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Introduction

Malgré les progres de la médecine, les bactériémies et fongémies restent des
infections séveres présentant un taux de mortalité élevé. L’amélioration des
techniques diagnostiques vise a raccourcir le délai d’obtention de l'identification du
pathogene responsable de l'infection et de sa sensibilité aux traitements antibiotiques
ou antifongiques. En effet, le pronostic des patients est lié a la rapidité d’instauration

d’un traitement antibiotique efficace.

Des techniques diagnostiques rapides par PCR multiplexes, telles que la PCR ePlex
BCID (GenMark Diagnostics) offrent depuis peu de nouvelles possibilités, mais leur
positionnement dans la démarche diagnostique demande a étre précisé. L’évaluation
de l'impact médico-économique de ce test diagnostique innovant dans le cadre des
bactériémies et fongémies fait I'objet de I'étude clinique HEMOFAST, dont le protocole

et les premiers résultats seront présentés dans ce travail.

Dans la premiére partie de cette thése, une large introduction bibliographique
présentera le contexte des bactériémies et fongémies en termes d’épidémiologie
(mondiale, européenne et francaise), de traitement et de stratégie diagnostique. Un
focus sera également réalisé sur les nouvelles technologies diagnostiques par
approche syndromique et leur impact médico-économique. Puis, les résultats de

'analyse intermédiaire de I'étude seront présentés.
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1. Rappels bibliographiques

1.1 Les bactériemies et fongémies

1.1.1. Définition

Par définition, une bactériémie ou une fongémie est la présence viable de bactéries
ou de champignons dans le sang. Une bactériémie transitoire peut étre physiologique :
notamment en période postprandiale ou aprés de légeres effractions
cutanéomugueuses. Ce n’est pas le cas pour les fongémies. En revanche, les
bactériémies et fongémies prolongées sont dues a un événement infectieux sous-

jacent, conduisant a une translocation sanguine suite a :

- un foyer infectieux (pneumopathie, infection des voies urinaires, infection
digestive...)
- une infection d’'une voie d’abord (voie veineuse centrale, picc-line...)

- une infection sur matériel (prothése orthopédique, prothése cardiaque...).

Lorsqu’elles deviennent prolongées, elles conduisent a un signal de danger pour le
systeme immunitaire, entrainant une rupture de I'homéostasie par dysfonction
d’organe(s). C’est I'état de sepsis. La définition du sepsis a été révisée en 2016 (1). Il
est maintenant défini comme une dysfonction d’organe potentiellement fatale, causée
par une réponse disproportionnée de I'héte, vis-a-vis de l'infection. Le choc septique,
guant a lui, est défini comme une sous-partie du sepsis dans lagquelle les dysfonctions
cellulaires et /ou métaboliques sont si importantes qu’elles augmentent la mortalité de
facon substantielle par comparaison au sepsis seul (1). Les patients ont alors une
hypotension persistante nécessitant 'administration de drogues vasopressives pour

maintenir une pression artérielle moyenne = 65 mmHg, ainsi qu’une lactatémie > 2

13



mmol/l malgré un remplissage adéquat. En cas de choc septique, la mortalité

hospitaliere augmente de 40% (1,2).

Plusieurs scores ont été développés, mais le plus utilisé est le score SOFA (Sequential
Organ Failure Assessment), qui permet d’évaluer la sévérité de la dysfonction
d’'organe. C’est un score permettant de caractériser un patient septique : plus il est
élevé, plus le patient a une probabilité accrue de déces. Ce score repose sur des
critéres cliniques et biologiques, définis dans le tableau 1 ci-dessous. Une personne
sans comorbidités obtient un score SOFA égal a 0. A contrario, les patients avec un
score SOFA = 2 ont un risque de mortalité par sepsis d’environ 10%, ce qui selon I'état
clinique des patients se traduit par un risque de déces de 2 a 25 fois plus élevé que

chez les patients avec un score SOFA inférieur a 2 (1-3).

Score SOFA 1 2 3 4
Fonction <400 < 300 < 200 < 100
respiratoire (avec assistance respiratoire)
(PaO2 en mmHQ)

Hémostase < 150 < 100 <50 <20
Plaquettes (G/I)

Fonction hépatique 20-32 33-101 102-204 > 204
Bilirubine (umol/)

Etat PAM < Dopamine <5 Dopamine > 5 Dopamine > 15
cardiovasculaire 70 ou ou adrénaline £ 0,1 ou adrénaline > 1
Hypotension (doses mmHg dobutamine = ou noradrénaline <  ou noradrénaline
en pg/kg.min) (toute dose) 0,1 >0,1
Fonctions 13-14 10-12 6-9 <6

supérieures

Score Glasgow

Fonction rénale 110-170 171-299 300-440 > 440
Créatininémie (umol/l) Ou < 500 ml/jour Ou < 200 mlifjour
Ou volume urinaire

Tableau 1 : Score SOFA
Adapté d’apres (3). PAM : pression artérielle moyenne

Le score qSOFA (quick SOFA, tableau 2) est une simplification du score SOFA qui
permet de se passer des résultats biologigues nécessaires dans le calcul du score

SOFA. Il permet, grace a des données récupérables au lit du patient, d’identifier les
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patients a risque d’aggravation (1,2). Le seuil est fixé a au moins 2, comme pour le

score SOFA.
Critére clinique Score
Fréquence respiratoire = 22/minute 1
Altération de I'état mental 1
Pression systolique < 100 mmHg 1

Tableau 2 : Criteres cliniques composant le score gSOFA
D’apres (1)

1.1.2. Epidémiologie

1.1.2.1. Epidémiologie mondiale et européenne

Selon la 70é™Me assemblée mondiale de la santé de 'TOMS de mai 2017, le sepsis tue
chaque année 6 millions de personnes (4). A cette mortalité, s’ajoute de la morbidité :
les survivants s’exposent a de nombreuses séquelles, notamment cognitives,
apparaissant rapidement (5,6). lwashyna et al. ont étudié les conséquences cognitives
et fonctionnelles a long terme chez les survivants de sepsis sévere (ancienne définition
avant la mise a jour de 2016, défini comme un sepsis compliqué par une dysfonction
d’'organe (7)). Il en ressort, que chez les patients sans limitation cognitive et
fonctionnelle avant I'épisode septique, le sepsis générait en moyenne 1,57 nouvelle
limitation et 1,50 chez les patients présentant déja des limitations légéres a modérées
avant I'épisode (limitations dans les ADL ou iADL). Des déficiences cognitives
modérées a séveres étaient présentes chez 6,1% des survivants avant I'épisode,
contre 16,7% aprés I'épisode de sepsis (p-value<0,001). Ce déclin des fonctions
physiques et cognitives persistait pendant au moins 8 ans (8).

Les données épidémiologiques les plus récentes sont celles de Rudd et al. qui, entre
1990 et 2017, montrent que le fardeau mondial du sepsis a été largement sous-estimé

avec pour I'année 2017, 48,9 millions cas et 11 millions de morts, représentant 19,7%
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de la mortalité totale de cette année. La tendance est néanmoins a la décroissance
(-18,8% entre 1990 et 2017), mais une forte disparité persiste selon le niveau de
développement des pays (Figure 1) (9). Cette décroissance, principalement observée
dans les pays a haut niveau de développement, pourrait s’expliquer par un meilleur
diagnostic et une thérapeutique qui s’est améliorée au fil des différentes
recommandations (2).

En Europe, on estime a 1 200 000 le nombre annuel de bactériémies/fongémies,
responsables de 157 000 déceés (10). Toutefois, il reste compliqué d’avoir des

statistiques exhaustives dans les pays a faible niveau de revenu (11).

Sepsis incidence per 100000
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Figure 1 : Incidence des septicémies mondiales
Données normalisées selon I'age pour 100 000 habitants, pour les deux sexes et en 2017. D’apres (9).

Au niveau populationnel, le sepsis concerne principalement les ages extrémes de la

vie : les nouveau-nés et les personnes agées. Il touche dans plus de la moitié des cas
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les personnes agées, et reste la premiére cause mondiale de déces pédiatriques,
notamment a cause de la présentation clinique différente du sepsis chez les enfants,

le rendant plus difficile & repérer, et de schémas thérapeutiques distincts (9,12,13).

1.1.2.2. Epidémiologie francaise

Annuellement, environ 30 000 patients décedent en France pour cause de sepsis.
L’augmentation du vieillissement de la population devrait logiquement entrainer une
hausse de ce nombre. La mortalité en France des patients septiques est de 27% pour
le sepsis simple, et 50% pour le choc septique (14). Cette mortalité des patients
francais en choc septigue est élevée mais en diminution : en réanimation, elle passe
de 60,1 % en 1993 a 39,5 % en 2010 et a I'hépital de 62 % en 1997 a 48,7 % en 2011

(15,16).

Les bactériémies/fongémies peuvent étre des infections communautaires et/ou
associées aux soins. Selon les données de surveillance de Juin 2018 fournies par
Santé Publigue France, 5% environ des patients hospitalisés feront une infection
associée aux soins (IAS). Les bactériémies se retrouvent a la 4™ place de ces IAS.
Si I'on s’intéresse a ce qui se passe en réanimation (réseau REA-RAISIN), 10% des
patients qui ont un dispositif médical invasif (intubation, cathéter...) feront une infection
liée & 'un de ces sites surveillés. Les bactériemies se retrouvent alors en seconde

position, derriére les pneumopathies (17).

1.1.3. Principaux pathogenes impliqués

Les principaux microorganismes identifiés au cours de I'étude nationale de Santé
publigue France de 2017 appartenaient aux especes S. aureus (15,94%), E. coli
(14,49%) et S. epidermidis (13,9%), qui représentaient a elles trois presque la moitié

des germes isolés (44,3 %). Les fongémies (a fortiori les candidémies) sont moins
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fréquentes, mais sont de plus mauvais pronostic que les bactériémies, avec environ
40% de mortalité (18).

Les deux micromycetes les plus fréquemment impliqués étaient Candida albicans
(2,9%) et Candida parapsilosis (1,06%) (19).

Dans la région Auvergne-Rhéne-Alpes, le classement par ordre de fréquence des
principaux microorganismes responsables d’infections nosocomiales était le suivant :
E. coli (24,95%), S. aureus (13,74%), S. epidermidis (7,31%), P. aeruginosa (6,55%),
E. faecalis (6,28%) et K. pneumoniae (6%) (20).

Au Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble-Alpes (CHUGA) au cours de 'année
2019, 73 988 flacons d’hémocultures bactériennes ont été prélevés : 7,05% (n = 5216)
se sont révélés positifs, correspondant a 1 530 épisodes de bactériémies différents
(les contaminations ayant été exclues). Le taux de contamination au CHUGA s’élevait
a 0,36% (268 flacons sur les 73 988 prélevés), ce qui est conforme aux
recommandations préconisant un taux de contamination < 3% voire < 1% en

conditions optimales (21).
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L’écologie bactérienne de ces épisodes était répartie de la fagon suivante (Figure 2) :

Escherichia coli
28%

Autres bactéries
20%

Klebsiella spp.
8%
Enterococcus Staphylococcus
spp. aureus
7% 11%

Streptococcus spp.

9% Staphylocoques a

coagulase négative
15%

Figure 2 : Répatrtition des différents organismes retrouvés dans les hémocultures (hors contamination) au CHUGA

durant I'année 2019.
D’apres « Bilan des bactériémies 2016-2019, collaboration Bactériologie —Infectiologie —Hygiene hospitaliere, CHU

Grenoble Alpes »

Depuis la mise en place du réseau de surveillance en 2016 au CHUGA, I'évolution du

nombre de bactériémies et de I'écologie bactérienne est la suivante (Tableau 3) :

2016 2017 2018 2019
Nombre de flacons 69 024 63 698 72 134 73 988
prélevés
Nombre de 1433 1411 1512 1530
bactériémies
Taux de contamination 0,49% 0,45% 0,44% 0,36%
E. coli 23,9% 25,6% 26% 28%
S. aureus 9,7% 9,4% 13% 11%
Staphylocoques a 13,8% 12,6% >8% 19%

coagulase négative
Tableau 3 : Evolution des bactériémies au CHUGA entre 2016 et 2019.

D’apres « Bilan des bactériémies 2016-2019, collaboration Bactériologie —Infectiologie -Hygiéne hospitaliere, CHU
Grenoble Alpes »
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Ainsi, nous notons une augmentation marquée du nombre de flacons prélevés depuis
2016, faisant suite a I'évolution des pratiques de prélevement des hémocultures au
CHUGA (prélevement de 4 flacons lors de la ponction initiale). Le nombre d’épisodes
de bactériémies est en revanche stable, avec un taux de contamination en pente

descendante.

S’agissant des épisodes de fongémies, les données de 2015 a 2019 du laboratoire de

Parasitologie-Mycologie du CHUGA montrent I'évolution ci-dessous (Tableau 4) :

Année Nombre de flacons prélevés Episodes de fongémies
2015 7 940 37
2016 9 356 60
2017 6 864 25
2018 4796 34
2019 3 966 52

Tableau 4 : Evolution des fongémies au CHUGA entre 2015 et 2019

Le nombre d’épisode de fongémies est relativement stable malgré un nombre de
flacons prélevés en forte diminution.

