7%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (0.4%) 0 (0%)
H. influenzae 2(0.1%) 0 (0%) 1(0.7%) 0 (0%) 0 (0%) 1(0.2%) 0 (0%)
L. monocytogenes 0(0.0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
N. meningitidis 0(0.0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
S. agalactiae 1(0.1%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0.6%)
S. pneumoniae 16 (1.0%) 2(0.7%) 2 (1.4%) 2 (1%) 3 (1.3%) 4(0.8%) 3(1.7%)
Viruses
cMV 6 (0.4%) 4(1.3%) 0 (0%) 1(0.5%) 1(0.4%) 0 (0%) 0 (0%)
EV 51(3.3%) | 31(10.4%) 5 (3.5%) 1 (5.6%) 4 (1.8%) 0 (0%) 0 (0%)
HSV-1 4(0.3%) 0 (0%) 2 (1.4%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (0.4%) 0 (0%)
HSV-2 12 (0.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(0.4%) 8 (1.5%) 3 (1.7%)
HHV-6 22 (1.4%) 9 (3%) 7 (4.9%) 2 (1%) 3 (1.3%) 1(0.2%) 0 (0%)
HPeV 12 (0.8%) 12 (4%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
vzv 7(0.4%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (1.3%) 3(0.6%) 1(0.6%)
Yeast
C.neoformans/gattii | 5(03%) | 1(03%) | 0(0%) | 0(0%) | 1(04%) | 2(04%) | 1(0.6%)

Table 5. FilmArray ME Panel Positivity Rate In the Prospective Clinical Evaluation; Overall and By Age Group
Overall (n=1560)

Negatives 1424 (91.3%)
Positives 136 (8.7%)
Single Detections 131 (8.4%)
Co-Detections 5(0.3%)
Positivity by Age Group

<2 mo. (n=299)

58 (19.4%)

2-23 mo. (n=143)

17 (11.9%)

2-17 years (n=197) 15 (7.6%)
18-34 years (n=224) 15 (6.7%)
35-64 years (n=522) 23 (4.4%)
65+ years (n=175) 8 (4.6%)
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In the prospective clinical evaluation, the FilmArray ME Panel reported a total of 5 specimens with multiple analytes
detected (i.e., mixed infections). This represents 3.7% (5/136) of positive specimens and 0.3% of all specimens tested
(5/1560). The expected values for each FilmArray ME Panel result in co-detections are presented in the following table.

Table 6. Expected Values for Analytes in Co-detections (as determined by the FilmArray ME Panel) in the Prospective Clinical Evaluation
(February through September 2014)

Prevalence in
Analyte Co-Detections
(n=5)
Bacteria
E. coli K1 0 0%
H. influenzae 0 0%
L. monocytogenes 0 0%
N. meningitidis 0 0%
S. agalactiae 1 20%
S. pneumoniae 2 40%
Viruses
Cmv 1 20%
EV a 20%
HSV-1 1 20%
HSV-2 1 20%
HHV-6 1 20%
HPeV 1 20%
vzv 1 20%
Yeast

C. neoformans/gattii 0 0%

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Clinical and non-clinical studies have established that the performance characteristics of FilmArray ME Panel, including
LoD (see Limit of Detection section below), positive percent agreement and negative percent agreement, and
reproducibility, are equivalent on FilmArray and FilmArray 2.0 systems. Non-clinical studies also demonstrate similar
performance characteristics on FilmArray Torch systems.

NOTE: FilmArray Torch Modules are FilmArray 2.0 instruments that have been re-configured into a stacked system for
higher-throughput in a smaller workspace.

Clinical Performance

The clinical performance of the FilmArray ME Panel was established during a multi-center study conducted at 11
geographically distinct U.S. study sites between February and September, 2014. Specimens enrolled between February
and June were collected and immediately frozen for later testing at the source laboratory. A total of 1643 prospective CSF
specimens were acquired for the clinical study; 83 of these were excluded. The most common reason for specimen
exclusion was that the specimen was found to not meet the inclusion criteria after the specimen had been enrolled. The
final data set consisted of 1560 specimens, of which 545 (35%) had been previously frozen before testing. Table 7
provides a summary of demographic information for the 1560 specimens included in the prospective study.

BioFire Diagnostics, LLC FilmArray ME Panel CE IVD Instruction Booklet

153



Table 7. Demographic Summary for Prospective FilmArray ME Panel Clinical Evaluation

Prospective Study Specimens (%)
Fresh 1015 (65%)
Frozen 545 (35%)
Total Specimens 1560
Sex Number of Specimens (%)
Male 797 (51%)
Female 763 (49%)
Age Group Number of Specimens (%)
<2mo. 299 (19%)
2-23 mo. 143 (9%)
2-17 years 197 (13%)
18-34 years 224 (14%)
35-64 years 522 (33%)
65+ years 175 (11%)
Status Number of Specimens (%)
Outpatient 112 (7%)
Hospitalized 920 (59%)
Emergency 528 (34%)

The performance of the FilmArray ME Panel was evaluated by comparing the FilmArray ME Panel test result for each
member of the panel with the appropriate comparator/reference methods shown in the table below.

Table 8. Comparator Methods for FilmArray ME Panel Clinical Evaluation
FilmArray Analyte Comparator Method Comparator Test Location
E. coli K1

H. influenzae

L. monocytogenes

— CSF bacterial culture Source Laboratory
N. meningitidis

S. agalactiae

S. pneumoniae
CMV

EV

HSV-1

HSV-2 Two PCR assays with
bi-directional BioFire Laboratory
HHv-6 sequencing?

HPeV

vzv

C. neoformans/gattii
2 All assays targeted different nucleic acid sequences than those identified by the FilmArray ME Panel.

A total of 1560 specimens were evaluated in this study. Clinical sensitivity or positive percent agreement (PPA) was
calculated as 100% x (TP / (TP + FN)). True positive (TP) indicates that both the FilmArray ME Panel and
reference/comparator method had a positive result for the specific analyte, and false negative (FN) indicates that the
FilmArray result was negative while the comparator result was positive. Specificity or negative percent agreement (NPA)
was calculated as 100% x (TN / (TN + FP)). True negative (TN) indicates that both the FiimArray ME Panel and the
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reference/comparator method had negative results, and a false positive (FP) indicates that the FilmArray ME Panel result
was positive but the comparator result was negative. The two-sided 95% confidence intervals were calculated.

Table 9. FilmArray ME Prospective Clinical Performance Summary?

Sensitivity Specificity
Analyte (compared to culture) (compared to culture)
TP{,‘;;’ b | % | 95% CI TN/(TN + FP) I % | 95% CI
Bacteria

Fresh 17 100 - 1014/1014 100 99.6-100

E. coli K1 Frozen 17 100 - 543/544 99.8 99.0-100
Overall 2/2 100 34.2-100 1557/1558°< 99.9 99.6-100

Fresh 17 100 - 1013/1014 99.9 99.4-100

H. influenzae Frozen 0/0 - - 545/545 100 99.3-100
Overall 11 100 - 1558/1559¢ 99.9 99.6-100

Fresh 0/0 - - 1015/1015 100 99.6-100

L. monocytogenes Frozen 0/0 - - 545/545 100 99.3-100
Overall 0/0 - - 1560/1560 100 99.8-100

Fresh 0/0 - - 1015/1015 100 99.6-100

N. meningitidis Frozen 0/0 - - 545/545 100 99.3-100
Overall 0/0 - - 1560/1560 100 99.8-100

Fresh 01 0.0 - 1013/1014 99.9 99.4-100

S. agalactiae Frozen 0/0 - - 545/545 100 99.3-100
Overall 0/1¢ 0.0 - 1558/1559° 99.9 99.6-100
Fresh 22 100 34.2-100 1008/1013 99.5 98.8-99.8
S. pneumoniae Frozen 212 100 34.2-100 536/543 98.7 97.4-99.4
Overall 4/4 100 51.0-100 1544/1556" 99.2 98.7-99.6

Positive Percent Agreement Negative Percent Agreement
(compared to PCR with bi-directional (compared to PCR with bi-directional
Analyte q ing) seq ing)
TPL‘;;’ * | % | 95%Cl | TN/TN + FP) | % | 95% Cl
Viruses

Fresh 2/2 100 34.2-100 1010/1013 99.7 99.1-99.9

CMV Frozen 17 100 20.7-100 544/544 100 99.3-100
Overall 3/3 100 43.9-100 1554/1557° 99.8 99.4-99.9
Fresh 43/44 97.7 88.2-99.6 965/971 99.4 98.7-99.7

EV Frozen 12 50.0 - 542/543 99.8 99.0-100
Overall 44/46" 95.7 85.5-98.8 1507/1514" 99.5 99.0-99.8