Les données relatives a I'écologie fongique sont présentées dans la figure 3 :
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Figure 3 : Ecologie des fongémies au CHUGA, sur la période 2015-2019

Une domination écrasante des levures du genre Candida est constatée, correspondant
a 93% des isolats. Les espéeces C. albicans et C. glabrata comptent pour 55% des
levures mises en cause. Ces résultats sont en accord avec la littérature, puisque dans
les candidoses systémiques, C. albicans est la levure prédominante, isolée dans plus

de 50% des cas (22).

1.1.4. Impact médico-économique du sepsis

Les données francaises sont rares. Adrie et al. ont conduit une étude rétrospective de
1997 a 2000, sur des données issues de 6 unités de soins intensifs (USI) d’hépitaux
de région parisienne, pour estimer le colt (médical uniquement) des sepsis séveres
en France chez des patients adultes, hospitalisés depuis au moins 2 jours. Le co(t de
séjour était deux fois plus élevé chez les patients en sepsis sévere (moyenne de

22 800€) que chez ceux en sepsis simple (9 600€), avec un colt moyen par jour de

21



1 267 € pour les patients sévéeres. Les colts les plus importants du sepsis sévere
étaient retrouvés chez les patients agés, subissant une chirurgie d’'urgence, en choc
septique, avec un score APACHE Il élevé ou avec un sepsis hosocomial. Les patients
ayant contracté un sepsis sévere en US| avaient une plus grande durée de séjour en
réanimation et demandaient une charge de travail plus importante, multipliant le colt
d'un facteur 3 en comparaison aux autres patients. Les patients avec un sepsis
communautaire généraient des colts plus faibles que ceux présentant un sepsis
nosocomial (12 600 vs 17 400€) (23).

Sur le territoire américain, une étude publiée en 2018 par Paoli et al. a démontré que
le colt moyen d’un patient septique était de 21 568% avec, apres stratification, une
différence marquée entre les patients ayant un sepsis a 'admission (18 023%$) et ceux
aprés admission (51 022%). La durée de séjour et les codts totaux grimpaient de 7,7 a
12,6 jours et de 16 324% a 38 298$ entre les patients avec un sepsis sans dysfonction
d'organe et les patients en choc septique (24). Les colts peuvent cependant étre
allégés dans certaines situations. La détection et le traitement rapide des sepsis, avant
progression vers des états graves, entrainent une moindre mortalité et donc une
baisse statistiquement significative des colts. Dans un hépital américain, aprés mise
en place d’'une approche rapide de traitement des patients septiques arrivant aux
urgences (administration d’antibiotique IV moins d’une heure aprés l'entrée), le bilan
financier moyen d’un sepsis diminuait de 14 378% + 11 972% a 12 311$ + 10 068 par
cas (grace notamment a une baisse de la durée de séjour en USI). Par alilleurs, une
baisse de la mortalité, mais non significative (p=0,113), a été observée dans cette

étude (25).

Une autre voie de rationalisation des dépenses passe par 'amélioration de la prise en

charge biologique et des techniques diagnostiques. Patel et al. ont effectué une
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comparaison avant-apres la mise en place du MALDI-TOF (identification par MALDI-
TOF sur des subcultures et antibiogramme par Vitek-2®) avec ASP (antimicrobial
stewardship program), par rapport a l'ancienne technique conventionnelle
(identification biochimique et antibiogramme par Vitek-2®). La mortalité a 30 jours était
significativement abaissée dans le groupe MALDI-TOF (12% contre 21%, p<0,01).
Néanmoins, la durée de séjour ne semblait pas étre réduite (13 £ 16,5 jours contre
14,2 £ 16,7 jours; p=0,4). Le colt total pour I'hépital par épisode de bactériémie
diminuait significativement, passant de 42 580$ a 45 019%$, malgré la charge financiere
supplémentaire de I'achat du MALDI-TOF et de 'ASP. Au total, cela générait une
économie annuelle de 2,34 millions de dollars pour I'hépital (26).

Toutefois, dans une revue systématique allemande s’intéressant aux colts des sepsis
dans les hépitaux, il a été démontré une grande variabilité du colt estimé des sepsis
entre les études sélectionnées, impliquant un besoin de standardisation (méthodes de
calcul, modéle de questionnaire...), afin d’obtenir des résultats inter-études
comparables et fiables. Les estimations des codts variaient considérablement selon la
méthode utilisée pour le calcul, le type de sepsis et la population étudiée. Sur 37
études incluses, la moyenne des colts totaux d’un épisode de sepsis a I'hopital par
patient variait entre 13 292 et 75 015% avec une médiane de 32 421$ (écart
interquartile : 20 745-40 835%). La médiane des colts moyens différait entre les
patients survivants (34 855%) et les patients décédés (20 537$). En unité de soins
intensifs, on retrouvait une médiane de 27 461$ (écart interquartile 16 007-31 251%),
avec cette fois-ci une moindre dépense chez les patients survivants (29 195%) que
chez les patients décédés (35 7749%). Le colt total journalier d’'un sepsis en hopital était
de 5863%, avec une moyenne de 351$% pour les survivants et 948$ pour les patients

décédés (27).
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Des modélisations médico-économiques ont été réalisées dans le contexte du sepsis.
Zacharioudakis et al. ont proposé, en 2019, un modéle d’analyse de décision pour
étudier le rapport codt-efficacité d’'une approche globale (service clinique et
laboratoire), comprenant toutes les étapes de la prise en charge d'un patient souffrant
de sepsis sévére ou d'un choc septique aux urgences et intégrant la possibilité de
réaliser un diagnostic rapide a I'aide d’'un test moléculaire. Les données du modéle ont
été extrapolées a partir de la littérature. Le modele décrit comprenait 2 bras : avec et
sans réalisation d’un test moléculaire, effectué en méme temps que les hémocultures,
directement sur sang total. Les patients pouvaient, dans ce modele, recevoir une
antibiothérapie adaptée (AAT) ou inadaptée (IAAT), dont le pourcentage a été fixé a
85,1% et 14,9% respectivement, d’apres les données de la littérature. Compte tenu de
la variation des estimations, trois scénarios concernant la différence de la durée
d'hospitalisation entre les patients recevant I'AAT et I'|AAT ont été implémentés, a
savoir 0, 2 ou 4 jours. La sensibilité du test moléculaire a été fixée a 90% et les
hémocultures a 100% car « gold standard » de ce modéle. Le co(t d’hospitalisation a
été fixé a 2 367,01% et le prix du test & 155%. Le critére de jugement principal de
l'analyse était le rapport colt-efficacité différentiel (ICER), en termes de déces évités,
parmi les 2 stratégies concurrentes. L'ICER, étant défini comme le surcodt d'une
stratégie divisé par la différence incrémentale de survie, correspond a un co(t par
année de vie gagnée, pondérée par la qualité de vie. Les colts supplémentaires ont
eté estimés en tenant compte des difféerences dans les colts attribués aux tests
moléculaires et a la durée d'hospitalisation, en fonction de la pertinence du traitement
antimicrobien.

Apres évaluation statistique, I'utilisation de la méthode de diagnostic moléculaire était

moins codteuse et plus efficace dans le cas ou la durée de séjour différait de 4 jours
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entre les patients recevant I'AAT et IAAT (ICER - 7 302%/déces évité et - 599%
/changement de I'lAAT vers ’AAT). Dans le cas ou la durée de séjour était la méme
(ICER 9 902 $/déces évité et 812 $/changement de I'lAAT en AAT), ou ne différait que
de 2 jours (ICER 1 300 $/déces évité et 107 $/changement de I''AAT en AAT),
l'utilisation du test moléculaire en complément des hémocultures était plus efficace
mais plus colteuse, avec un ICER estimé a < 20 000 $/déceés évité dans les deux cas.
Leurs résultats ont spécifié que pour une différence d'au moins 2 jours de durée de
séjour entre les patients sous AAT et IAAT, le test de diagnostic moléculaire aux

urgences était colt-efficace pour une volonté de payer < 20 000 $/déces évité (28).

Dans le méme ordre d’idée, Pliakos et al. ont effectué une étude dont le but était
d'évaluer le bénéfice médico-économique de stratégies concurrentes pour le
diagnostic du sepsis, seules ou associées a un programme de gestion de ['utilisation
des antimicrobiens (ASP) (29). A cet effet, ils ont construit un modéle d'analyse
décisionnelle comparant 12 stratégies pour le diagnostic des bactériémies. Les
principaux bras ont comparé |'utilisation de tests diagnostiques moléculaires rapides
(mRDT, molecular rapid diagnostic tests) et des méthodes de laboratoire
conventionnelles avec ou sans ASP. La stratégie utilisée comme norme était
l'utilisation de méthodes de laboratoire conventionnelles sans ASP. Le modele
analytique de décision a évalué les rapports colt-efficacité de 5 stratégies principales
: mRDT (avec et sans ASP), mRDT avec ASP, mRDT sans ASP, méthodes de
laboratoire conventionnelles avec ASP et méthodes de laboratoire conventionnelles
sans ASP. Le résultat calculé de I'analyse du scénario de référence était a nouveau
I'ICER. La différence incrémentale d’efficacité était définie comme le nombre de QALY

(quality-adjusted life year, qui correspond a une mesure des années de vie en parfaite
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santé gagnées) gagnés et le nombre de déceés évités. Les colts supplémentaires ont

été déterminés en calculant les différences des codts de chaque stratégie (Tableau 5).

Stratégie Colt Probabilité QALY  $/déces $/QALY Remarques
évaluée moyen de survie évité gagneé
par
patient ($)

Méthodes 55 932,02 0,85 11,45 Référence Référence Stratégie de référence
conventionnelles

sans ASP

Méthodes 41 723,98 0,84 11,31 / / Moins codteux mais
conventionnelles partiellement moins

avec ASP efficace dans les

conditions de ce
modéle =»suboptimal,
« co(t efficace » si
mortalité < 15%

MDRT (avec et 36 301,5 0,89 11,99 -490763 - 36 434 Option codt-efficace
sans ASP)
mDRT sans ASP = 57 220,14 0,90 12,12 25762 1913 Probabilité de survie

plus élevée mais
stratégie plus
codteuse (colt
additionnel par
QUALY
gagné)=»stratégie
non codt-efficace
mDRT avec ASP = 31 274,24 0,89 11,99 -616445 - 45764 Préviendrait 1 mort
pour 25 patients
testés
Stratégie la plus co(t-
efficace par rapport a
celle de référence

Tableau 5 : Comparaison des différentes stratégies diagnostiques
D’aprés (29)

Dans les plans colt-efficacité, les tests MDRT avaient une probabilité de 85,1% d’étre
colt-efficace compareés aux techniques conventionnelles de laboratoire sans ASP. De
plus, les MDRT étaient une alternative colt-efficace aux méthodes conventionnelles,

gu’ils soient ou non associés avec un ASP.

Un des résultats principaux de cette étude est qu'un mDRT avec ASP avait une

probabilité bien supérieure d’étre colt-efficace qu’'un mDRT seul (80% contre 41,1%).
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L’ASP améliorait a la fois la survie des patients mais aussi les économies du systéeme

de santé.

Finalement, il apparait donc assez difficile d’espérer une estimation précise des colts

des sepsis dans son hopital sans s’y intéresser soi-méme.

Au CHUGA, d’aprés les données du Département d’'Information Médicale depuis 2015,

le bilan financier est le suivant (Tableaux 6 et 7) :

Codage 2015
Séjours choc 361
sepsis 1218
sepsis + choc 183
TOTAL 1762
% choc 20%
sepsis 69%
sepsis + choc 10%
TOTAL 100%

Tableau 6 : Evolution du codage des sepsis et chocs septiques au CHUGA depuis 2015

Codage Année Nombre Nombre

de de
séjours déces

Sepsis 2015 1218 142
2016 1143 114
2017 903 100
2018 970 108
2019 998 119
Sepsis + 2015 183 56
choc 2016 155 48
2017 171 41
2018 179 58
2019 174 62

2016

306
1143
155
1604
19%
71%
10%
100%

séjour

21,6
20,9
22,0
21,4
22,5
34,8
31,8
29,0
30,7
30,3

2017

340
903
171
1414
24%
64%
12%
100%

Durée moyenne (jours)

en

réanimation

7,9
6,7
8,0
6,7
6,6
29,5
28,1
24,2
27,2
24,5

2018

309
970
179
1458
21%
67%
12%
100%

2019

299
998
174
1471
20%
68%
12%
100%

Valorisation moyenne

séjour*

15 323
15 689
16 254
15771
15231
23 963
24 394
22 442
24 520
21 158

(€)
en

réanimation*
6 567
5734
6 478
6 021
5812
21 352
21 967
19 977
22770
18 106

Tableau 7 : Données économiques des épisodes de sepsis et choc septique au CHUGA entre 2015 et 2019.
*Séjour : valorisation du séjour (toutes les unités médicales sont considérées). En réa : valorisation attribuée aux

seules unités médicales de réanimation
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Dans le tableau 7, la valorisation ne correspond pas aux codts réels engagés par
'hépital, mais au montant remboursé par [I'Assurance maladie (les colts
s’obtiendraient en prenant les dépenses réelles du CHUGA et en rapportant la part de
ces séjours a l'activité totale de I'hdpital). En moyenne sur la période de temps 2005 -
2019, la valorisation d’un épisode de sepsis était de 15 653€ pour le séjour total
(réanimation comprise) et 6 122 € en réanimation seule. En cas de choc septique, ces
sommes augmentent respectivement a 23 295,6 € et 20 834,6 €. La durée moyenne
de séjour pour un épisode de sepsis s’élevait a 21,7 jours et 7,2 jours en réanimation.
Quant au choc septique, les durées de séjour montaient a 31,3 jours et 26,7 jours en
réanimation.

En conclusion, méme si sur notre centre la tendance semble étre a la diminution du
nombre de séjours hospitaliers pour cause de sepsis, la mortalité en 2019 reste élevée,
aux alentours de 11% pour les patients présentant un sepsis et de 36% pour les
patients en choc septique. La durée moyenne de séjour ne se réduit pas de fagon
notable sur la période 2015-2019, avec des colts restant élevés.

Le prix moyen d’une cartouche de PCR syndromique (type FilmArray ou ePlex) est
d’environ 150$ ou €, voire inférieur. En se reportant au colt d’'un épisode de sepsis au
CHUGA, soit 15 653€, le prix d’une cartouche ne représenterait, au maximum, qu’1%
du codt total d’hospitalisation d’'un patient septique.

Toutes ces données renforcent l'intérét de pratiques alternatives pour la gestion des
sepsis et chocs septiques afin d’accélérer le diagnostic, d’'améliorer la thérapeutique
des patients, tout en espérant une augmentation de leur survie . Malgré le surco(t d’'un
test rapide, cela pourrait néanmoins conduire a une réduction ou une limitation a

minima des codts hospitaliers, via une diminution des délais d’hospitalisation.
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1.2. Diagnostic et traitement des bactériemies et fongémies

1.2.1. Prélevement d’hémocultures

Pour objectiver un épisode de sepsis, il faut une documentation microbiologique, c’est-
a-dire la mise en évidence d’'un ou de pathogene(s) dans le sang du patient. Le
prélevement sanguin se fait, idéalement, avant I'instauration d’une antibiothérapie ou
d’un traitement antifongique. Dans les derniéres recommandations internationales de
2016, il est conseillé d’effectuer les prélevements a visée microbiologique avant
l'instauration des thérapeutiques anti-infectieuses chez les patients avec un sepsis ou
choc septique suspecté si cela n’entraine pas de retard dans le début de
I'antibiothérapie (proposition d’'un délai acceptable de 45 minutes), incluant au

minimum 2 paires de flacons d’hémoculture (aérobie et anaérobie) (30).

Une hémoculture est un examen biologique reposant sur une culture microbiologique
du sang. En effet, lors d’un épisode de sepsis, la charge sanguine du pathogéne est
faible (de <1 a 30 CFU/ml chez I'adulte et de <5 & 1000 CFU/mI chez le nouveau-né),
ne permettant pas de pouvoir directement détecter le micro-organisme en cause
directement sur sang total (31,32). Quelques stratégies moléculaires innovantes sur
sang total sont en développement, mais elles n’atteignent pas encore une sensibilité
et spécificité comparables aux techniques réalisées sur flacon d’hémoculture positif
(33,34). Nous pouvons citer la société T2 Biosystems, qui a développé le premier panel

approuvé par la FDA pour la recherche sur sang total (Panels T2) (35).

Lors de la réalisation d’'une hémoculture, le sang du patient est recueilli dans des
milieux de culture liquides. Une série (ou une paire) d’hémoculture regroupe 2 flacons :
un flacon contenant une atmosphére aérobie et un flacon avec une atmosphere

anaérobie.
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Au CHU de Grenoble, les flacons d’hémoculture utilisés sont (36) :

- Flacon BD BACTEC™ Plus Aerobic/F pour la recherche des microorganismes
a croissance aérobie (mais ce milieu permet aussi parfois la croissance des
levures). Ce flacon contient des résines chélatrices d’antibiotiques dans 25 ml
de milieu trypticase-soja enrichi (Figure 4).

- Flacon BD BACTEC™ Lytic/10 Anaerobic/F pour les micro-organismes a
croissance anaérobie. Ce flacon contient 40 ml de bouillon trypticase-soja
enrichi avec des agents lytiques, pour libérer d’éventuelles bactéries
phagocytées par les leucocytes du patient.

- Flacon BD BACTEC™ Mycosis IC/F, prélevé en cas de suspicion de fongémie,
pour la culture de levures/champignons. Le milieu contient des antibiotiques
(pour inhiber la pousse bactérienne éventuelle qui perturberait la détection
d’'une croissance fongique) dans 40 ml de bouillon trypticase-soja enrichi.

- Flacon pédiatrique BD BACTEC™ Peds Plus/F (atmosphére aérobie), pour les
enfants de moins de 40 kilogrammes. Le volume de sang attendu est croissant
avec le poids de I'enfant, mais ce flacon est concu pour fonctionner avec un

volume de sang inférieur a 3 ml.
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Connexion avec le systéme de
prélévement

Atmosphére aérobie

Identification du flacon et du patient
(identifiant patient non présent ici)

Bouillon de culture et résines
chélatrices

Membrane semi-perméable

Figure 4 : Représentation d’un flacon aérobie BD BACTEC®
Adapté d’aprés https://www.bd.com/en-ca/offerings/capabilities/microbiology-solutions/blood-culture/bd-bactec-
blood-culture-media

Le prélevement des hémocultures est une étape critique conditionnant la sensibilité
des hémocultures et leur spécificité bactérienne. Les étapes pré-analytiques critiques

de ce prélevement sont, notamment (21) :

'asepsie soigneuse de la peau, pour éviter une contamination par la flore
cutanée (le taux de contamination doit étre < 3% et < 1% de fagon optimale)
- unremplissage adéquat des flacons, pour éviter un résultat « faux-négatif » par
défaut de sensibilité (un volume entre 8 et 10 ml est recommandé)
- le nombre de flacons prélevés, I'idéal se situant entre 4 et 6 paires.
Effectivement, sur 351 épisodes de bactériémies monomicrobiennes avec 4 paires

prélevées sur 24 heures, 73,2% de ces épisodes seulement étaient détectés par la
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premiére paire, contre 87,7% avec 2 paires, 96,9% avec 3 paires et 99,7% lors de la
réalisation de 4 paires (37)
- un délai entre le prélévement et la mise en incubation du flacon au laboratoire

le plus court possible, idéalement dans les 4 heures

L’établissement de conditions de croissance des plus favorables, au sein du flacon
d’hémoculture, doit permettre une croissance du pathogene la plus rapide possible. Le
temps de positivité de 'hémoculture est une donnée multifactorielle : il est donc bien
compligué de donner une estimation du temps nécessaire a sa positivité. Certains
auteurs ont toutefois estimé a 3 jours maximum le temps nécessaire pour isoler des
hémocultures les pathogenes cliniquement significatifs (38). Dans quelques études
récentes, le temps médian de positivité d’'une hémoculture en fonction du résultat de

la coloration de Gram a été mesuré (Tableau 8) :

Microorganismes Temps médian de la positivité en heures Référence
(écart interquartile)
Bactéries 15,5 (11,5-22) (39)
A Gram positif 17,5 (12,5-23)
A Gram négatif 14 (10,5-20)
Micromyceétes 27,5 (22-38)
Bactéries a Gram positif 16,3 (13,6-19,8) (40)
aérobies
Bactéries a Gram négatif 15,5 (13,1-19,3)
aérobies
Anaérobies 32,6 (24,1-46,6)

Tableau 8 : Temps médian estimé de positivité d’un flacon d’hémoculture selon I'agent infectieux

La recherche de la porte d’entrée de la bactériémie ou fongémie peut conduire a la
réalisation d’autres prélévements : LCS, urines, plaies, sécrétions respiratoires... Si un
site anatomique est fortement en faveur de l'origine de linfection, le prélévement
d’autres sites n’est pas nécessaire. En cas de doute sur une porte d’entrée au niveau

d’'un cathéter, on prélévera une paire de flacon en périphérie et une paire sur le
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cathéter. Il n’y a pas besoin de prélever des hémocultures sur des points de ponction

différents, ni durant les pics thermiques dans les autres cas (30).

Les modalités de prélevement des séries d’hémocultures en vigueur au CHU de

Grenoble sont les suivantes (Tableau 9) :

Situation clinique suspectée Modalités de préléevement
Episode infectieux simple 2 séries en une seule ponction
Infection endovasculaire ou endocardite 2 séries en une seule ponction

infectieuse Puis une autre série & h+12

Infection de dispositif vasculaire invasif 1 série prélevée depuis le dispositif
1 série prélevée en périphérie
Infection fongique 1 flacon d’hémoculture fongique
Controle 1 série

Tableau 9 : Modalités de préléevement des hémocultures pour les patients adultes au CHUGA
En cas de sepsis chez les enfants, le principe de prélevement reste le méme, avec
cependant des différences concernant le type de flacon utilisé, le nombre de flacons a

prélever et le volume de sang prélevé (Tableau 10).

Situation clinique pédiatrique suspectée Modalités de prélévement
Episode infectieux simple 2 flacons pédiatriques en une seule
ponction
Infection endovasculaire ou endocardite 2 flacons pédiatriques en une seule
infectieuse ponction
Puis une autre série a h+12
Infection de dispositif vasculaire invasif 1 série prélevée depuis le dispositif
1 série en périphérie
Infection fongique 1 flacon d’hémoculture fongique
Controle 1 série

Tableau 10 : Modalités de prélévement des hémocultures pour les patients pédiatriques au CHUGA

Un contrble des épisodes de bactériémies, consistant a prélever une seule série
d’hémoculture avec un délai d’'au moins 48 heures entre deux ponctions, n’est pas
nécessaire sauf en cas de suspicion d’infection endovasculaire ou d’endocardite
infectieuse (toutes les 48h jusqu’a négativation), de fongémie (toutes les 48h jusqu’a

négativation), de bactériemie a S. aureus (toutes les 48h jusqu’a négativation), de
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sepsis non contrdlé (a 48h) ou en cas de volonté de conserver un dispositif veineux
central infecté (a 72h et toujours en discutant I'ablation du dispositif si les prélévements

demeurent positifs).

1.2.2. Diagnostic biologique des bactériémies et fongémies

Les techniques diagnostiques conventionnelles sont principalement basées sur la
culture en milieu gélosé. En revanche, elles peuvent faire intervenir des automates
assez variés. Un focus sur les techniques diagnostiques utilisées plus particulierement
au CHUGA sera réalisé dans les paragraphes suivants, car il s’agit de la stratégie
diagnostique conventionnelle utilisée dans I'étude HEMOFAST faisant I'objet de cette

thése.

1.2.2.1. Incubation et positivité des flacons d’hémoculture

Une fois que le flacon d’hémoculture fongique ou que les flacons d’hémoculture
bactérienne ont été réceptionnés au laboratoire, commence alors I'étape d’incubation
de ces flacons dans des automates dédiés (BD Bactec FX® Becton Dickinson au
CHUGA). A Tintérieur du flacon, la phase de croissance de la bactérie va consommer
de I'oxygéne et libérer du dioxyde de carbone, via son métabolisme énergétique, qui
va diffuser dans la partie inférieure du flacon Bactec® contenant une membrane semi-
perméable, ou il va réagir avec un colorant rouge et permettre la détection de la
positivité du flacon, par mesure de fluorescence. Concernant 'hémoculture fongique,
le principe est le méme : chaque flacon contient un détecteur chimique qui analyse
toute augmentation en COz2 résultant du métabolisme des micromycétes. Une mesure
effectuée toutes les dix minutes recherche une augmentation de la fluorescence, elle-

méme proportionnelle a la quantité de CO2 générée (41).
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Les automates utilisés aux laboratoires de bactériologie et parasitologie—mycologie du
CHUGA sont 5 automates de type BACTEC FX, pour une capacité totale de 1800
flacons (Figure 5). La présence d’'un flacon positif est signalée par 'automate par un

indicateur lumineux rouge et une alarme sonore.

Volet de chargement (contenance de
100 flacons)

Interface tactile

Indicateurs d’état lumineux

Zone d’enregistrement du flacon
(analyse de I'étiquette flacon et du
patient)

Figure 5 : Schéma d’un automate BACTEC FX
Adapté d’apres https://titan.ng/

1.2.2.2. Examen microscopique

Une fois I'hémoculture positive retirée de l'incubateur, le personnel du laboratoire
effectue un examen microscopique du liquide contenu dans le flacon. Cette étape
permet une orientation vers le type de bactérie responsable selon le résultat de la

coloration de Gram et de la morphologie du pathogene observé (Tableau 11).
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Aspect ala Morphologie Exemples de Images
coloration de Gram bactéries/levures
Cocci a Gram négatif Réniforme ou en « grains de Neisseria spp.
café »
Bacilles & Gram De type entérobactérie (petit et E. coli Gram 1
négatif trapu)
De type Pseudomonas et Pseudomonas spp. Gram 2
apparentés (longiligne)
Cocci a Gram positif En amas Staphylococcus spp.  Gram 3
En chainettes Streptococcus spp. Gram 4
Bacilles a Gram Sporulés Clostridium spp. Gram 6
positif Bacillus spp.
Non sporulés Lactobacillus spp.
Corynebacterium
spp.
Coccobacilles a Forme hybride entre un coccus Haemophilus spp.
Gram négatif et un bacille Bordetella spp.
Levures Apparaissent Gram positif Candida spp. Gram 5

De taille plus grande que les
bactéries
Peuvent filamenter

Tableau 11 : Exemples d’aspects a la coloration de Gram et de morphologies des bactéries et levures
(tableau non exhaustif)

Voici quelques exemples d’examens microscopiques de pathogénes retrouvés chez
des patients dont les hémocultures ont été traitées par le laboratoire de bactériologie

du CHUGA (Gram 1 a4 6) :
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Gram 1 : Hémoculture positive a E. coli Gram 2 : Hémoculture positive & P. aeruginosa




Gram 3 : Hémoculture positivé asS. aureus Gram 4 : Hémoculture positive a Streptococcus spp.