Fresh 17 100 - 1013/1014 99.9 99.4-100

HSV-1 Frozen 17 100 - 543/544 99.8 99.0-100
Overall 2/2 100 34.2-100 1556/1558' 99.9 99.5-100

Fresh 6/6 100 61.0-100 1008/1009 99.9 99.4-100

HSV-2 Frozen 4/4 100 51.0-100 540/541 99.8 99.0-100
Overall 10/10 100 72.2-100 1548/1550 99.9 99.5-100
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Fresh 13/15 86.7 62.1-96.3 997/1000 99.7 99.1-99.9
HHV-6 Frozen 5/6 83.3 43.6-97.0 535/536 99.8 99.0-100
Overall 18/21% 85.7 65.4-95.0 1532/1536% 99.7 99.3-99.9
Fresh 9/9 100 70.1-100 1003/1006 99.7 99.1-99.9
HPeV Frozen 0/0 - - 545/545 100 99.3-100
Overall 99 100 70.1-100 1548/1551' 99.8 99.4-99.9
Fresh 313 100 43.9-100 1010/1012 99.8 99.3-99.9
vzv Frozen 1M 100 - 543/544 99.8 99.0-100
Overall 4/4 100 51.0-100 1553/1556™ 99.8 99.4-99.9
Yeast
Fresh 0/0 - - 1015/1015 100 99.6-100
C. neoformans/gattii | Frozen 1 100 - 540/544 99.3 98.1-99.7
Overall 171 100 - 1555/1559" 99.7 99.3-99.9

The performance measures of sensitivity and specificity only refer to bacterial analytes for which the gold-standard of CSF bacterial
culture was used as the reference method. Performance measures of Positive Percent Agreement and Negative Percent Agreement
refer to all other analytes, for which PCR/sequencing assays were used as comparator methods.

The FP specimen was negative for E. coli K1 when tested using an independent PCR assay (targeting a nucleic acid region distinct
from that identified by the FilmArray ME Panel). Meningitis was clinically excluded in this patient.

An additional infant presented with CSF pleocytosis (WBC 3738) and E. coli bacteremia. CSF cultures and FilmArray ME panel
were negative, but no information regarding pre-treatment with antibiotics was available, and the patient was clinically diagnosed
with meningitis.

H. influenzae was detected in the single FP specimen using an independent PCR assay and was also observed via Gram stain; the
subject from whom this specimen was collected received a physician diagnosis of gram-negative bacterial meningitis.

The laboratory reported that S. agalactiae was present at a very low level (two colonies) for the FN specimen. The FP specimen
was negative for S. agalactiae when tested using an independent PCR assay.

S. pneumoniae was detected in 5/12 FP specimens using an independent PCR assay; additional information regarding seven
unconfirmed FP specimens is detailed below in Table 10.

CMV was detected in 1/3 FP specimens using an independent PCR assay.

EV was detected in 2/2 FN specimens using an independent PCR assay; one specimen was positive upon FilmArray ME retest. EV
was detected in 5/7 FP specimens using an independent PCR assay.

Both FP specimens were negative for HSV-1 when tested using an independent PCR assay.

HSV-2 was detected in 1/2 FP specimens using an independent PCR assay; the subject from whom this specimen was collected
received a physician diagnosis of HSV meningitis.

HHV-6 was detected in 2/3 FN and 1/4 FP specimens using an independent PCR assay.

HPeV was detected in 1/3 FP specimens using an independent PCR assay; the subject from whom this specimen was collected
received a physician diagnosis of HPeV meningitis. Both of the subjects from whom the remaining two specimens were collected
received a diagnosis of HPeV infection following detection of HPeV in the blood.

VZV was detected in 1/3 FP specimens using an independent PCR assay; the subject from whom this specimen was collected
received a physician diagnosis of herpes zoster. Of the remaining two specimens with FP results, one was collected from a subject
who was diagnosed with herpes zoster oticus.

C. neoformans/gattii was detected in 2/4 FP specimens using a commercially available antigen test. One FP specimen was positive
by standard culture. Additional information regarding FilmArray ME Panel performance with respect to cryptococcal antigen testing
is detailed below.

o

o
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o
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Of 12 false positive S. pneumoniae, seven could not be confirmed using an independent PCR assay. A review of subject
medical data was conducted for the subjects from whom these specimens were collected and is summarized below in
Table 10. None of the subjects had evidence of bacterial meningitis/encephalitis. The cause of these false positives was
not determined.
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Table 10. Clinical Characteristics of Subjects with Unconfirmed False Positive S. pneumoniae Results

Subject CSF FilmArra; Comparator Culture/ q q . i
agje WBC Result i Inve';tigation PCR? Dl R I el e
<2 mo 3 Pos Neg/Neg Infection, non-CNS (S. agalactiae urine culture)
65+ 2 Pos Neg/Neg Unable to obtain
2-17 0 Pos Neg/Neg Infection, non-CNS (folliculitis)
<2 mo 3 Pos Neg/Neg Infection, non-CNS (Parainfluenza virus)
18-34 1 Pos Neg/Neg CNS disease, non-infectious (epilepsy)
35-64 1 Pos Neg/Neg Infection, non-CNS (Hep B), multiple myeloma
18-34 1 Pos Neg/Neg Infection, non-CNS (Bells’ Palsy)

2 This PCR is the same as that described in footnote f of Table 9.

The comparator method use to evaluate FilmArray ME Panel C. neoformans/gattii performance was PCR with bi-
directional sequencing. FilmArray Panel performance for detection of Cryptococcus was also calculated in comparison to
specific testing for Cryptococcus that was performed by the laboratory based upon clinician test requests for a subset of
subjects. For data that were available, FilmArray ME Panel performance is shown in Table 11 relative to cryptococcal
antigen testing (N=196), standard culture (N=1560), and fungal culture (N=23). Notably, seven out of eight CrAg-positive
specimens were discordant with FilmArray ME Panel results. All seven of these specimens were negative for
Cryptococcus when tested with both PCR comparator assays. Medical chart review indicated that each subject was on
antifungal therapy for treatment of cryptococcal meningitis or cryptococcosis at the time of specimen collection and/or had
prior history of Cryptococcus infection. Therefore, positive antigen results for these patients in the absence of PCR and
culture-based organism detection are likely due to antigen persistence rather than the presence of live organism.

Table 11. FilmArray ME Panel C. neoformans/gattii assay performance relative to other comparator methods

Cryptococcus test comparator Positive Percent Agreement Negative Percent Agreement
method TP/(TP + FN) % 95% CI TN/(TN + FP) % 95% Cl
Cryptococcal Antigen 1/82 125 2.2-471 187/188° 99.5 | 97.0-99.5
Standard Culture 2/3¢ 66.7 20.8-93.9 1554/1557¢ 99.8 | 99.4-99.9
Fungal Culture 0/0 - - 22/23¢ 95.7 79.0-99.2

2 Seven specimens were positive by CrAg testing performed at the clinical site, but were negative by standard of care culture,
FilmArray ME Panel, and two comparator assays. All seven subjects from whom these specimens were collected received antifungal
therapy prior to LP and/or had prior history of Cryptococcus infection. The eighth specimen was positive by CrAg, FilmArray ME
Panel, and standard culture.

b Cryptococcus was detected in the single FP specimen using a CrAg testing kit at BioFire.

The single FN specimen was also positive by standard culture, but negative by the FilmArray ME Panel and two comparator assays.

The laboratory reported that only one colony was recovered.

4 Cryptococcus was detected in 1/3 FP specimens using CrAg testing kits at BioFire (this is the same FP described in footnote b).

¢ The single FP specimen was negative by standard of care culture, CrAg testing performed at the clinical site, and negative by two
comparator assays, but was positive by CrAg testing performed at BioFire (this is the same FP described in footnote b).

The FilmArray ME Panel reported a total of 5 specimens with discernible multiple organism detections (0.3% of all
specimens, 5/1560; and 3.7% of positive specimens, 5/136. Each multi-analyte detection contained two organisms, at
least one of which was not detected by the reference/comparator method (i.e., each specimen contained at least one false
positive result).
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Table 12. Co-detection Combinations as Determined by the FilmArray ME Panel

Co.detection Nurborer Discrepant Analytes
Combination Specimens ]
s FilmArray only)
CMV + S. pneumoniae 1 CMV
EV + HPeV 1 EV
HSV-1 + HHV-6 1 HSV-1
HSV-2 + S. agalactiae 1 S. agalactiae
S. pneumoniae + VZV 1 S. pneumoniae, VZV

The overall FilmArray ME Panel test success rate on the initial test of these specimens was 98.9% (1560/1577); 17 tests
were unsuccessful (11 due to incomplete tests and six due to control failures). No pouch leaks were observed.

Testing of Preselected Archived Specimens

Several analytes were either not encountered or had a low prevalence in the prospective clinical study. To supplement the
results of the prospective clinical study, an evaluation of 235 preselected archived specimens (of which 25 were negative)
was performed. These specimens were archived clinical specimens that were selected because they had previously
tested positive for one of the following analytes: Cryptococcus, CMV, E. coli, H. influenzae, HSV-1, HSV-2, HHV-6, HPeV,
L. monocytogenes, N. meningitidis, S. agalactiae, S. pneumoniae, and VZV; or had been negative in previous laboratory
testing. Prior to testing with the FilmArray ME Panel, the presence (or absence) of the expected analytes was verified in
each specimen using a confirmatory molecular test (e.g. PCR with bi-directional sequencing) Out of the 210 positives, the
historical result was confirmed by the comparator method for 150 (150/210; 71.4%); only confirmed analytes were used in
calculations of PPA, but all specimens were used for NPA analyses as presented in Table 15.

The specimens were organized into “test panels” and randomized such that the users performing the FilmArray ME Panel
testing were blinded as to the expected test result. A summary of the available demographic information of the tested
samples is provided in Table 13 and the results of the FilmArray ME testing are presented in Table 14.

Table 13. Demographic Summary

Preselected Archived Specimens
Total Specimens 235
Sex Number of Specimens (%)
Male 70 (30%)
Female 90 (38%)
Unknown 75 (32%)
Age Group Number of Specimens (%)
<2 mo 5 (2%)
2-23 mo 19 (8%)
2-17 yrs. 19 (8%)
18-34 yrs. 33 (14%)
35-64 yrs. 65 (28%)
65+ yrs. 26 (11%)
Unknown 68 (29%)
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Table 14. FilmArray ME Panel Archived Specimen Performance Data Summary

Abaite Positive Percent Agreement Negative Percent Agreement
TPATP+FN) | % | 95%Cl | TN(TN+FP) | % [ 95%cCI
Bacteria
E. coli K1 212 100 | 34.2-100 35/35 100 | 90.1-100
H. influenzae 3 100 | 43.9-100 39/39 100 | 91-100
L. monocytogenes mnm 100 - 41/41 100 91.4-100
N. meningitidis mn 100 | 64.6-100 34134 100 | 89.8-100
S. agalactiae 2 100 | 34.2-100 40/40 100 | 91.2-100
S. pneumoniae 1717 100 81.6-100 21/21 100 84.5-100
Viruses
cmMv 78 875 | 529978 181/181 100 | 97.9-100
HSV-1 16/16 100 | 80.6-100 156/157 994 | 96.5-99.9
HSV-2 33134 971 | 851995 136/136 100 | 97.3-100
HHV-6 1216 750 | 50.5-89.8 168/168 100 | 97.8-100
HPeV 213 667 | 20.8-93.9 187/187 100 | 98.0-100
vzv 22122 100 | 85.1-100 162/164 988 | 957-99.7
Yeast
C. neoformans/gatii 19M19° [ 100 | 83.2-100 171171 | 100 | 97.8-100

a Two specimens were sequenced and identified as HHV-6A while 14 were HHV-6B. Of the four FilmArray FN specimens, one
was sequenced and identified as HHV-6A and the remaining three FN specimens were identified as HHV-6B. The resulting
PPA was 50% (1/2); 95% CI 9.5 — 90.5% and 79% (11/14); 95% C| 52.4 — 92.4% for HHV-6A and HHV-6B, respectively.

b One specimen was sequenced and identified as C. gattii and 18 were C. neoformans.

Testing of Contrived Specimens

Several analytes, such as Haemophilus influenzae, were not detected in sufficient numbers in both prospective and
archived testing efforts to demonstrate system performance. To supplement the prospective and archived data, an
evaluation of contrived specimens was performed. Surrogate specimens were prepared using residual specimens that
had previously tested negative for all ME panel analytes by FilmArray and comparator methods. For each analyte, at least
25 specimens were spiked at 2 x LoD and the remaining were spiked at four additional concentrations spanning the
clinically relevant range using at least five different quantified strains for each organism. Specimens were prepared and
randomized along with negative (unspiked) specimens such that the analyte status of each contrived specimen was
blinded to the users analyzing the specimens. Contrived specimens were frozen, then distributed to prospective clinical

study sites for testing. The results of the FilmArray testing are presented in Table 15.

Table 15. FilmArray ME Panel Performance Using Contrived Specimens

PPA NPA
Analyte
TP/(TP + FN) % 95% ClI TN/(TN + FP) % 95% CI
E. coli K1 47/492 95.9 86.3-98.9 245/245 100 98.5-100
H. influenzae 50/50 100 92.9-100 243/244 99.5 97.7-99.9
L. monocytogenes 50/50 100 92.9-100 2447244 100 98.5-100
N. meningitidis 75175 100 95.1-100 219/219 100 98.3-100
S. agalactiae 48/50° 96.0 86.5-98.9 244/244 100 98.5-100
cmMv 47/49¢ 95.9 86.3-98.9 245/245 100 98.5-100
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PPA NPA
Analyte
TP/(TP + FN) % 95% CI TN/(TN + FP) % 95% ClI
HHV-6 50/50 100 92.9-100 243/244 99.5 97.7-99.9
HPeV 50/50 100 92.9-100 244/244 100 98.5-100

2 One E coli K1 false negative was observed at 2 x LoD and one E coli K1 false negative was observed at 0.2 x LoD.
b Both S. agalactiae false negatives were observed at 0.2 x LoD.
¢ Both CMV false negatives were observed at 0.2 x LoD.

FilmArray 2.0 Clinical Comparison

To demonstrate that performance of the FilmArray ME Panel when used with FilmArray 2.0 is equivalent to FilmArray, a

combination of residual, de-identified CSF specimens and contrived CSF specimens covering all 14 analytes on the
FilmArray ME Panel were evaluated. A total of 149 specimens were tested consisting of 21 clinical specimens and 128
contrived specimens. Each analyte was represented a minimum of five times in the specimen set. All specimens were
evaluated on both systems. The results of the FilmArray testing are presented in Table 16 (FilmArray 2.0 results are
represented in the numerator and FilmArray results are the denominator).

Table 16. Clinical Performance Comparison Summary of FilmArray ME Panel When Tested on FilmArray 2.0 (FA2.0) and FilmArray (FA)

Analyte Positive Percent Agreement Negative Percent Agreement
FA2.0/FA % | 9s%cl FA20FA | % | 95%cCl
Bacteria

Clinical 0/0 - - 217121 100% 84.5-100%

E. coli K1 Contrived 5/6 83.3% 43.7-97.0% 122/122 100% 97.0-100%
Overall 5/6 83.3% 43.7-97.0% 143/143 100% 97.4-100%

Clinical 0/0 - - 21/21 100% 84.5-100%

H. influenzae Contrived 10/10 100% 72.3-100% 118/118 100% | 96.9-100%
Overall 10/10 100% 72.3-100% 139/139 100% 97.3-100%

Clinical 0/0 - - 21/21 100% 84.5-100%

L. monocytogenes Contrived 5/5 100% 56.6-100% 123/123 100% 97.0-100%
Overall 5/5 100% 56.6-100% 144/144 100% 97.4-100%

Clinical 0/0 - - 21/21 100% 84.5-100%

N. meningitidis Contrived 11/11 100% 74.1-100% 117117 100% 96.8-100%
Overall 11/11 100% 74.1-100% 138/138 100% 97.3-100%

Clinical 7 100% 20.7-100% 20/20 100% 83.9-100%

S. agalactiae Contrived 5/5 100% 56.6-100% 123/123 100% 97.0-100%
Overall 6/6 100% 61.0-100% 143/143 100% 97.4-100%

Clinical 7 100% 20.7-100% 20/20 100% 83.9-100%

S. pneumoniae Contrived 6/7 85.7% 48.7-97.4% 120/121 99.2% 95.5-99.9%
Overall 718 87.5% 52.9-97.8% 1401141 99.3% 96.1-99.9%

Viruses

Clinical 7 100% 20.7-100% 20/20 100% 83.9-100%

CMV Contrived 5/5 100% 56.6-100% 123/123 100% 97.0-100%
Overall 6/6 100% 61.0-100% 143/143 100% 97.4-100%