38



Gram 5 : Hémoculture positive a C. albicans Gram 6 : Hémoculture positive a Bacillus cereus
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En mycologie, 'examen microscopique d’un flacon d’hémoculture positif se fait entre
lame et lamelle. Les filaments sont plutét épais et d’aspect réfringent. L'observation
microscopigue sans coloration est facilitée par la saponine présente dans le flacon de
mycologie, qui permet une lyse des globules rouges. Les levures sont d’aspect ovalaire
ou arrondi, de taille plus importante que les bactéries. En cas de levures dans une

hémoculture bactérienne, elles seront d’aspect Gram positif aprés coloration.

Dans le cas de levures avec des filaments, on s’orientera vers des especes pouvant
filamenter (C. albicans majoritairement). A l'inverse, on exclura C. glabrata qui en est

incapable (22).

1.2.2.3. Culture

L’observation microscopique, apres coloration de Gram, n’est bien sir pas suffisante
pour identifier 'espéce bactérienne et connaitre son profil de résistance. Il faut passer
par une étape supplémentaire, de mise en culture, pour pouvoir obtenir des colonies
sur lesquelles réaliser I'identification précise de I'agent pathogéne. La caractérisation
microscopique va néanmoins influencer la mise en culture de 'hémoculture positive

par le choix des milieux a ensemencer (Tableau 12).

Résultat de I’examen direct Milieux de culture ensemencés
Bactérie a Gram négatif COS aérobie+ COS anaérobie+ Drigalski
Bactérie a Gram positif COS aérobie+ COS anaérobie

Faux positif PVX aérobie+ PVX anaérobie
Flore polymicrobienne COS aérobie+ COS anaérobie+ Drigalski
ou ANC
Levures (en bactériologie) COS aérobie + COS anaérobie
Levures (en mycologie) Milieu CAN2 +/- gélose sang de mouton

Tableau 12 : Protocole d’ensemencement des flacons d’hémoculture au CHUGA en fonction de I'examen
microscopique

En cas de cocci a Gram positif en chainettes évoquant des streptocoques ou

entérocoques, un test a 'optochine est également réalisé sur gélose au sang (COS),



directement a partir du flacon positif, pour différencier le pneumocoque des autres

streptocoques (le pneumocoque étant sensible a I'optochine).

Au CHU de Grenoble, la mise en culture des flacons d’hémoculture se fait de fagon
semi-automatique grace a un systeme automatisé intelligent, la chaine BD Kiestra®
(Figure 6). Un flacon de solution saline contenant quelques microlitres de sang de
I’'hémoculture positive est inséré dans la chaine automatisée, qui va ensemencer les
géloses requises grace a un systeme de pipette automatique et de bille magnétique
réalisant lisolement en quadrants de [I'échantillon. Les géloses vont étre
subséquemment dirigées dans des étuves aérobies connectées. Celles destinées a
'atmosphére anaérobie seront dirigées vers une zone de recueil manuel, puis

incubées en anaérobiose a I'extérieur de la chaine.

photographie intégré

Etuves aérobies avec systéme de

v Zone de sortie des géloses

anaérobies

sureté microbiologique)

Zone d’ensemencement
automatique (derriére le poste de

Zone de dép6t des échantillons

= Stock de géloses

Figure 6 : Schéma de la chaine BD Kiestra® utilisée au CHUGA
Adapté d’aprés https://www.bd.com/en-us/offerings/capabilities/lab-automation/bd-kiestra-wca-system
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1.2.2.4. ldentification

Aprés 14 & 48 heures d’incubation, la visualisation de colonies devient possible

(Figures 7 et 8).

timestamp: 29/07/2020 04:48:07
n_nr: 1

sca

Figure 7 : Colonies de S. aureus sur gélose COS
Noter 'hémolyse complete autour des colonies, dite 8-hémolyse (a la différence de I'a-hémolyse qui est incompléte).
Vue du dessus a gauche, vue d’en dessous a droite. CHUGA

Figure 8 : Colonies d’E. coli sur gélose Drigalski
Les colonies apparaissent jaunes grace a la fermentation du lactose par E. coli ce qui entraine un changement de
l'indicateur coloré, la gélose étant bleue/verte a l'origine (visible dans le coin inférieur droit). CHUGA
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De nos jours, l'identification de 'espéce bactérienne ou fongique se fait principalement
par spectrométrie de masse MALDI-TOF (de langlais Matrix Assisted Laser
Desorption lonization - Time of Flight) qui a remplacé presque totalement les galeries
d’identification biochimique.

Cette technologie permet une analyse rapide de I'espéce bactérienne (60 minutes
environ pour une plaque compléte de 96 puits) permettant d’identifier, avec justesse,
a l'espéce 97,7% des entérobactéries, 92% des bactéries & Gram négatif non
fermentantes, 94,3% des staphylocoques, 84,8% des streptocoques et 85,2% des
levures en 2010 (42). Les bases de données ayant été améliorées depuis, des taux

d’identification encore meilleurs sont probables.

En pratique, les colonies bactériennes sont déposées sur une plaque, sur laquelle est
ajoutée une solution matrice lysant les bactéries et permettant l'ionisation des
protéines bactériennes. Il est possible d’ajouter une étape de lyse par un acide fort (de
l'acide formique) en cas de bactérie difficile a lyser (bactéries a Gram positif
principalement). Puis, le spectrometre envoie des impulsions laser courtes pour ioniser
les protéines de I'échantillon et former des ions en phase gazeuse avec une
fragmentation minimale (« ionisation douce »). Ces ions subissent alors une
accélération en passant a travers un champ électrique, puis traversent un tube de vol
maintenu sous vide (Figure 9). La durée nécessaire a chaque particule pour atteindre
le détecteur, ou ce que I'on appelle le « time-of-flight » pour temps de vol, dépend de
sa masse (m) et de sa charge (z) (rapport m/z). Une fois que toutes les protéines
principales dans I'échantillon auront été détectées par le spectrométre de masse, une

empreinte spectrale unique a chaque organisme sera produite.

L'identification de l'organisme testé est automatiquement déterminée a l'aide d'un

logiciel qui compare le profil spectral protéique de I'organisme a tester avec une base
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de données de référence, a laquelle de nouvelles sont ajoutées chaque année par le

fournisseur de I'automate (43).
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Figure 9 : Principe de la technologie MALDI-TOF
D’aprés https://www.revmed.ch/RMS/2014/RMS-N-450/Quels-benefices-pour-les-cliniciens-de-la-mise-en-place-
du-MALDI-TOF-MS-dans-le-laboratoire-de-bacteriologie

L’identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF a permis un gain de temps
notable par rapport aux anciennes techniques d’identification, qui reposaient sur des
galeries biochimiques. Ces derniéres ne sont plus utilisées que dans de rares cas ou

la technologie MALDI-TOF est mise en défaut.

Cette étape d’identification survient généralement a J+1 ou J+2 de la positivité du
flacon d’hémoculture. Toutefois, un systéme d’identification sur culture précoce est en
train d’émerger. Il devient possible d’effectuer une identification par MALDI-TOF sur
des micro-colonies obtenues apres une courte incubation des géloses de repiquage
d’'une hémoculture positive (quelques heures contre 24 heures en moyenne
actuellement). Ainsi, apres une courte incubation de 2,5 heures, 58,3% des bactéries
pourraient étre identifiees par MALDI-TOF, avec une plus grande détection des

bactéries a Gram négatif (78,6%), que des bactéries a Gram positif (42%). Ce taux

44



monterait a 82,3% au bout de 5,5 heures d’incubation. Prés de 50% des bactéries
anaérobies (11 sur 24, principalement des Bacteroides sp.) pouvaient étre identifiées
a 5,5 heures dans cette étude (44). Ces taux sont retrouvés dans une seconde étude
d’hémocultures monomicrobiennes (bactéries a Gram positif, & Gram négatif et
levures) avec 60,5% et 80,2% de concordance avec les méthodes conventionnelles
apres 3 et 5 heures d’incubation respectivement. En ne considérant que les bactéries,

ces taux montent a 64,1% et 85% respectivement (45).

Cette étape d’identification permet une premiere étape d’optimisation de
I'antibiothérapie empirique, grace a la connaissance des résistances intrinseques de
I'espéce identifiée. Dans un hdpital texan, Perez et al. ont effectué une comparaison
avant-aprés implémentation du MALDI-TOF avec ASP de patients présentant une
bactériémie & Gram négatifs résistants (E. coli et Klebsiella spp. productrices de BLSE
et/ou toutes bactéries aérobies Gram négatif sensibles au maximum a 2 classes
d’antibiotiques). L'implémentation du MALDI-TOF a réduit le temps moyen
d’identification de 40,9 + 15,1 heures a 14,5 + 12,3h (p<0,001). Le temps moyen pour
obtenir une antibiothérapie optimisée chez les patients passait de 80,9 + 63 heures a
23,2 £19,9 heures (p<0,001). En prenant comme point de départ le début de I'épisode
septique, l'initiation d’'un traitement actif chez les patients recevant un traitement inactif
passait de 89,7 a 32 heures (p<0,001). Ce changement de prise en charge au
laboratoire a entrainé une baisse toutes causes de la mortalité a 30 jours de 21% a
8,9% (p=0,01), de méme que celle a 60 jours (de 30,6% a 12,5% ; p=0,001). La durée
de séjour moyenne des patients survivants passait de 23,3 £ 21,6 jours a 15,3 £17,3

jours (p=0,0001). En USI, elle diminuait de 16 £+ 19 jours a 10 = 17,6 jours (p=0,003).
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Ces changements résultaient en une baisse des co(ts de 78 991$ + 90 106 a 52 693%

+ 83 526 (p=0,002) (46).

Il est honnéte de penser qu’une nouvelle réduction des délais d’identification, permise
par les techniques moléculaires, plus rapides que le MALDI-TOF, puisse encore

écourter ces différents paramétres.

1.2.2.5. Antibiogramme/Antifongigramme

1.2.25.1. Antibiogramme

En France, les antibiogrammes sont réalisés suivant les recommandations du CASFM-
EUCAST (Comité de l'antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie -
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). En fonction de 'examen
microscopique du flacon d’hémoculture positif et du type de bactérie observé, un panel
différent d’antibiotiques est testé. L’ensemencement de l'antibiogramme se fait
directement a partir du flacon afin de ne pas perdre de temps. Cet ensemencement
direct est permis pour les entérobactéries, P. aeruginosa, les staphylocoques et les
streptocoques. Une suspension de la bactérie est faite a partir d’une dilution (au 1/5¢™¢
pour les streptocoques, au 1/50¢™M pour les autres bactéries) d’un peu de ’hémoculture
positive dans de la solution saline 0,9% et le tout est ensemencé sur une gélose de
Mueller-Hinton (47). Pour ces especes, cette technique permet de réduire de 24
heures le délai d'obtention de l'antibiogramme (48). Pour les autres especes,
'antibiogramme ne peut étre réalisé qu’aprés subculture du flacon d’hémoculture
positif sur milieu gélosé. L'antibiogramme peut alors étre réalisé a partir de cultures
précoces (4-5 heures) ou plus tardives (24-48 heures) selon la vitesse de croissance
des bactéries et étre réalisé, soit par antibiogramme par diffusion en milieu gélosé, soit

par antibiogramme automatisé.
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1.2.25.1.1. Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé

La gélose utilisée est nommée Mueller-Hinton (MH) et convient pour les bactéries non
exigeantes (Figure 10). Un milieu MH contenant du sang de cheval défibriné avec
supplémentation en B-NAD (hommée MH-F) est utilisé pour des bactéries exigeantes
comme Streptococcus spp., Haemophilus spp., Moraxella catarrhalis, Listeria
monocytogenes, Campylobacter spp., Pasteurella spp., Corynebacterium spp. et les

autres bactéries a croissance lente (47).

Figure 10 : Antibiogramme d’un staphylocoque doré
Noter la sensibilité a la céfoxitine (FOX) catégorisant cette souche en méticillino-sensible. La résistance
a la pénicilline G (PNG, cercle rouge) est classique chez 95% des S. aureus en France. (CHUGA)

1.2.2.5.1.2. Tests complémentaires

Dans certaines situations cliniques particulieres, en cas de soucis techniques (p. ex.

profil de résistance aberrant) ou de suspicion de bactérie multi-résistante, des tests
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complémentaires peuvent également étre requis. A titre d’exemple a fort impact dans
les bactériémies, la recherche d’'une B-lactamase a spectre élargi ou d'une
céphalosporinase déréprimée (CDER) est réalisée dés qu’'une C3G est hydrolysée sur
un antibiogramme d’entérobactérie. Des tests complémentaires sont nécessaires pour
différencier une bactérie productrice de BLSE (Figure 11), d'une bactérie
hyperproduisant une céphalosporinase (Figures 12 et 13). On reéalisera dans un
premier temps un antibiogramme sur gélose MH classique, un en paralléle sur une
gélose supplémentée de cloxacilline (la cloxacilline inhibant in vitro les
céphalosporinases), ainsi que des tests de synergie par la technique des disques
rapprochés (disques de C3G rapprochés d’un disque d’amoxicilline-acide clavulanique

ou de ticarcilline-acide clavulanique).