Clinical 17 100% 20.7-100% 20/20 100% 83.9-100%

EV Contrived 1112 91.7% 64.6-98.5% 114/116 98.3% 93.9-99.5%
Overall 12/13 92.3% 66.7-98.6% 134/136 98.5% 94.8-99.6%
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Clinical 313 100% 43.9-100% 18/18 100% 82.4-100%
HSV-1 Contrived 313 100% 43.9-100% 125/125 100% 97.0-100%
Overall 6/6 100% 61.0-100% 143/143 100% 97.4-100%
Clinical 22 100% 34.2-100% 19119 100% 83.2-100%
HSV-2 Contrived 3/3 100% 43.9-100% 125/125 100% 97.0-100%
Overall 5/5 100% 56.6-100% 144/144 100% 97.4-100%
Clinical 3/3 100% 43.9-100% 18/18 100% 82.4-100%
HHV-6 Contrived 9/9 100% 70.1-100% 117/119 98.3% 94.1-99.5%
Overall 12/12 100% 75.8-100% 135/137 98.5% 94.8-99.6%
Clinical 0/0 - - 21121 100% 84.5-100%
HPeV Contrived 8/8 100% 67.6-100% 120/120 100% 96.9-100%
Overall 8/8 100% 67.6-100% 1411141 100% 97.4-100%
Clinical 313 100% 43.9-100 18/18 100% 82.4-100%
vzv Contrived 4/4 100% 51.0-100% 124/124 100% 97.0-100%
Overall 717 100% 64.6-100% 142/142 100% 97.4-100%

Yeast
Clinical 2/2 100% 34.2-100% 19/19 100% 83.2-100%
C. neoformans/gattii | Contrived 15/15 100% 79.6-100% 112/113 99.1% 95.2-99.9%
Overall 17117 100% 81.6-100% {8il/132; 99.2% 95.8-99.9%
Overall Agreement 117/120 97.5% 92.9-99.2% 1960/1966 99.7% 99.3-99.9%

The FilmArray ME Panel demonstrated 100% concordance for 18 individual clinical specimens. Additionally, 100%
concordance was also observed for nine out of 14 analytes when evaluating contrived specimens. Occasional discrepant
results were observed; this was likely due to differential detection resulting from spiking near the LoD or unexpected
detection of low-level (sub-LoD) analyte present as background in the clinical matrix that had been originally characterized
as negative. Overall PPA for clinical and contrived specimens combined was 97.5% with the lower bound of the two-sided
95% confidence interval (95% CI) at 92.9%, and overall NPA was 99.7% with the lower bound of the two-sided 95% CI at
99.3%

Limit of Detection

The limit of detection (LoD) for FilmArray ME Panel analytes was estimated by testing dilutions of contrived samples
containing known concentrations of one to five organisms (bacteria, viruses, and yeast). Confirmation of LoD was
achieved by testing 20 replicates of a contrived sample containing analytes at their estimated LoD concentration. LoD was
confirmed when the organism was detected in at least 19 of the 20 replicates tested (19/20 = 95%).

The confirmed LoD for each FilmArray ME Panel analyte is listed in Table 17. Detection in at least 95% of replicates at
this LoD concentration has been demonstrated for each analyte on FilmArray, FilmArray 2.0 and FilmArray Torch
systems. For bacteria and yeast, LoD is provided in units of CFU/mL or cells/mL and for most viruses, LoD is provided in
infectious units (tissue culture infectious dose or TCIDso/mL). For some viruses and bacteria, LoD is (also) listed in nucleic
acid copies/mL determined by molecular quantification with a quantitative real-time PCR assay.

NOTE: CFU/mL is a measure of viable cells and may be an underestimate of the amount of genetic material contained in
the sample, especially for fastidious bacteria (e.g. N. meningitidis and S. pneumoniae). Similarly, molecular quantification
is subject to the efficiency of the assay and characterization of the standard template used to determine copies/mL.
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Table 17. Limit of Detection (LoD) for FilmArray ME Panel Analytes

ME Panel Test Detection at LoD
Result Species/Isolate Tested LoD Concentration Concentration?
BACTERIA
. E. coli K1, strain C5 [Bort]; type O18ac:K1:H7 3 20/20
E. coli K1 ATCC 700973 1x10% CFU/mL 100%
H. influenzae, strain AMC 36-A-1 [572] 20/20
H. influenzae type b, biotype | 1x10% CFU/mL 100%
ATCC 10211
L. monocytogenes, strain 1071/53, type 4b 3 20/20
L. monocytogenes ATCC 13932 1x10° CFU/mL 100%
e N. meningitidis, strain M-1574 [199/\W135] 100 CFU/mL 19/20
W G ATCC 43744 (~1.80%103 copies/mL) 95%
. S. agalactiae, type strain, G19, group B 3 20/20
S. agalactiae ATCC 13813 1x10° CFU/mL 100%
. S. pneumoniae, strain SV 1, serotype 1 100 cells/mL 19/20
S ATCC 33400 (~1.50x10° copies/mL) 95%
VIRUSES
cMVE CMYV, strain AD-169 100 TCIDso/mL 20/20
Zeptometrix 0810003CF (4.30x10° copies/mL) 100%
Coxsackievirus A6, species A, strain Gdula 20/20
ATCC VR-1801 S0H1 s/l 100%
Coxsackievirus A9, species B 20/20
EV Zeptometrix 0810017CF 5 TCIDso/mL 100%
(Species A-D) Coxsackievirus A17, species C, strain G-12 20/20
ATCC VR-1023 8 T/l 100%
EV 70, species D, strain J670/71 20/20
ATCC VR-836 RALTE stk 100%
HSV-1 HSV-1, strain MaclIntyre 250 TCIDso/mL 20/20
Zeptometrix 0810005CF (1.51x108 copies/mL) 100%
HSV-2 HSV-2, strain MS 50 TCIDso/mL 20/20
Zeptometrix 0810006CF (1.29x108 copies/mL) 100%
HHV-6A, strain U1102 — 19/20
S NCPV 0003121v J51eppiesim 95%
HHV-6B, strain HST 1%10¢ copies/mL 19/20
NCPV 0006111v copies 95%
HPeV, type 3 19/20
HEeY, Zeptometrix 0810147CF 50077CIDso/mL. 95%
vzv VZV, strain Ellen 0.10 TCIDso/mL 20/20
Zeptometrix 0810171CF (1.66x10° copies/mL) 100%
YEAST

C. neoformans var. grubii, type strain, H99 20/20
[H99JP, NYSD 1649] 100 CFU/mL 100%

C. neoformans/gattii | ATCC 208821
C. gattii, strain ABMR38, AFLP6C, VGlic 20/20
ATCC MYA-4877 JEREIE 100%

2 Detection data are from LoD confirmation testing performed on the FilmArray system.

b A dilution series of the World Health Organization (WHO) CMV International Standard (NIBSC 09/162) was also tested on FilmArray

and FilmArray 2.0 systems. CMV was detected in 100% of replicates (10/10) at a concentration as low as 5.0x10°% IU/mL (IU =

International Units).
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Analytical Reactivity (Inclusivity)

The analytical reactivity (inclusivity) of the FilmArray ME Panel was evaluated with a collection of 96 isolates that
represent the diversity of the FilmArray ME Panel analytes. Isolates were selected to represent relevant species,
subspecies, or serotypes. Isolates were initially tested at concentrations near (1-3x) the limit of detection (LoD), and all 98
isolates were detected by the FilmArray ME Panel at concentrations within 10x LoD. When possible, in silico analysis of
sequence data was used to make predictions of assay reactivity for less common strains or serotypes that were not tested
but that may be detected by the FilmArray ME Panel.

A summary of ME Panel reactivity based on empirical data with notes about reactivity predictions based on in silico
analysis is provided in Table 18 and all isolates tested are listed in Tables 19-20. No limitations on FilmArray ME Panel
reactivity were identified.

Table 18. Summary of FilmArray ME Panel Analytical Reactivity (Inclusivity)

WmArray ME Panel | # of Isolates Tested Concentration
Test Result and Detected Detected Isolates Tested and Detected
Bacteria
E. coli K1 5 1,000 - 3,000 CFU/mL E. coli strains of the K1 serotype only
z F Non-typeable and typeable (types a-f) strains
H. influenzae 9 1,000 - 3,000 CFU/mL of H. influenzae
Types 1/2a, 1/2b, and 4b of L.
L. monocytogenes 6 1,000 - 3,000 CFU/mL monocytogenes®
Encapsulated N. meningitis (serotypes W135,
N. meningitidis 7 100 - 300 CFU/mL A, B, C, D, Y and DNA from a strains with a
variant ctrA gene)
5 R Multiple serotypes or isolates of S. agalactiae
S. agalactiae 5 1,000 - 3,000 CFU/mL (Group B Streptococcus)
S. pneumoniae 6 100 - 300 cells/mL Multiple serotypes of S. pneumoniae
Viruses
100 - 300 TCIDso/mL s : 2
CMV 5 (4.3x10° - 1.3x10¢ copies/mL) Multiple strains of Cytomegalovirus (CMV).
Representative isolates from all species (A-D)
EV 18 5 - 50 TCIDso/mL and several serotypes of human Enterovirus,
Coxsackievirus, and Echovirus®
HSV-1 5 250 - 750 TCIDso/mL Multiple strains of Herpes simplex virus 1
(1.5%x103 - 4.5x103 copies/mL) | (HSV-1)
HSV-2 5 50 - 150 TCIDso/mL Multiple strains of Herpes simplex virus 2
(1.3x10%- 3.9x103 copies/mL) | (HSV-2)
3 A and B variants of Human herpesvirus 6
4 4
HHV-6 4 1x10%- 3x10¢ copies/mL (HHV-6)
HPeV 6 500 - 5,000 TCIDso/mL Serotypes 1-6 of Human parechovirus (HPeV)®
0.1-0.3 TCIDso/mL
vzv 5 (1.7x10% 5x10° c;;ir:s/mL) Multiple strains of Varicella zoster virus (VZV)
Yeast
10 Multiple strains, serotypes, and genotypes of
C. neoformans/gattii . 100 - 300 CFU/mL Cryptococcus neoformans and Cryptococcus
(5 per species) gatti
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aIn silico analysis of available sequences predicts that the FilmArray ME Panel will react with all currently characterized strains and

serotypes of L. monocytogenes.

b In silico analysis of available sequences predicts that the FilmArray ME Panel will react with all currently characterized serotypes

(>100) of human enteroviruses (including enteroviruses, coxsackieviruses, and echoviruses).

¢Based on sequence analysis, the FilmArray ME Panel is also predicted to react with HPeV serotypes 7 and 8. No sequence data

were available for predicting reactivity with other serotypes.

Table 19. Bacterial Isolates Tested Near (1-3x) LoD and Detected by the FilmArray ME Panel

I Strain/Serotype Information

Isolate Isolate ID Strain/Serotype Information
E. coli K1 S. agalactiae
ATCC 700973 Serotype O18ac:K1:H7 ATCC 13813 Serotype la/c
BEI NR-17666 Serotype 02:K1:H4 ATCC 12403 Serotype Il
BEI NR-17674 Serotype 016:K1:H- ATCC BAA-611 Serotype V
NCTC 9007 Serotype 09:K1:H- Clinical isolate — 2010 | Unknown Serotype
NCTC 9045 Serotype O45:K1:H10 NCTC 8017 Unknown Serotype
H. influenzae N. meningitidis

ATCC 51907 Non-typeable [strain Rd [KW20] | ATCC 43744 Serotype W135
ATCC 11116 Non-typeable, aegyptius ATCC 13077 Serotype A
ATCC 9006 Type a [strain AMC 36-A-3] ATCC 13090 Serotype B
ATCC 31512 Type b [strain Rab] ATCC 13102 Serotype C
ATCC 10211 Type b [biotype 1] ATCC 13113 Serotype D
ATCC 49699 Type c [strain C 9007] ATCC 35561 Serotype Y
ATCC 9008 Type d [strain AMC 36-A-6] ctrA variant strain with variant ctrA gene®
ATCC 8142 Type e [strain AMC 36-A-7]
ATCC 700223 Type f [strain GA-1264]

L. /tog S. pneumoniae
FSL-J2-020 Type 1/2a ATCC 33400 Serotype 1
FSL-C1-056 Type 1/2a ATCC BAA-334 Serotype 4
FSL-J2-064 Type 1/2b ATCC BAA-341 Serotype 5
Clinical isolate — 2009 CDPH Type 1/2b NCTC 11900 Serotype 11A
FSL-J1-110 Type 4b ATCC 700672 Serotype 14
ATCC 13932 Type 4b ATCC 700673 Serotype 19A

Table 20. Viral Isolates Tested Near LoD (1-3x) and Detected by the FilmArray ME Panel

Isolate | Strain/Serotype Information Isolate ID | Strain/Serotype Information
CcCMV HSV-1
Zeptometrix 0810003CF strain AD-169 Zeptometrix 0810005CF | Strain Macintyre
ATCC VR-977 strain Towne ATCC VR-733 Strain F
ATCC VR-1590 strain Merlin ATCC VR-260 Strain HF
ATCC VR-807 strain Davis ATCC VR-1493 Strain KOS
NCPV 0302162v strain Toledo ATCC VR-1778 aka ATCC-2011-1
EV HSV-2
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Isolate Strain/Serotype Information Isolate ID Strain/Serotype Information
ATCC VR-1801 Coxsackievirus A6 Zeptometrix 0810006CF | strain MS
ATCC VR-168 Coxsackievirus A10 ATCC VR-734 strain G
NCPV 0812071v Coxsackievirus A16 ATCC VR-1779 aka ATCC-2011-2
NCPV 0812215v Enterovirus 71 NCPV 0406272v strain 131596
Zeptometrix 0810017CF Coxsackievirus A9 NCPV 0104152v Strain HG52
NCPV 0812078v Coxsackievirus B1 HHV-6
NCPV 0812142v Coxsackievirus B2 NCPV 0003121v 6A - strain U1102
Zeptometrix 0810074CF Coxsackievirus B3 NCPV 0006111v 6B - strain HST
Zeptometrix 0810075CF Coxsackievirus B4 ATCC VR-1480 6B - strain SF
Zeptometrix 0810019CF Coxsackievirus BS Zeptometrix 0810072CF | 6B - strain Z29
Zeptometrix 0810076CF Echovirus 6 HPeV
Zeptometrix 0810077CF Echovirus 9 Zeptometrix 0810145CF | Serotype 1
NCPV 0901047v Echovirus 18 Zeptometrix 0810146CF | Serotype 2
ATCC VR-1023 Coxsackievirus A17 Zeptometrix 0810147CF | Serotype 3
ATCC VR-850 Coxsackievirus A21 Zeptometrix 0810148CF | Serotype 4
ATCC VR-583 Coxsackievirus A24 Zeptometrix 0810149CF | Serotype 52
ATCC VR-836 Enterovirus 70 Zeptometrix 0810150CF | serotype 6
Zeptometrix 0810237CF g}(‘: o) &) vzv
Zeptometrix 0810171CF | Ejlen (aka ATCC VR-1367)
Zeptometrix 0810172CF | |solate A
Zeptometrix 0810173CF | Isolate B
Zeptometrix 0810168 CF | Strain 275
ATCC VR-916 Webster

a Detected at a concentration of 5,000 TCIDso/mL (10x LoD). All other serotypes tested were detected at 500-1,500 TCIDso/mL

(1-3x LoD).

Table 21. Yeast Isolates Tested Near (1-3%) LoD and Detected by the FilmArray ME Panel

type strain of var. grubii

C. neoformans C. gattii
Unknown serotype Serotype B
ATCC 32045 type strain, CBS 132 ATCC MYA4560 | &t ain WM179, type VGI
ATCC 208821 Serotypeii, strainH99 ATCC MYA-4094 | Serotype B

strain R272, type VGlIb

ATCC MYA-4567

strain WM629, type VNIV

ATCC MYA-4563

8 Serotype A Unknown serotype
ATCC MYA-4564 strain WM148, type VNI ATCC MYA4BTT | Girain R38. type VGIic
Serotype AD Serotype B
ATCE MYA-560 strain WM628, type VNIl ATCC MYA-4562 | irain WM161, type VGIII
Serotype D Serotype C

strain WM779, type VGIV

Analytical Specificity (Cross-Reactivity and Exclusivity)
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The potential for non-specific amplification and detection by the FilmArray ME Panel assays (cross-reactivity) was
evaluated by testing high concentrations of on-panel (identified by the ME Panel assays) and off-panel (not intended to be
identified by the ME Panel assays) organisms.

A total of 19 on-panel organisms (see Table 17 in the Limit of Detection section) and 107 off-panel organisms (see below)
were tested, with additional in silico analysis to identify potential cross-reacting sequences or organisms. Off-panel
organisms were selected for testing based on a combination of several factors including (1) relatedness to the species
detected by the ME Panel (near-neighbors), (2) clinical relevance, (3) likelihood of being present in CSF and (4) genetic
similarity to ME Panel assay primers, as determined by in silico analyses.

Prior to testing, in silico analysis indicated that the FilmArray ME Panel Haemophilus influenzae assay(s) may cross-react
with Haemophilus haemolyticus and that the FilmArray ME Panel Enterovirus assay may detect many serotypes of closely
related human Rhinoviruses. Both H. haemolyticus and rhinoviruses are found in the upper respiratory tract but are rarely
isolated from CSF.