Multiples zones de synergie
entre le clavulanate et les
céphalosporines

Tapis d'E. cloacae

ETP : ertapénéme

COX : céfotaxime

FEP : céfépime

AMC : amoxicilline-acide clavulanique
CZD : ceftazidime

FOX : céfoxitine

CRO : ceftriaxone

Figure 11 : Antibiogramme caractéristique d’une souche d’E. cloacae productrice de BLSE.
Noter I'aspect « bouchon de champagne » évocateur d’une synergie typique des BLSE (Oriap6le)
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Antibiogramme sur gélose MH classique
d'une entérobactérie productrice de CDER.
Les seuls antibiotiques restant sensibles
sont I'imipénéme (IPM), le céfépime (FEP),
la gentamicine (GMN) et 'amikacine
(AKN).

Antibiogramme de cette méme souche sur
gelose MH additionnée de cloxacilline.
Noter la restauration de certains
antibiotiques (notamment des C3G
ceftazidime (CZD) et céfotaxime (COX))
en présence de cloxacilline.

Figure 12 : Antibiogrammes d’une souche d’E. coli produisant une céphalosporinase déréprimée.
La position et I'ordre des antibiotiques sont les mémes entre les 2 géloses (Oriapdle)

Gélose « disques rapprochés ».
Noter les 2 disques
d’amoxicilline-acide clavulanique
(AMC) entourés par un disque de
céféepime (FEP), ceftazidime
(CZD), céfotaxime (COX).

Dans le cas d’'une CDER, on note
I'absence de synergie entre le
clavulanate et les C3G mais la
sensibilité au céfépime.

Figure 13 : Tests de synergie d’une souche produisant une CDER (Oriapéle)
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1.2.2.5.1.1.

Détermination de Ila

inhibitrice d’'un antibiotique (CMI)

concentration

minimale

Enfin, dans certaines situations, d’autres techniques de détermination de la sensibilité

aux antibiotigues peuvent étre utilisées. La détermination isolée de la CMI d’un

antibiotique peut se faire en milieu liquide (Figure 14) ou en milieu solide (Figure 15).

La CMI, en milieu liquide, est déterminée comme la plus petite concentration

d’antibiotique inhibant la croissance visible de la souche bactérienne.

Puits de teicoplanine

Puits de vancomycine

Contréle de croissance

Absence de croissance
pour les concentrations
1,2, 4,8 mg/l

Croissance a 0,25 et
0,5 mg/l

Absence de croissance
pour les concentrations
1,2,3 mg/l

Croissance a 0,25 et
0,5 mg/l

Figure 14 : Détermination des CMI vancomycine et teicoplanine pour une souche de S. aureus
(ici les CMI sont égales a 1 mg/L) (CHUGA)

En milieu solide, la CMI se lit au point de rencontre de la croissance bactérienne et

d’'une bandelette imprégnée de concentrations croissantes d’'un méme antibiotique

sur un milieu de culture gélosé, préalablement ensemencé avec la bactérie a tester.
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Figure 15: CMI de ceftolozane/tazobactam (C/T), ciprofloxacine (Cl), ceftazidime/avibactam
(CZA) et céfépime (PM) d’une souche de Pseudomonas aeruginosa (CHUGA)

1.2.25.1.2. Interprétation biologique

Au CHUGA, la lecture des antibiogrammes en diffusion se fait en premier lieu a l'aide
d’'une caméra et d’un logiciel dédié Adagio® (Figure 16). Une seconde lecture visuelle
reste possible par le biologiste en cas de doutes ou de résultats discordants. Ce logiciel
expert permet une lecture automatisée des diameétres d’inhibition et est mis a jour

régulierement pour suivre les recommandations du CASFM-EUCAST.
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ADAGIO’

Antimicrobial Susceptibility Testing System

g | inteme | Déconnexion

Tableau de bord

Patient

Code patient :
Nom du patient :
fcode prélavement :
Code analyse :  A-1

Germe :  ENCL Enterobacter cloacae

vilew: [0 wu 'J
=

Seuils critiques M
Informations antibiotiques M

Luminosité

Contraste

Gamma

Négatif [ ] Contour [] Réinitialiser
| “interactions |
De a Type

Antibiotiques
Pla Coc Libellé

ine 30 pg (PIL)
me 10 pg (ETP)
ne 75 pg (TIC)

TZ |Ceftazidime 10 pg (CZD)
TEM|Témocilline 30 pg (TEM)

me 10 pg (IPM)

0 pg (CXN)

11 M éfépime 30 pg (FEP)

Figure 16 : Capture d’écran du logiciel Adagio® utilisé au CHUGA.
Un diametre vert indique une sensibilité de la souche testée a I'antibiotique, alors qu’un diamétre rouge indique au
contraire une résistance de la souche testée.

1.2.2.5.2.  Antifongigramme

S’agissant de [l'antifongigramme, il se fait au CHUGA par bandelettes E-test
(BioMérieux®) en milieu gélosé RPMI (Roswell Park Memorial Institute), permettant la
détermination des CMI des antifongiques (Figure 17). Les antifongiques a tester
dépendent du type de champignon isolé (levure ou champignon filamenteux), voire de
I'espéce. Pour les levures, les CMI sont lues a 24h d’incubation a 35°C et 24-48h a
35°C (ou 27°C pour les espéces thermo-intolérantes), ou selon leur croissance pour
les champignons filamenteux. L’antifongigramme est réalisé uniquement sur des
colonies isolées et non directement a partir du flacon d’hémoculture positif. Les seuils

ou valeurs de référence sont principalement ceux de TEUCAST (European commitee
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on antimicrobial susceptibility testing) et du CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute) (49,50).

Figure 17 : Bandelettes E-test d’anidulafongine (AND), de voriconazole (VO), d’amphotéricine B (AP) et de fluconazole (FL)
d’une souche de C. krusei

1.2.3. Traitement des bactériémies et fongémies

Dans ce paragraphe, différentes recommandations seront présentées mais seules les
recommandations francaises seront approfondies, car le choix des traitements anti-
infectieux peut étre différent selon les pays et leur épidémiologie bactérienne et

fongique.

1.2.3.1. Recommandations internationales

Le traitement de référence du sepsis consiste en un traitement anti-infectieux
antibactérien et/ou antifongique, qui doit étre instauré le plus rapidement

possible (dans I’heure) suivant I'admission (30).
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Le choix d’un agent antimicrobien dépend de nombreux facteurs dont :

- I'histoire médicale du patient et son age

- la fonction hépatique et rénale du patient

- le terrain (grossesse, allaitement, ...) et les comorbidités éventuelles (diabéete,
déficit immunitaire, ...)

- I'écologie locale communautaire et hospitaliere, ainsi que I'épidémiologie locale
des profils de résistance

- le spectre de I'antibiotique

- les antécédents d’allergie du patient

- une utilisation récente d’antibiotiques par le patient

- le site anatomique infecté

- les propriétés pharmacocinétiques des antibiotiques

Tous ces facteurs empéchent de pouvoir donner des recommandations internationales
simples et justifient linstauration d’'une équipe dédiée a I'adaptation rapide de
I'antibiothérapie des patients septiques (30,51). Etant donné que la vaste majorité des
patients en sepsis/choc septique est atteint dau moins une forme
d'immunodépression, les recommandations internationales suggerent que le
traitement initial devrait étre suffisamment large, pour couvrir la plupart des

pathogenes isolés dans les infections hosocomiales.
Ainsi, elles proposent soit (30) :

- un carbapéneme
- une combinaison de [B-lactamine a spectre large avec un inhibiteur de B-
lactamase (ex : pipéracilline/tazobactam)

- une céphalosporine de 3¢M¢ génération ou de 4¢™m¢ génération
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Ces recommandations sont a adapter en fonction du site anatomique et de
I'épidémiologie locale. |l est recommandé d’ajouter (en sus d’un antibiotique de la liste
ci-dessus) un antibiotique agissant sur les bactéries a Gram négatif pour les patients
critiques et a risque de pathogénes multi-résistants (Pseudomonas, Acinetobacter, ...).
De la vancomycine, teicoplanine ou une autre molécule anti-SARM peuvent également
étre ajoutées en cas de facteurs de risque de SARM. En cas de suspicion de
légionnelle, on ajoutera un macrolide ou une fluoroquinolone. En cas de doute sur une
infection par des levures du genre Candida, on ajoutera généralement une

échinocandine plutét qu’un antifongique azolé (30).

Une fois l'identification et les profils de sensibilités obtenus, ou dés I'amélioration
clinique en I'absence de documentation microbiologique, la réduction du spectre anti-
infectieux par des traitements plus étroits et ciblés sur les pathogénes identifiés est
tres fortement encouragée, ainsi que la collaboration avec les infectiologues (52,53).
La présence d’une revue, par des pharmaciens ou des infectiologues (ASP), a un
impact clinique majeur en permettant la réadaptation rapide de I'antibiothérapie. Cet
ASP semblerait également avoir un impact économique positif, mais la fréquence
d’'une telle revue et son impact économique réel doivent encore étre étayés par
d’autres études (54). Les quelques études disponibles semblent indiquer un impact
économique positif des ASP, voire des économies annuelles allant de 200 000$ a 900
0003, les codts d’implémentation étant amortis par la réduction de la consommation
d'antimicrobiens (55,56). D’un point de vue plus clinique, dans une étude avant-apres,
la présence d’'un ASP a entrainé chez les patients atteints de candidémie une réduction
de 38,4% de la consommation d’antifongique (baisse majoritaire des prescriptions de
fluconazole) sans effet négatif sur la mortalité (57). Un méme type d’étude retrouve

une diminution significative des prescriptions d’antimicrobiens (-10%, p<0,001), du

55



co(t moyen par trimestre (-42 065,4 euros ; p< 0,001) apres I'implémentation d’un
ASP (58). Une autre rapporte une augmentation des prescriptions appropriées, une
augmentation des durées appropriées et une meilleure adéquation avec les
traitements de référence en période post implémentation de 'ASP (59). D’apres une
métanalyse, 'ASP montrait également un effet significatif dans la réduction de
l'incidence de C. difficile, pathogéne problématique en situation hospitaliére (risk ratio

combiné : 0,48; 1Cosw : 0,38- 0,62) (60).

Au final, la présence d’'un ASP améliore grandement les bénéfices obtenus par les
tests rapides : en prescrivant directement I'antibiotique le plus adapté d’aprés les
recommandations officielles, avec le moins d’impact écologique possible, 'ASP

potentialise le rble de ces tests.

La durée du traitement antibiotique d’'une bactériémie ou fongémie est de 7 a 10 jours,
mais elle peut étre allongée en cas de réponse clinique insuffisante, d’'un foyer de
l'infection non drainable, d’'une bactériémie a S. aureus (durée pouvant aller de 14
jours a 6 mois), de certaines infections fongiques (notamment la candidémie) ou virales
associées (p. ex. herpes, cytomégalovirus), ou encore en cas de déficits immunitaires
(neutropénie incluse). La durée peut également étre diminuée en présence d’'une
présentation cliniqgue rapidement favorable (30,61-63). Une réévaluation journaliére
sur la possibilité ou non de désescalade de ['antibiothérapie est fortement

recommandée (30).

L’antibiothérapie doit étre rapidement bactéricide : chaque heure de retard sans
antibiothérapie efficace dans les 6 premieres heures de I'hypotension d’un choc
septique est associée a une diminution moyenne de la survie de 7,6% (64). La survie
des patients est donc fortement liée a la rapidité de l'instauration d’un traitement

adapté (64,65). Dans une étude de 2014, parmi des patients admis pour sepsis seévere

56



et choc septique, la mortalité hospitaliere était significativement inférieure chez ceux
recevant un traitement antibiotique dans les 3 heures (16,2% contre 22,9% ; p=0,04)
et était associée a une réduction de la durée de séjour (11 jours contre 14,5 ; p <0,01)
(66). Dans une cohorte multicentrique de patients septiques, chaque heure de délai
avant instauration d’'une antibiothérapie depuis I'entrée en service d’'urgence était
associée a une augmentation de 1,1% de la mortalité absolue ajustée au risque. Les
auteurs suggerent dans leur étude que la diminution du temps moyen d'acces a
I'antibiothérapie a 1,5 h (au lieu de 3 heures) pourrait empécher un déces tous les 61
patients septiques admis aux urgences (67).

Cette nécessité d’une rapidité de traitement est corroborée dans une autre étude, ou
2 250 patients en choc septique ont été divisés en 4 groupes, selon le délai avant
administration d’'une antibiothérapie : < 1 heure, 1-2 heures, 2-3 heures et > 3 heures.
La mortalité des patients du groupe < 1 heure était moindre que celle des groupes 2
et 4 (OR =1,248 ; 1Co5%:1,053- 1,478 ; p= 0,011 et OR=1,419 ; 1Cos5%: 1,203-1,675 ;
p<0,001 respectivement), mais non moindre que celle du groupe 3 (OR=1,186 ; ICo5%
:0,999-1,408 ; p= 0,052). Aucune association linéaire entre chaque heure de retard et
une augmentation de la mortalité hospitaliere n’a en revanche été retrouvée (68).
L’identification et I'établissement du profil de résistances du(des) pathogéne(s) le plus
rapidement possible semble donc primordial pour améliorer le taux de survie des

patients septiques.