Table 22 lists the off-panel bacteria, viruses, fungi, and protists that were tested with the FilmArray ME Panel. All
organisms were tested at the highest concentration possible based on the concentration of the culture (typically 21.0x10°
CFU/mL for bacteria, 21.0x10% units/mL for viruses, and 2 1.0x10° cells/mL for fungi and protists). The cross-reactivity
with H. haemolyticus and Rhinoviruses predicted by in silico analysis was confirmed by testing and cross-reactivity was
also observed with Cryptococcus amylolentus, a near-neighbor to Cryptococcus neoformans that does not infect humans.
No other cross-reactivity was predicted or observed.

NOTE: Precautions should be taken when handling CSF specimens to avoid contamination with potentially cross-reactive
commensal or pathogenic organisms of the respiratory tract.

Table 22. Off-Panel Organisms Tested by the FilmArray ME Panel (cross-reactive organisms are in bold)

Gram-positive Bacteria Gram-negative Bacteria Viruses
Bacillus cereus Citrobacter freundii Adenovirus A12 Parainfluenza virus 2
Bacillus subtilis Citrobacter koseri Adenovirus B35 Parainfluenza virus 3
Corynebacterium striatum Cronobacter sakazakii Adenovirus C2 Parainfluenza virus 4

Corynebacterium urealyticus

Enterobacter aerogenes

Adenovirus D20

Parvovirus B19

Listeria ivanovii

Enterobacter cloacae

Adenovirus E4

Respiratory Syncytial Virus

Listeria innocua

Escherichia coli (non-K1)

Adenovirus F41

Rotavirus

Mycobacterium tuberculosis

Escherichia fergusonii

BK polyoma virus

Rubella Virus

Proprionibacterium acnes

Escherichia hermanii

Coronavirus 229E

St. Louis Encephalitis Virus

Staphylococcus aureus

Escherichia vulneris

Coronavirus NL63

West Nile Virus

Staphylococcus capitis

Haemophilus ducreyi

Coronavirus OC43

Fungi

Staphylococcus epidermidis

Haemophilus haemolyticus?®

Dengue virus (Type 2)

Aspergillus fumigatus

Staphylococcus haemolyticus

Haemophilus parahaemolyticus

Epstein-Barr Virus

Candida albicans

Staphylococcus hominis

Haemophilus parainfluenzae

Hepatitis B virus (HBV)

Candida krusei

Staphylococcus lugdunensis

Klebsiella pneumoniae

Hepatitis C virus (HCV)

Candida parapsilosis

Staphylococcus saprophyticus

Morganella morganii

Candida tropicalis

Neisseria meningitidis

Streptococcus anginosus (Unencapsulated) Human herpesvirus 8 Cryptococcus albidus
: > ; Human Immunodeficiency Cryptococcus
Streptococcus bovis Neisseria gonorrhoeae Virus amylolentus®

Streptococcus dysgalactiae

Neisseria lactamica

Human Rhinovirus A1°

Cryptococcus laurentii

Streptococcus intermedius

Neisseria mucosa

Human Rhinovirus A16°

Cryptococcus uniguttulatus
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Gram-positive Bacteria

Gram-negative Bacteria

Viruses

Streptococcus mitis (tigurinus)

Neisseria sicca

Human Rhinovirus B3

Filobasidium capsuligenum

Streptococcus mutans

Pantoea agglomerans

Human Rhinovirus B83°

Streptococcus oralis

Proteus mirabilis

Influenza A H1N1

Pathogenic Protists

Streptococcus pseudopneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Influenza A H1N1-2009

Naeglaria fowleri

Streptococcus pyogenes

Salmonella bongori

Toxoplasma gondii

Streptococcus salivarius

Salmonella enterica

Influenza B

Serratia marcescens
Shigella boydii
Shigella flexneri

Streptococcus sanguinis JC polyoma virus

La Crosse Encephalitis Virus

Measles Virus

Shigella sonnei Mumps Virus

Treponema pallidum

2Detected by the FilmArray ME Panel as Haemophilus influenzae. H. haemolyticus is a commensal bacterium of the upper
respiratory tract, rarely isolated from CSF. Cross-reactivity was observed only at concentrations > 1x10% CFU/mL.

b Detected by the FilmArray ME Panel as Enterovirus. Human Rhinoviruses are respiratory pathogens and rarely isolated from CSF.

¢ Detected by the FilmArray ME Panel as Cryptococcus neoformans/gattii. C. amylolentus is not isolated from humans (normal habitat
is insect frass).

Reproducibility

Multi-center and multi-system reproducibility studies were performed on FilmArray and FilmArray 2.0 to determine the
reproducibility of the FilmArray Meningitis/Encephalitis (VIE) Panel. Reproducibility testing of contrived samples was
performed at three test sites (FilmArray) or at one site on three systems (FilmArray 2.0). The study incorporated a range
of potential variation introduced by site or system, day, operator (at least two per site or system), pouch lot (at least three),
and instrument (at least three per site and six per system). The samples contained various combinations of nine different
ME Panel analytes, each at three different concentrations (Negative, Low Positive, and Moderate Positive). Frozen
samples were tested on five different days for 90 data points per sample on FilmArray and 90 data points per sample on
FilmArray 2.0.

A summary of results (percent (%) agreement with the expected result) for each analyte (by site or system) is provided in
Table 23. The reproducibility of Tm for each positive assay (within site or system) is provided in the Table 24.

The FilmArray ME Panel demonstrated similar reproducibility on FilmArray and FilmArray 2.0 for all analytes with a Tm
standard deviation for each assay of + 0.5°C or less.

NOTE: The reproducibility of the FilmArray ME Panel results on the FilmArray Torch system was also evaluated in a
similar study with equivalent results (agreement with the expected Detected and Not Detected results in 295.6% of
samples tested, with a Tm standard deviation for each assay of + 0.5°C or less).
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Table 23. Reproducibility of the FilmArray ME Panel Test Results on FilmArray and FilmArray 2.0

reement with Ex Result
Test Result FilmArray FilmArray 2.0
Ona C 4 Xpeste All Sites All Systems
esul
il ested (95% System (95%
) siteA | siteB | sitec | 0% | systema | systemB | SV P L
Interval Interval
BACTERIA
ModeratelRcuitive 3030 | 3030 | 30130 20190 3030 30/30 3030 oI90
Sarob; Detected 100% | 100% | 100% 1004 100% 100% 100% 100%,
3x10° CFU/mL (96.0%-100%) (96.0%-100%)
E. coli K1 fowhostice — 3030 | 30530 | 30530 gom0 20130 20/30 20/30 aTioy
(ATCC 700973) S 100% | 100% | 100% | o0 ors | 967% | 967% | e67% | oo antl o
Negative Not 60/60 | 60/60 | 60/60 1501180 60/60 60/60 60/60 1aneg
(No analyte) Detected 100% | 100% | 100% | gg orrone | 100% 100% | 100% | (o duronss)
MedoratelReitive 3030 | 3030 | 3030 P0ISg 3030 30130 30130 2050
3x LoD Detected » " - 100% - 2 100%
3x10° CFUmL 100% | 100% | 100% | (96.0%-100%) | %% 100% | 100% | (96.0%-100%)
H. influenzae oW Rositive e 2030 | 3080 | 3030 o 30130 30130 30130 o
3 i
(ATCC 10211) orcr 067% | 100% | 100% | o, 0a 00 | 100% 100% | 100% | (g e sor)
Negative Not 6060 | 60/60 | 60/60 1301180 60/60 60/60 60/60 1500180
(No analyte) Detected 100% | 100% | 100% | (gg corrope | 100% 100% | 100% | (g duvrones)
Mcdoratelpogitive 2030 | 3030 | 30130 (20 3030 30130 30130 2050
oy Dstecied 96.7% | 100% | 100% o0 100% 100% 100% 1004
3x10° CFU/mL . (94.0%-100%) (96.0%-100%)
L. monocytogenes | 524 Fositive e 3030 | 3030 | 3030 by 30130 3030 30130 e
(ATCC 13932) L L 100% | 100% | 100% | g lirone, | 100% 100% | 100% | o oo
Negative Not 60/60 | 60/60 | 60/60 i) 60/60 60/60 60/60 )
(No analyte) Detected 100% | 100% | 100% | o5 reon | 100% 100% | 100% | oq 1000 00
S30/580 360/360
—— Negative Not 120120 | 120120 | 1201120 100% 120120 | 120120 | 120120 py
: 9/ (No analyte) Detected 100% | 100% | 100% (99.0%- 100% 100% | 100% 10051
o (99.0%-100%)
S. agalactiae e Coaltive | e 2030 | 3030 | 2730 S 2030 3030 20130 S
(ATCC 13813) i 967% | 100% | 900% | gq00Gb, | %67% 100% | 967% | o) mthe
BioFire Diagnostics, LLC FilmArray ME Panel CE IVD Instruction Booklet
_ reement with Ex| Result
Test Result FilmArray FilmArray 2.0
Oraat C oot it All Sites All Systems
esul
Tested . . o (95% System (95%
) sitA | siteB | sitec |  O%% | systema | systems | SY3 L
Interval Interval)
LowRositive 2630 | 3080 | 2730 83190 20130 20130 30130 85/60
flgiLoD Detscted 86.7% | 100% | 90.0% 9225 96.7% 96.7% | 100% 970%
1x10° CFU/mL : : (84.6%-96.8%) : : (92.2%-99.7%)
Negative Not 60/60 | 60/60 | 60/60 1500120 60/60 60/60 60/60 isorie0
(No analyte) Detected 100% | 100% | 100% | g cren | 100% 100% | 100% | (ool ory
e i Negative Not 118120 | 118120 | 118120 | 530" 120120 | 120120 | 1201120 St
(No analyte) Detected 983% | 983% | 983% | (o6 soroe e | 100% 100% | 100% | (g0 droon)
VIRUSES
o Negative Not 120120 | 120120 | 1201120 2eorse 120120 | 120120 | 120120 e
(No analyte) Detected 100% | 100% | 100% | g corcropey | 100% 100% | 100% | (g9 corroon)
ModersiSIEoSIive 3030 | 3080 | 3030 20/90 30130 30130 30130 90/90
EV LoD, Detectsd 100% | 100% | 100% 005% 100% 100% | 100% 100%
15 TCIDso/mL (96.0%-100%) (96.0%-100%)
Coxsackievirus A9 | 1o Positive . 3030 | 3030 | 2830 Spme 3030 3030 30130 ]
(Zeptometrix e 100% | 100% | 933% | o0 f . | 100% 100% | 100% | o0l o)
C31001ICE) 1801180 180/180
Negative Not 60/60 | 60/60 | 60/60 e 60/60 60/60 | 60/60 b
(No analyte) Detected 100% | 100% | 100% | gq corroons | 100% 100% | 100% | (og dnnooss)
e Negative Not 120120 | 1201120 | 1201120 350/360 120120 | 120120 | 12011201 3000
(No analyte) Detected 100% | 100% | 100% | g oicqopey | 100% 100% oo (I s
ModeratslRositivel 300 | 3080 | 3030 90/99 30130 30130 30130 90/90
SalLoD) Detected 100% 100% 100% 003K 100% 100% 100% 003X
150 TCIDso/mL (96.0%-100%) (96.0%-100%)
HSV-2 Low Positive 90/90 89/90
(Zeptometrix 1x LoD Detected e, | ooee | 208 100% o il e 98.9%
0810006CF) 50 TCIDso/mL (96.0%-100%) - (94.0%-100%)
Negative Not 60/60 | 60/60 | 60/60 1o 60/60 60/60 60/60 e
(No analyte) Detected 100% | 100% | 100% | oo %, | 100% 100% | 100% | oo 100 o)
HHVS Negative Not 120120 | 1191120 | 1201120 ] 120120 | 120120 | 120120 2eored
(No analyte) Detected 100% | 902% | 100% | g 20000 | 100% 100% | 100% | (o0 duvrones
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lots. The overall incidence of false S. pneumoniae results observed in all reproducibility testing was <1%.

BioFire Diagnostics, LLC

b C. gattii was tested at concentrations equivalent to 10x and 30x LoD for the

FilmArray ME Panel CE IVD Instruction Booklet

at the intended 1x and 3x LoD concentrations on the FilmArray 2.0 system

Cr

9

Table 24. Reproducibility of Tm (°C) For Select FilmArray ME Panel Assays on the FilmArray and FilmArray 2.0

_ Agreement with Exw Result
Rt . FilmArray FilmArray 2.0
e ; Al Sites All Systems
Tested) Tested Result siteA | siteB | sitec (£ SystemA | SystemB | System (3550
Confidence c Confidence
Interval Interval)
Modsratelcsitive 3030 | 3030 | 30130 20190 3030 30/30 3030 090
SatoD; Detscted 100% | 100% | 100% 005K 100% 100% 100% 1005%)
1.5%10° TCIDso/mL (96.0%-100%) (96.0%-100%)
HPeV Low Positive 89/90 90/90
(Zeptometrix 1x LoD Detected 2, | ioen | ok 98.9% bkt sose ]| o= 100%
0810147CF) 500 TCIDso/mL . (94.0%-100%) (96.0%-100%)
Negative Not 60/60 | 60/60 | 60/60 1‘1’%‘,2" 60/60 60/60 60/60 1?%',2"
(No analyte) Detected 100% | 100% | 100% | g liorors | 100% 100% 100% [
Modoratelicsiie 2030 | 3080 | 30130 20120 3030 30130 2030 89189
SltoD; Detscted 96.7% | 100% | 100% 90 S 100% 100% | 96.7% £
0.3 TCIDso/mL : (94.0%-100%) : (94.0%-100%)
vzv Low Positive 90/90 90/90
(Zeptometrix 1x LoD Detected 00 | om0, | 208 100% kot ool [ r 100%
0810171CF) 0.1 TCIDso/mL (96.0%-100%) (96.0%-100%)
Negative Not 60/60 | 60/60 | 60/60 1500 60/60 60/60 60/60 jaoreg
(No analyte) Detected 100% | 100% | 100% | g lrorone | 100% 100% 100% [
YEAST
Moderate Positive
30x® or 3x LoD
3x10° CFU/mML e 3030 | 3030 | 3030 gome 3030 30130 3030 20000
(FilmArray) 100% | 100% | 100% 100% 100% 100%
(EimAmay) & (96.0%-100%) (96.0%-100%)
C. (FilmArray 2.0)
neoformans/gattii Low Positive
10x® or 1x LoD
C. gattii 1x10% CFUImL Do 3030 | 3080 | 3030 b 30130 30130 28130 e
(ATCC MYA-4877) | (FilmArray) 100% | 100% | 100% 100% 100% | 93.3% &
(Flmarey) (96.0%-100%) (92.2%-99.7%)
(FilmArray 2.0)
Negative Not 60/60 | 60/60 | 60/60 b 60/60 60/60 60/60 Jaoie0
(No analyte) Detected 100% | 100% | 100% | gg liorone | 100% 100% 100% | o5 goiot00%)
2Six false positive S. results were rep The results were observed at all three test sites, in different samples, on different days, and with different pouch

i test result on the FilmArray system, while C. gattii was tested

TR = Mean Tm (°C) (+StDev)
(Organism/isolate Assay Tested DmBuay Ay
Tested) (< LoD) SteA | SiteB | SiteC | AlSites | SystemA | SystemB | systemc | o AU

RNA Process 824 825 820 823 1.7 819 817 818
Control PR 102 03 0.2 0.3 03 0.3 0.3 0.3
765 766 76.1 764 755 757 755 756
keR2 control B2 0.1 103 0.2 0.3 0.3 103 0.3 0.3

BACTERIA
P 2.9 828 826 828 82.1 823 82.1 822
E. coli K1 Eociia +0.1 £0.3 £0.4 03 03 103 03 03
(ATCC 700973) o 83.0 83.1 826 829 822 824 823 823
0.1 0.3 02 £0.3 103 103 03 103
po—— 786 786 782 785 779 779 777 778
o : 0.1 0.4 02 0.4 03 103 0.2 03
S 786 78.7 783 785 780 780 77.9 78.0
H.i 02 0.3 02 +0.3 03 103 03 103
(ATCC 10211) oS 820 819 816 818 810 811 810 810
. ) 0.1 0.4 02 £0.3 02 102 0.2 102
T 820 820 817 819 812 813 812 812
0.1 0.3 02 £0.3 02 102 03 102
o 804 806 802 80.4 80.0 80.1 80.0 800
L. monocytogenes | | +0.2 0.3 0.2 +03 0.4 0.3 0.3 0.3
(ATCC 13932) g — 805 806 80.1 804 80.0 80.1 79.9 80.0
02 0.4 02 0.4 04 103 0.2 03
pw— 820 820 816 819 811 813 812 812
S Jagalactiae 201 0.3 02 £0.3 03 103 02 03
(ATCC 13813) T 82.1 822 817 820 812 814 812 813
0.1 0.3 02 +0.3 03 102 0.2 103