Le choix de I'ajout d’un antifongique au traitement probabiliste antibactérien se fait en
fonction de plusieurs criteres. Ainsi, les facteurs de risque pour les candidoses
invasives sont: toute immunodépression, la pose prolongée de systeme d’abord
vasculaire, la nutrition parentérale totale, la pancréatite nécrosante, une chirurgie

majeure récente (en particulier abdominale), 'administration prolongée d’antibiotiques
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a large spectre, un séjour prolongé en hospitalisation, une infection fongique récente
et une colonisation fongique multisite. L’antifongique empirique sera
préférentiellement une échinocandine (30). Toutefois, selon les recommandations,
seuls les patients dans les situations suivantes devraient recevoir un traitement
antifongique empirique : choc septique, défaillance multi-viscérale avec un site extra-

digestif colonisé a Candida spp. (69).

1.2.3.2. Recommandations francaises

1.2.3.2.1. Traitement des bactériémies

Au départ, I'antibiothérapie instaurée en cas de sepsis est empirique et large spectre
pour couvrir les principaux pathogenes potentiels et leurs mécanismes de résistances
les plus fréquents. Le traitement antibiotique est a débuter d’emblée, sans attente des
premieres données microbiologiques, si le patient présente un sepsis ou un choc
septique, car une bactériémie avec sepsis représente une urgence thérapeutique.
Dans le cas d’une clinique fébrile sans foyer infectieux ni signe de gravité, le traitement
est débuté lors de I'attestation de la bactériémie ou fongémie par la positivité des

hémocultures (70).

Dans les recommandations francaises, en [I'absence de documentation
microbiologique, le traitement empirique est souvent une B-lactamine qui doit couvrir
les germes les plus fréquents, et fréquemment associée a un second antibiotique (70).
La dose de charge est couramment maximale, la voie d’administration trés

majoritairement parentérale.

L’adaptation médicamenteuse doit se faire dés les premiers résultats microbiologiques

disponibles.
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Ainsi d’aprés les

distinguent (Figure 18) :

Figure 18 : Principes frangais de I'antibiothérapie du patient septique

1.2.3.2.1.1.

Une antibiothérapie probabiliste (sans documentation microbiologique)

recommandations francaises

schéma médicamenteux
adapté selon le foyer
initial suspecté

C3G+2n antibiotique

Réévaluation des les
premieres
documentations
microbiologiques

Antibiothérapie probabiliste

(70-72), deux schémas

Orientation grace aux
——  premiéres données
microbiologiques

Choix de I'antibiothérapie
en fonction de la
morphologie bactérienne
+/- foyer suspecté

Réévaluation dés
documentation plus
précise.

médicamenteux adapté selon le foyer initial suspecté

se

schéma

repose

majoritairement sur une association comprenant une céphalosporine de 3¢éme

génération (céfotaxime ou ceftriaxone) et un second antibiotique selon le foyer

(nitroimidazolé si porte d’entrée digestive, Iévofloxacine ou macrolide si porte d’entrée

pulmonaire, +/- aminoside...).
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Voici, listées, les recommandations francaises de la SPILF (Société de Pathologie

Infectieuse de Langue Francaise, Tableau 13) (70,72) :

Lieu Foyer suspecté Antibiotiques de 1* Remarques
d’acquisition choix
Infection Voies digestives C3G + métronidazole FQ si allergie C3G
communautaire + aminoside
Voies urinaires C3G + aminoside Aztréonam si allergie
C3G
Voies respiratoires C3G + macrolide ou
lévofloxacine
Pas de foyer C3G £ aminoside
suspecté
Infection Pas de foyer B-lactamine large A adapter selon le
associée aux suspecté spectre +amikacine + terrain
soins vancomycine

+ échinocandine

Tableau 13 : Antibiothérapie probabiliste en cas de patient instable et ne pouvant attendre les premiers résultats
microbiologiques.

D’apres (70). C3G : céfotaxime ou ceftriaxone ; FQ : fluoroquinolone ; B-lactamine large spectre : pipéracilline-
tazobactam, céfépime, ceftazidime ou méropéneme

Les carbapénemes étant les plus puissantes molécules de la famille des B-lactamines,
leur utilisation doit étre raisonnée. C’est pourquoi leur place est restreinte dans la
stratégie probabiliste, mais peut étre envisagée (accord faible) en communautaire
chez les patients en choc septique avec des facteurs de risque de bactérie résistante
(c.-a-d. antécédent de moins de 3 mois de colonisation ou d’infection a entérobactérie

productrice de BLSE ou P. aeruginosa ceftazidime-résistant) (73).

En cas d’infection sévére et suspectée comme associée aux soins, la prescription d’'un
carbapénéme ne doit pas étre systématique, mais peut étre envisagée en cas d’au

moins 2 facteurs parmi la liste :

- Traitement datant de moins de 3 mois par céphalosporine de troisieme

génération, par fluoroquinolones ou par I'association pipéracilline-tazobactam
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- Prélevement de moins de 3 mois, quel que soit le site, montrant un portage
d’'une entérobactérie productrice de BLSE, ou d’un P. aeruginosa ceftazidime-
résistant

- Hospitalisation a I'étranger dans les 12 mois (selon I'épidémiologie locale)

- Vie en établissement d’hébergement pour personnes agées dépendantes
(EHPAD), ou dans un service de soins de longue durée avec présence d’une
sonde a demeure et/ou d’'une gastrostomie

- Epidémie en cours due a une bactérie multi-résistante pour laquelle la seule
option thérapeutique est un carbapénéme (accord fort) (73).

Nous remarquons que la majorité des traitements utilisés en premiere intention, en cas
d’urgence, sont des B-lactamines. Il en découle que les résistances aux B-lactamines
a large spectre sont celles a rechercher le plus rapidement, notamment : 3-lactamase

a spectre élargi, céphalosporinase déréprimée, carbapénémase.

1.2.3.2.1.2. Antibiothérapie orientée d’aprés la coloration de

Gram : traitement adapté a la morphologie microbienne

Dés le résultat de I'observation microscopique de la bactérie/levure présente dans
I’'hémoculture positive et en fonction de la morphologie et de la coloration de Gram du
micro-organisme, des antibiotiques plus efficaces et/ou plus ciblés que ceux
constituant le traitement empirique sont débutés (Tableau 14) :

- en cas de cocci a Gram positif évoquant des staphylocoques, on préférera une
pénicilline M (type oxacilline/cloxacilline) ou de la céfazoline en cas de suspicion
de SASM. On s’orientera vers de la vancomycine en cas de facteur de risque
de SARM.

- en cas de cocci a Gram positif en chainettes évoquant des streptocoques ou

entérocoques, on s’orientera vers 'amoxicilline dans les cas de suspicion de
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pneumocoque, streptocoque ou entérocoque (les C3G sont également
utilisables en communautaire, mais ne sont pas actives sur les entérocoques
(74)).

- en cas de bacille a Gram négatif, I'antibiotique de choix est une céphalosporine
de 3°me génération associée ou non a un agent nitroimidazolé selon le foyer
suspecté (surtout en cas de suspicion de foyer digestif ou si un germe anaérobie
est suspecte).

- dans les rares cas de cocci a Gram négatif évoquant Neisseria meningitidis ou
Moraxella catarrhalis, le traitement est encore une fois une céphalosporine de
3éme génération.

- enfin en cas de bacilles a Gram positif, on pourra s’orienter vers de 'amoxicilline
en cas de suspicion de Listeria spp. mais les espéces appartenant aux genres
Corynebacterium spp., Lactobacillus spp., Bacillus spp... sont les plus
fréquemment isolées.

- en cas de levures, on suspectera fortement le genre Candida spp. et on

privilégiera alors une échinocandine par voie parentérale.

Tel qu’attendu, au vu de ces recommandations, les antibiotiques les plus prescrits en
France dans les bactériémies nosocomiales sont les B-lactamines dans 54,81% des
cas (dont 20% de C3G et 5,47% de carbapénemes), les glycopeptides dans 15% des

cas et les fluoroquinolones dans 9,85% des cas (19).
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Pathogene isolé dans les hémocultures
(non exhaustif)
Staphylocoques méticillino-sensibles
Staphylocoques méticillino-résistants
Entérocoques
Streptocoques
Anaérobies
Méningocoque
Entérobactéries
Candida spp.

Aspergillus spp.

Chimiothérapie anti-infectieuse
optimisée de 1°" choix
Oxacilline/cloxacilline/céfazoline
Vancomycine/daptomycine
Amoxicilline
Amoxicilline
Nitroimidazolés
Ceftriaxone/Céfotaxime
Céfotaxime/Ceftriaxone
Fluconazole/Echinocandine
Isavuconazole/Voriconazole

Tableau 14 : Résumé des thérapeutiques anti-infectieuses adaptées selon 'agent infectieux en France.
Données valables seulement en cas de sensibilité prouvée par I'antibiogramme ou I'antifongigramme.

Ainsi, plus vite les données microbiologiques seront obtenues (identification et
résistance(s)), plus vite le traitement pourra étre adapté, avec des impacts positifs sur
le patient (meilleure survie avec un traitement adapté, moins d’effets indésirables) et

sur I'écologie (moindre risque de sélection de mutants résistants) (75,76).

1.2.3.2.2. Retrait du matériel

L’'implication d’'un matériel dans la bactériémie doit entrainer son retrait, dans la
mesure du possible (70). En cas d’infection de dispositif implantable par des
staphylocoques a coagulase négative (ou corynébactéries, certains
streptocoques/entérocoques et exceptionnellement P. aeruginosa et autres BGN), des
protocoles de décontamination appelés «verrous», comme le «verrou

vancomycine » sont possibles.

1.2.3.2.3. Traitement des fongémies

Concernant les fongémies, il s’agit dans la majorité des cas d’'une candidémie
(Aspergillus spp. est tres rarement isolé dans les hémocultures (22)). Les
recommandations internationales préconisent une échinocandine, par voie
intraveineuse, durant 14 jours aprés la fin de la candidémie (définie par la négativité

des hémocultures fongiques prélevées au rythme d’une tous les jours) (77). Un relais
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per os par fluconazole est possible au bout de 10 jours de traitement parentéral en cas
de patient stable, d’espéce sensible et de voie orale possible. Le positionnement des
échinocandines, en premiére position dans le traitement des sepsis a Candida spp., a
eté reaffirmé en 2019 par 'ESCIM/ESCMID (European Society of Intensive Care
Medicine, European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases), mais
sans consensus par rapport au fluconazole (69). Toutefois, il a également été réaffirmé
gue la désescalade des échinocandines vers le fluconazole était conseillée chez des
patients stables, en cas d’espéces sensibles et hors présence de cathéter veineux
central ou matériel étranger. La durée de traitement de 14 jours apres la premiéere
hémoculture négative n’a pas été modifiée par ces recommandations. Bien
évidemment, en cas de présence de matériel invasif source de l'infection, son retrait
le plus précocement possible est fortement recommandé. Si ce matériel n'est pas
retirable, il ne faut pas désescalader vers un azolé a cause des propriétés anti-biofilm

des échinocandines.

Le diagnostic d’aspergillose, lui, est a évoquer devant une fievre persistante pendant
plus de 48 heures malgré une antibiothérapie large spectre. Les facteurs favorisants
de l'aspergillose pulmonaire invasive sont une neutropénie profonde (< 1,5 G/I) ou
agranulocytose (0,5 G/I), les traitements immunosuppresseurs ou chimiothérapies. La
réalisation d’'un scanner thoracique permettra alors de privilégier une aspergillose
invasive ou une candidose invasive selon I'aspect typique ou non de I'imagerie (signe
du halo ou croissant gazeux). Ainsi, en cas de fievre prolongée sous antibiotiques,
chez un patient a risque d’infection invasive fongique, on s’orientera vers un traitement
anti-Candida spp. ou anti-Aspergillus spp. en fonction des résultats du scanner
thoracique, d’éventuels résultats mycologiques d’autres sites et de I'histoire clinique

du patient (22,72).
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1.2.4. Résistances

L’age d’or des antibiotiques, a partir de la seconde moitié du 20°™® siecle, a laissé
place a une inquiétude grandissante, suite a deux phénomenes concomitants : la
guasi-absence de découverte de nouvelles classes d’antibiotiques et 'augmentation
importante des résistances bactériennes. La lutte contre ces résistances est une
course que certains qualifient de perdue d’avance. Cependant, une bonne gestion des
anti-infectieux permet a minima de retarder cette échéance pour les plus pessimistes,
ou méme de renverser la vapeur comme cela est en train de se produire pour certaines

espéces de bactéries a Gram positif, notamment S. aureus en Europe (78,79).

Les résistances développées par les bactéries sont extrémement diverses. Certaines
résistances présentent un fort impact sur les thérapeutiques de 1° ligne, utilisées pour
le traitement des bactériémies et doivent étre détectées au plus vite pour ne pas faire

perdre de chance au patient (80).

Nous ferons uniquement, ici, un focus particulier sur les mécanismes de résistances
détectés par le test de diagnostic rapide des bactériémies ePlex BCID, qui sera détaillé

dans la suite de ce manuscrit.