VIRUSES

BV D 9.7 89.7 89.3 896 89.1 893 89.2 89.2
(Coxsackievirus +0.1 0.3 +0.2 +0.3 +0.3 +0.3 +0.3 +0.3
A9) _ EV2 89.7 89.7 893 896 89.1 893 89.2 89.2
gzsﬁ'ggﬂec‘g’; 1zteb 0.1 0.4 02 £0.3 0.3 0.3 0.2 0.3
756 755 751 754 746 748 746 747
A2 Salto 103 103 103 £0.3 103 103 03 103
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Test Result - Mean Tm (°C) (+StDev)
(Organism/lsolate Assay Tested FilmArray FilmArray 2.0
Tested) (x LoD) site A Site B SiteC | AllSites | SystemA | SystemB | Systemc sy:t"e'm "
S 759 76.0 754 757 729 751 729 750
0.2 0.2 0.3 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3
= IFARFAFEL . FAFEARE
9810006CF) L= 22 P 88.9 89.0 885 888 882 885 883 883
0.2 0.3 0.2 0.4 0.3 0.3 0.2 0.3
HPev o0 | 22 | 34 | a2 | sos | s | i3 | sz | i
(oﬁ’gﬂ';eég’; L0Y P 828 829 825 827 823 823 822 823
0.2 0.3 0.2 £03 0.3 0.2 0.3 0.3
T 88.9 89.0 885 888 885 885 88.4 885
i 0.2 0.4 0.2 0.4 0.4 0.2 0.2 0.3
o — 89.0 89.0 885 888 885 885 883 88.4
) 0.2 0.5 0.2 0.4 0.3 0.3 0.2 0.3
0810171CF) o 82.0 82.1 817 819 815 815 814 815
V2V 2 0.1 0.3 0.2 £03 0.3 0.2 0.2 0.2
D 82.1 82.1 817 820 815 815 814 815
0.1 0.4 0.2 £03 0.3 0.2 0.2 0.2
YEAST
30% 82.0 82.0 816 818 812 814 813 813
(FilmArray)
c (F‘:',’,‘"';f:?ay 0.1 03 0.2 +03 03 03 0.3 03
neoformans/gattii | . 2.0)
(C. gattii) o 10% 820 82.1 816 819 813 815 813 814
(ATCC MYA-4877) (FilmArray)
(F:I’,‘T";fr?ay 0.2 0.2 0.2 0.3 0.3 0.4 0.2 0.3
2.0)

2 C. gattii was tested at concentrations equivalent to 10x and 30x LoD for the combined Cryptococcus neoformans/gattii test result on the FilmArray system, while C. gattii was
tested at the intended 1x and 3x LoD concentrations on the FilmArray 2.0 system
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Interference

Potentially interfering substances that could be present in CSF samples or introduced during specimen collection and
testing were evaluated for their effect on FilmArray ME Panel performance. Each substance was added to contrived
samples containing representative ME Panel organisms at concentrations equivalent to approximately 3x LoD. The
concentration of substance added to the samples was equal to or greater than the highest level expected to be in CSF
specimens (based on reference concentrations for normal or meningitis/encephalitis CSF, as indicated in Table 25).

The majority of substances evaluated had no effect on the FilmArray ME Panel control assays or organism test results.
Valid results were obtained and each organism was detected in samples containing relevant and/or elevated levels of
endogenous substances such as lactate, glucose, proteins (£ 15 mg/mL), white blood cells, human genomic DNA, and
blood, in samples added to transport media, and in samples containing ethanol (see Table 25). Interference or damage to
the sample was observed with high levels of protein (albumin >15 mg/mL) or with bleach at a concentration > 0.1% (v/v).

Table 25. Effect of Potentially Interfering Substances on the FilmArray ME Panel

Reference Concentration for CSF Concentration Interference
T Normal Meningitis/Encephalitis Tested Results
40-70 mg/dL®" <70 mg/dL 990 mg/dL
(ei=ees (0.4-0.7 mg/mL) (£0.7 mg/mL)e2 (9.9 mg/mL) N IMEREEEE
10-20 mg/dL®" > 30 mg/dL 220 mg/dL
At (0.1-0.2 mg/mL) (> 0.3 mg/mL)&3 (2.2 mg/mL) NOUREGEEEE
5,000 mg/dL b
(50 mg/mL) Interference
4,000 mg/dL b
45 mg/dL 50-500 mg/dL (40 mg/mL) e EEEs
Protein Total Protein Total Protein 1,500 mg/dL Nollnterforente
[Albumin]? (0.45 mg/mL)®2 (0.5-5.0 mg/mL )82 (15 mg/mL)
500 mg/dL
(5 mg/mL) No Interference
100 mg/dL
(1 mgimL) No Interference
0-8.0 mg/dL N
5 8.0 mg/dL 1000 mg/dL
Immunoglobulin (IgG) (0,0-0.0;34 (> 0.08 mg/mL) (10 mg/mL) No Interference
mg/mL)
White Blood Cells (WBC) 0-20 cells/pL8® 5-5,000 cells/pL®" 10,000 cells/uL No Interference
Human Genomic DNA® <0.068 ng/uL <17 ng/pL 20 ng/uL No Interference
Human Whole Blood® None ¢ 10% (v/v) No Interference
= 200mg/dL
d
Hemoglobin None (2 mgimL) No Interference
Transport Media Concentration Tested Result
Trans-Isolate (T-1) Medium 50% (VvIv) No Interference
Viral Transport Medium
(VTM) 50% (Vv/v) No Interference
Disinfectants Concentration Tested Result
Ethanol 7% (VIV) No Interference
1% (VIV)
[570 ppm chlorine in sample] Interference)s
0.1% (V/v)
Bleach [57 ppm chiorine] No Interference
0.01% (V/v)
[5.7 ppm chlorine] No Interference

aNormal levels for albumin in CSF are between 0.0-0.27 mg/mL®® or approximately half the total protein.
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b Interference (Not Detected results for one or more analytes in a sample) was observed only at concentrations substantially greater
than the highest total protein levels expected in a CSF specimen.

¢ Additional detection of HHV-6 was observed. Detection of this virus was suspected or confirmed to be a consequence of viral

integration® rather than non-specific cross-reactivity or interference from the substance itself.

9Blood (and hemoglobin) may be present in CSF specimens due to a bloody tap (lumbar puncture) or subarachnoid hemorrhage.

¢No organisms were detected despite normal function of the pouch control assays. Further investigation indicated the organisms were

not detected due to bleach-associated damage (oxidation or other damage) to nucleic acids in the sample prior to testing.

NOTE: Due to the potential for interference from protein and the potential for specimen damage from bleach, care should
be taken in the interpretation of negative FilmArray ME Panel test results from CSF specimens that may contain unusually
high levels of proteins (>15 mg/mL) or specimens that may have been exposed to bleach prior to testing.

NOTE: Although transport media were not found to interfere with FilmArray ME Panel testing, the panel has not been
validated for use with CSF specimens in transport media.

Potentially competing or interfering viruses and other microorganisms were also evaluated for their effect on FilmArray ME
Panel performance (Table 26). Contrived samples containing representative ME Panel organisms at concentrations
equivalent to approximately 3x LoD were spiked with high concentrations of other viruses, bacteria, or fungi that are
detected by the ME Panel (competitive inhibition) or are not detected by the ME Panel (viral or microbial interference).
Valid results were obtained and each 3x LoD ME Panel organism was detected in samples containing a high level of
additional on-panel or off-panel organism.

Table 26. Effect of Potentially Competing or Interfering Viruses and Other Microorganisms on the FilmArray ME Panel

Competitive Inhibition Concentration Tested Results
Escherichia coli (K1) 1.02x10® CFU/mL No Inhibition/Interference
Coxsackievirus A9 (Enterovirus) 2.19%x105TCIDso/mL No Inhibition/Interference
Herpes simplex virus 1 1.95x10° TCIDso/mL No Inhibition/Interference
Cryptococcus neoformans 8.10x10° CFU/mL No Inhibition/Interference

Viral or Microbial Interference Concentration Tested Results
Epstein-Barr virus 1.64x10° TCIDso/mL No Interference
Influenza A H1N1-2009 2.45x10* TCIDso/mL No Interference
Proprionibacterium acnes 1.12x107 cells/mL No Interference
Staphylococcus epidermidis 1.95x107 CFU/mL No Interference
Escherichia coli (non-K1) 1.38x108 CFU/mL No Interference
Staphylococcus aureus 8.55x106 CFU/mL No Interference
Candida albicans 1.01x10° CFU/mL No Interference
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WARRANTY INFORMATION

Product warranty information is available online at:

http://www.biofiredx.com/support/

For warranty information for customers outside the United States, contact the local bioMérieux sales representative or an
authorized distributor.
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