1.2.4.1. B-lactamases a spectre élargi (BLSE) et céphalosporinases

hyperproduites (HCASE)

Les BLSE sont des B-lactamases qui conférent une résistance a toutes les [3-
lactamines, excepté aux céphamycines et aux carbapénemes. Elles sont fréquemment
sensibles aux inhibiteurs de B-lactamases, bien que la restauration d’activité observée

in vitro soit souvent insuffisante pour permettre leur utilisation en thérapeutique.
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En 2018, le Centre national de référence (CNR) de la résistance aux antibiotiques a
étudié le mécanisme de résistance aux B-lactamines de 923 souches
d’entérobactéries (origine des prélévements non précisée) (81). Parmi celles-ci, 121
souches étaient productrices de BLSE et 94 productrices de céphalosporinase
plasmidique. Les espéces majoritaires étaient K. pneumoniae (37,4 %), E. coli (21,3
%), E. cloacae (21,3 %) et P. mirabilis (13,4 %). Le géne principal retrouvé est CTX-M
qui représentait plus de 97% des genes de BLSE identifiés par le CNR en 2018 (dont
71,5% correspondaient au gene CTX-M-15). Les autres genes de BLSE (SVH-12,
TEM-3) étaient anecdotiques (0,8% et 1,7% respectivement) (81). Notons que seul le
gene CTX-M est recherché dans la cartouche ePlex Gram négatif qui sera détaillée

dans un chapitre ultérieur.

L’hyperproduction d’'une céphalosporinase survient généralement chez les
entérobactéries du groupe 3 (hyperproduction de la céphalosporinase chromosomique
codée par le gene ampC), ou suite a lacquisition d’'un géne codant une
céphalosporinase plasmidique pour les entérobactéries des groupes 0 et 2. Ce
mécanisme confere une résistance a toutes les B-lactamines, excepté au céfépime et
aux carbapénemes. Concernant les entérobactéries, les céphalosporinases
plasmidiques les plus fréquentes sont les enzymes de type DHA (61,7%) et CMY
(37,2%) (81). Par ailleurs, en 2018 en France, 14,8% des souches de P. aeruginosa

hyperproduisaient de maniere isolée leur céphalosporinase AmpC.

Les données du réseau EARS-Net (centre européen pour la prévention et le contréle
des maladies (ECDC- European Centre for Disease Prevention and Control)) indiquent
qgu’en France en 2019, 8,8% des isolats invasifs d’E. coli étaient résistants aux C3G
(tendance a la baisse), 30,2% pour K. pneumoniae. Enfin, 11,5% des souches de P.

aeruginosa étaient résistantes au ceftazidime (82).
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1.2.4.2.

Carbapénémases

D’aprés les données EARS-Net, en France en 2019, moins de 1% des souches

invasives d’E. coli étaient résistants aux carbapénemes (imipénéme, méropéneme)

contre 1% des isolats de K. pneumoniae (avec une tendance a la hausse), 12,7% des

isolats de P. aeruginosa (avec une tendance a la baisse) et 9% des isolats

d’Acinetobacter spp. (82).

Concernant les entérobactéries, les carbapénémases les plus fréquentes en France

sont de type OXA-48 (71,8%), NDM (15,7%), VIM (4,9%), KPC (3%), IMP (1,3%)

(Tableau 15). Pour ce qui est des souches de P. aeruginosa productrices de

carbapénémase, les enzymes de type VIM sont les plus fréquentes (74,7% des

souches analysées) (81). Elles sont toutes recherchées dans la cartouche ePlex Gram

négatif.

Carbapénémase Classification

OXA-48

NDM

VIM

KPC

IMP

d’Ambler

Classe D

Classe B
(métallo-B-
lactamase)

Classe B
(métallo-B-
lactamase)

Classe A

Classe B
(métallo-B-
lactamase)

Hydrolyse des
B-lactamines

Toutes sauf
ceftazidime +/-
céfotaxime/ceft

riaxone

Toutes sauf

aztréonam

Toutes sauf
aztréonam

Toutes

Toutes sauf
aztréonam

Inhibée par
(in vitro)

/

EDTA
Acide
dipicolonique

EDTA
Acide
dipicolonique
Acide
boronique
Partiellement
par IBL

EDTA
Acide
dipicolonique

Tableau 15 : Détails des différentes carbapénémases les plus fréquentes en France

Adapté d’aprés (83—-85)

Germes
fréequemment
impliqués
Entérobactéries
(principalement
E. coli et K.
pneumoniae)
Entérobactéries
(principalement
E. coli et K.
pneumoniae)
Entérobactéries

Entérobactéries,
P. aeruginosa,
A. baumannii

Entérobactéries

Mortalité

67

N.C

18% a
67%

18% a
67%

>50%

18% a
67%



En cas d’isolement d'une bactérie productrice de carbapénémase dans une
bactériémie, les options thérapeutiques sont limitées. Il est possible d’avoir recours a
des antibiotiques anciens, mis de c6té pour leur toxicité. C’est le cas de la colistine
notamment, ou encore d’antibiotiques de seconde ligne comme la fosfomycine ou la
tigécycline (86,87). De nouveaux antibiotigues comme l'association ceftazidime-
avibactam, I'imipenéme-relebactam, le méropeneme-vaborbactam, ou parfois encore
en phase d’évaluation comme l'aztréonam-avibactam, figurent parmi les options

thérapeutiques selon le type de carbapénémase identifié (88).

1.2.4.3. Résistance a la méticilline des staphylocoques

Cette résistance est liée a l'acquisition d’'une nouvelle PLP alternative, la PLP2a,
beaucoup moins affine envers les B-lactamines. La résistance est portée par les génes
mecA ou mecC, contenus dans un élément génétiqgue mobile intégré au chromosome
bactérien (SCCmec, staphylococcal cassette chromosome). Cette résistance s’étend
a toutes les [-lactamines a I'exception des nouvelles « C5G » (ceftaroline,
ceftobiprole) qui présentent une tres bonne efficacité, évaluée a 86,2% et 96,5%
respectivement, sur des souches de SARM en Europe en 2015 (89).

En 2019, selon EARS-Net, 11,6% des isolats invasifs en France de S. aureus étaient

résistants a la méticilline avec une tendance a la baisse (82).

SiI'on en croit les données du CNR des staphylocoques de Lyon, en 2018, sur les 166
souches de S. aureus et 33 souches de staphylocoques a coagulase négative (SCoN)
envoyées pour expertise et pour lesquelles était demandée une étude de sensibilité
ou de résistance a la méticilline, 41,5% des souches de S. aureus s’avéraient étre des

SARM avec une présence du gene mecA dans des 85,5% cas et mecC dans 14,5%
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des cas. Quant aux SCoN, ils étaient résistants a la méticilline dans 36,4% des cas,

avec une présence du gene mecA dans 100% des cas (90).

1.2.4.4. Résistance aux glycopeptides (vancomycine, teicoplanine) des

entérocoques

Les entérocoques possedent une PLP de faible affinité pour les p-lactamines, la PLP5,
leur conférant une résistance intrinséque a l'oxacilline, aux céphalosporines et a
certaines autres [B-lactamines. Toutefois, une sensibilité a certaines d’entre elles
persiste mais dépend de I'espéce : ainsi les souches d’E. faecium sont majoritairement
résistantes a I'amoxicilline, alors que I'espéce E. faecalis est constamment sensible
aux peénicillines A. Les antibiotiques de recours sont la vancomycine ou la
daptomycine. Cependant, depuis plusieurs années, on assiste a I'’émergence
d’entérocoques résistants aux glycopeptides (ERG) par I'acquisition des génes vanA
ou vanB, modifiant la cible des glycopeptides. Le mécanisme de résistance conféré
par ces 2 genes entraine la substitution du dipeptide du peptidoglycane D-Ala-D-Ala
par un peptide D-Ala-D-Lac, ce qui diminue de facon conséquente leur affinité pour les
glycopeptides. Le gene vanA est inductible par la vancomycine et la teicoplanine, alors
gue vanB I'est seulement par la vancomycine (91). Selon les données 2018 du CNR
de la résistance aux antibiotiques, sur les 725 souches d’entérocoques confirmées
résistantes aux glycopeptides, le géne vanA était majoritaire parmi les ERG (n=487;

67%), suivi du gene vanB (n=231, 32%) (81).

En 2019, d’apres EARS-Net, 0,7% des isolats invasifs d’E. faecium étaient résistants

a la vancomycine (82).
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1.2.4.5. Epidémiologie des résistances au CHUGA

Au niveau de notre centre, les SARM suivent une cinétique plutdt décroissante avec 6
% de Staphylococcus aureus résistants a la méticilline en 2019, alors que pour les
bactéries & Gram négatif la tendance est a 'augmentation, avec des taux croissants

de production de BLSE, voire inquiétants pour K. pneumoniae (Tableau 16, Figure 19).

2016 2017 2018 2019
SARM 9,60% 11% 3,20% 6%
Entérobactéries BLSE 8,50% 8,80% 9,90% 10,40%
E. coli BLSE 5% 8,7% 9,0% 9%
K. pneumoniae BLSE 3,4% 17,9% 22,2% 23%
E. cloacae BLSE 0,6% 9,6% 9,6% 22%
E. coli BLSE d’origine 48,40% 33,30% 10% 31%
nosocomiale
K. pneumoniae BLSE 47,60% 33,30% 21,60% 65%
d’origine nosocomiale
E. cloacae BLSE d’origine 100% 100% 0% 73%

nosocomiale

Tableau 16 : Prévalence des principales résistances au CHUGA depuis 2016.
Adapté d’apres « Bilan des bactériémies 2016-2019, collaboration Bactériologie-Infectiologie-Hygiéne hospitaliere,
CHU Grenoble Alpes »

25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

- I l II I

0,00% f—

SARM Entérobactéries E. coli BLSE K. pneumoniae  E. cloacae BLSE
BLSE BLSE

m2016 m2017 2018 2019

Figure 19 : Evolution des principales résistances au cours des années 2016 a 2019 au CHUGA.
D’apres « Bilan des bactériémies 2016-2019, collaboration Bactériologie —Infectiologie -Hygiene hospitaliere, CHU
Grenoble Alpes »
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1.3. Techniques rapides d’identification des micro-organismes

pathogenes et des genes de résistance par PCR multiplexe syndromique

Depuis une dizaine d’années, I'utilisation de PCR dites syndromiques s’intensifie. Ces
PCR proposent, selon la présentation clinique du patient, la recherche d’un panel de
pathogenes parmi les plus fréquemment impliqués dans un tableau clinique
caractéristique (méningite/encéphalite, sepsis, respiratoire...) en un seul test rapide.
Les gains espérés sont a la fois un gain clinique par la réduction des délais
diagnostiques, un gain de temps technique, ainsi qu’un gain économique par la
diminution des examens complémentaires inutiles, des traitements superflus et la

réduction des durées des séjours hospitaliers.

Dans le cadre de cette these, nous nous focaliserons sur les PCR syndromiques et
leur impact meédico-économique. Les autres techniques rapides d’identification
bactérienne des bactériéemies et leurs performances microbiologiques ont déja fait

I'objet de revues récentes et détaillées (92—94).

Plusieurs acteurs se sont positionnés sur le marché des PCR multiplexes avec des
panels différents. Les principaux fabricants sont les sociétés GenMark Diagnostics
(Panels ePlex, Tableaux 19-21), BioFire/BioMérieux (Panels FilmArray, Tableau 17),
Luminex (Panels Verigene, xTag, Tableau 18), Becton Dickinson (Panels BD MAX) et
QIAGEN (QIlAstat-Dx Panel) (95,96).
lls proposent des panels adaptés a différents types d’infections :

- Respiratoires (ePlex, FilmArray, Verigene, XTAG, QIAstat-Dx)

- Sepsis (ePlex, FilmArray, Verigene)

- Gastro-intestinaux (FilmArray, Verigene, XTAG, BD MAX, QlAstat-Dx)

- Systéme nerveux central (FilmArray)
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Le principe général de ces plateformes est semblable : un systéeme automatisé central
accueille une cartouche contenant les réactifs dans laquelle est ajoutée une aliquote
du prélevement d’intérét, seule étape d’intervention technique humaine. Ces PCR
syndromiques permettent de réduire de facon notable le temps technique (temps réduit
de 1 a 7 minutes selon les panels et les fabricants), d’accroitre le nombre de cibles
pathogénes recherchées (de 3 a 43 selon les panels et les fabricants), en un temps

analytique réduit (de 0,75 a 5 heures selon les panels et les fabricants).

Les technologies FilmArray, Verigene et ePlex sont détaillées ci-dessous. Le principe
des panels ePlex BCID de GenMark® sera détaillé de maniere plus compléte, car il

s’agit du test évalué dans le protocole HEMOFAST présenté dans cette these.

1.3.1. Technologies FilmArray et Verigene
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Principe général Unité centrale

Cartouche

Insertion de la
cartouche dans la
station de chargement.
Ajout de la solution
d’hydratation et de
I'échantillon patient.
Insertion de la
cartouche dans l'unité
centrale.

Etapes automatisées
de lyse cellulaire,
d’extraction de 'ARN
ou ADN, de purification
puis d‘amplification par
2 étapes de PCR (PCR
nichées).

Sample Prep Amplification

Détection par
hybridation des
séquences amplifiées
avec des sondes
couplées a des
fluorochromes.

oS @ @

Insérer la cassette Jlacker i sokation Ajouter le tampon
dans la station lfi'h(;d ati(;ionc de I’échantillon et
de chargement = échantillon

Detection

Injecter
I'échantillon

| m] =
+ (X

Insérer la cassette
dans [l'instrument
et lancer I'analyse

Purification
des acides

Tableau 17 : Composition et principe du test FilmArray.

D’apres https://www.biomerieux-diagnostics.com/filmarray, https://www.biomerieux-usa.com/clinical/biofire-film-array, https://www.biomerieux.fr/diagnostic-

clinique/filmarray-me-panel-meningite-encephalite
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Principe général Unité centrale Cartouche

Utilisation de 4 consommables 2 éléments :

a usage unique par test : - Verigene Processor SP : combine
- Une plaque I'extraction, la purification, I'amplification et
d’extraction I'hybridation d'acides nucléiques
- Un support de pointe automatisés dans chaque module.
- Une plaque -Verigene Reader : interpréte les résultats
d’'assemblage de la cartouche

- Une cartouche

Chargement sur le La cartouche contient 2 éléments séparables : un pack de réactifs et un support de

d’assemblage. Insertion de la

cartouche et de I'échantillon. e
Au bout de 2 heures, retrait de L

la cartouche du VERIGENE E—

« VERIGENE PROCESSOR - - substrats
dS’Zx);rg ;ir:; p(ljaquﬁ ort de 2 B Le pack de réactifs est une cassette microfluidique qui contient tous les réactifs

ointe et de, la pla pupe — —= ‘ d'hybridation nécessaires pour un seul test et capture les déchets générés pendant le
p plaq . . . traitement du test.

= Le support de substrats contient une lame de verre qui sert de support solide pour le
microréseau utilisé pour capturer les acides nucléiques ciblés.

PROCESSOR SP et 2 Verigene Processor SP (a gauche) 1

séparation du support de Verigene Reader (a droite) _— ~‘A P eele For
substrat du reste de la = C
cartouche. Chargement dans i
le « VERIGENE Reader » pour | Focus sur la technologie de détection : I e
I'analyse finale : 10 secondes i Folvs
pour obtenir les résultats. A : Brin ADN complémentaire lié au €T H

microréseau Il
Détection par diffraction de B : ADN extrait se liant a A et dépassant "_
lumiére créée par la liaison de de A D -}
particules d’argent sur une C : Séquence médiatrice pontant par sa ’ -4 B
particule d’or, entrainant la partie basse le brin cible complémentaire / A I /’
création d’un spot lumineux B et par sa partie haute (contenant des :
visible sur la lame en cas de polyA) la queue poly-T liée a la particule
cible. D : particule d’or liée a une queue poly-T

Tableau 18 : Composition et principe du test Verigene.
D’aprés https://www.luminexcorp.com/the-verigene-system/ 74



1.3.2. Technologie ePlex

Intéressons-nous a présent plus en détail a la PCR ePlex. Fabriquée et
commercialisée par GenMark Diagnostics Inc. (5964 La Place Court, Carlsbad, CA
92008, USA), la PCR multiplexe ePlex® est un test de diagnostic in vitro d’amplification
des acides nucléiques, destiné a détecter et identifier simultanément un panel d’agents
infectieux et de génes de résistances. Ce test multiplexe est en grande partie

automatisé, seul un temps technique court (environ 2 minutes) est requis (Figure 20).

Dans le cadre du diagnostic des bactériémies et fongémies, c’est un test diagnostique
qui vient s’ajouter a la prise en charge classique sans la remplacer. Il s’effectue
directement sur un flacon d’hémoculture positif, apres coloration de Gram pour
permettre le choix du panel a utiliser parmi les panels GP, GN et FP. Les différents

panels sont résumeés ci-dessous (Tableaux 19, 20 et 21).

@

P

Etape 1 : Dépét de I'échantillon Etape 2 : Insertion de la cartouche Etape 3 : Génération du rapport
dans la cartouche ePlex dans 'automate ePlex de résultat

Figure 20 : Déroulement technique du test ePlex®
D’aprés https://www.genmarkdx.com/int/solutions/panels/eplex-panels/blood-culture-identification-panels/
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1.3.2.1. Composition des panels

Chaque cartouche contient un panel de bactéries a Gram positif (GP), a Gram négatif

(GN) ou de micromycétes (FP) parmi les plus fréquents. Les panels GN et GP

associent a lidentification du pathogéne, la recherche de quelques génes

résistances choisis pour leur impact clinique majeur.

Panel de la cartouche BCID-GN (Gram néqgatif) :

de

Bactéries (n=21)

Geénes de résistance (n=6) et type de
B-lactamase

Cibles pan-

Acinetobacter baumannii
Bacteroides fragilis
Citrobacter
Cronobacter sakazakii
Enterobacter (non complexe cloacae)
Enterobacter complexe cloacae
Escherichia coli
Fusobacterium nucleatum
Fusobacterium necrophorum
Haemophilus influenzae
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae group
Morganella morganii
Neisseria meningitidis
Proteus
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella
Serratia
Serratia marcescens
Stenotrophomonas maltophilia

CTX-M BLSE

Pan Gram Positif

IMP Carbapénémase

Pan Candida

KPC Carbapénémase

NDM Carbapénémase

OXA (OXA-23 et Carbapénémase
OXA-48)
VIM Carbapénémase

Tableau 19 : Liste des cibles du panel de la cartouche BCID-GN

D’aprés (97)

Le panel BCID-GN détecte également la présence de plusieurs espéces de levures du

genre Candida spp. via une cible pan-Candida (détectant C. albicans, C. glabrata, C.

krusei, C. parapsilosis) et de bactéries a Gram positif via une cible pan-Gram positif

(détectant les genres Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus et Enterococcus). Les

panels correspondants doivent étre utilisés dans un second temps en cas de détection

de ces cibles pan-Candida ou pan-GP.

76




Panel de la cartouche BCID-GP (Gram positif) :

Bactéries (n=20) Geénes de résistance (n=4) et réle enzymatique Cibles pan-
Bacillus groupe cereus mecA Résistance a la Pan Gram Négatif
Bacillus groupe subtilis meéticilline

Corynebacterium Pan Candida

Cutibacterium acnes mecC Résistance a la
(Propionibacterium acnes) meéticilline
Enterococcus
Enterococcus faecalis vanA Résistance aux
Enterococcus faecium glycopeptides
Lactobacillus —
Listeria vanB Reésista nce aux
Listeria monocytogenes glycopeptides
Micrococcus
Staphylococcus

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus lugdunensis

Streptococcus
Streptococcus agalactiae
(streptocoque du groupe B)
Streptococcus groupe anginosus
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
(streptocoque du groupe A)

Tableau 20 : Liste des cibles du panel de la cartouche BCID-GP
D’apres (97)

Comme pour le panel BCID-GN, le panel BCID-GP contient une cible pan-Candida et
une cible pan-Gram négatif (détectant jusqu’a 95% des bactéries a Gram négatif et
notamment les Enterobacteriaceae, Acinetobacter, Pseudomonas, Bacteroides,

Stenotrophomonas maltophilia, Serratia et Neisseria) (98).

En ce qui concerne les génes de résistances détectés, lors de la validation des
résultats de ces cartouches, il faut bien garder a I'esprit que seuls certains mécanismes
de résistance de fort impact thérapeutique sont recherchés par cette PCR. De
multiples autres mécanismes de résistance existent. Il faut donc bien connaitre les
résistances recherchées dans les panels BCID, pour ne pas tirer de conclusions
erronées sur la sensibilité aux antibiotiques basées uniquement sur le résultat de cette
PCR. Toutefois, si'on extrapole les données des CNR déja décrites auparavant, nous

pouvons estimer qu’en France en 2018 (81,90) :

- plus de 90% des enzymes BLSE sont de type CTX-M et seront donc détectées

par le panel BCID-GN
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- 74,7% des carbapénémases de P. aeruginosa sont de type VIM et seront
détectées par le panel BCID-GN

- 95,4% des entérobactéries résistantes aux carbapénémes produisent une
carbapénémase de type OXA-48, NDM, VIM, KPC. Toutes sont présentes dans
le panel BCID-GN.

- 99% des entérocoques résistants aux glycopeptides possédent les genes vanA
ou vanB, présents dans le panel BCID-GP

- 100% des SARM possédent le géene mecA ou mecC et 100% des
staphylocoques a coagulase négative résistants a la méticilline possédent le

géne mecA présents dans le panel BCID-GP

Au total, la couverture des principaux génes de résistance s’avere tout a fait
intéressante pour une technique rapide, qui sera toujours associée a un
antibiogramme. Il est néanmoins important de rappeler qu’en cas d’identification de
plusieurs bactéries et d’'un géne de résistance, on ne peut savoir précisément quelle

bactérie en est porteuse.

Le dernier panel, le panel fongique (Tableau 21), couvre 15 cibles fongiques mais ne
recherche pas la présence de génes de résistance. En revanche, il permet la détection
rapide de C. auris, un pathogéne considéré comme émergent avec des
caractéristiques de résistances aux azolés inquiétantes et classé par le CDC (center
for disease control, centre pour le contréle des maladies) comme menace urgente (98—

100) .
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Panel de la cartouche fongique BCID-FP :

Espéces Sous-espéces

Candida C. albicans, C. auris, C. dubliniensis, C. famata, C.
glabrata, C. guilliermondii, C. kefyr, C. krusei, C.
lusitaniae, C. parapsilosis, C. tropicalis

Cryptococcus C. gattti, C. neoformans

Fusarium

Rhodotorula

Tableau 21 : Panel de la cartouche fongique (n=15)
D’apres (97)

1.3.2.2. Technologie ePlex : électromouillage et eSensor

La technologie innovante de cette PCR repose sur I'utilisation d’'une cartouche a usage
unique (Figure 21), qui effectue de maniere automatisée les étapes normalement
manuelles d’'une PCR, a savoir celles d’extraction, d’automatisation et de détection,
en combinant la technologie de I'électromouillage et la technique propriétaire de
détection: GenMark's eSensor®. Cette technologie associe une détection
électrochimique a I'hybridation compétitive de I'ADN, permettant de garantir une
spécificité élevée, car la détection n’est pas basée sur une détection optique ou par

fluorescence.

Figure 21 : Image des 3 cartouches disponibles constituant le panel bactériémies et fongémies.
D’aprés https://genmarkdx.com/panels/eplex-panels/bcid-panels/
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La réalisation du test est simple : 50 yL de sang de I'hnémoculture d’intérét sont
déposés dans la chambre de réaction de la cartouche (Figure 22 : A). Cette étape est
la seule intervention humaine et a une durée estimée selon le fabriquant & moins de 2
minutes, ce que nous confirmons en pratique. La cartouche BCID est alors préte a étre
installée dans I'automate ePlex®. L’échantillon et les réactifs sont déplacés dans
toutes les chambres réactionnelles par la technique de I'électromouillage (utilisation
de champs électriques pour diriger des gouttelettes sur la surface hydrophobe d’un
circuit imprimé). L'extraction et la purification se font par extraction magnétique en
phase solide. De 'ADN complémentaire double-brin est généré par la PCR, puis est
séparé en simples brins par une exonucléase. L’ADN cible ainsi formé va pouvoir se
lier a 2 sondes, dont 'une est fixée sur des électrodes recouvertes d’or (sonde de
capture) et 'autre est marquée au ferrocéne (sonde signal). Ces deux sondes sont
spécifiques de chaque ADN cible a détecter (correspondant a un géne spécifique d’'un
pathogéne ou a un géne de résistance).

Detection/Salting

(insige cartriage)

Recon/
Elute

= o R f ‘\ |
K(J - o \ Wash ); ‘
/ % |/ Binding + ‘ / B >
(,’ A ‘ g - _-'..\ )

e

Figure 22 : Représentation schématique de l'intérieur d’une cartouche
Adapté d’apres https://genmarkdx.com/wp-content/uploads/2017/11/MSDS0024-B-ePlex-RP-Safety-Data-Sheet-
SDS-CLP-EU-French.pdf
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Ainsi, si la cible (bactérie, micromycéte ou géne de résistance) est présente dans le
prélevement, TADN amplifié va se lier aux deux sondes permettant sa détection par la
génération d’'un petit signal électrique (grace au ferrocéne) qui sera mesuré par

voltampérométrie (95,101,102).

Les étapes d’hybridation et d’émission du signal sont résumées dans la figure 23 ci-

dessous :

CURRENT NANOAMPS

CAPTURE PROBES 02 00 02 04 06

PRE-ASSEMBLED

GOLD ELECTRODE
TO THE GOLD VOLTAGE

ELECTRODES

> 5

Figure 23: Représentation schématique du principe analytique de la PCR ePlex®
Le complexe ADN cible-sonde signal précédemment créé se lie a la sonde de capture fixée sur une électrode a
l'or. L’hybridation entre 'ADNc, les sondes signal et de capture entraine la production d’un courant électrique
mesuré par voltampérométrie. C’est cette génération, ou non-génération, de signal qui permet de déterminer la
présence, ou I'absence, du pathogene/gene de résistance d’intérét. D’apres (101)

1.3.3. Principaux panels de PCR multiplexe syndromique commercialisés

Voici le résumé des caractéristiques et des pathogenes recherchés par les principales
PCR syndromiques actuellement commercialisées (Tableaux 22-25, non exhaustifs

et datant pour la plupart d’avant l'inclusion du SARS-CoV-2) :
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Nom du Nombre
panel de cibles
total

Fabriquant

BioFire® 34
FilmArray®
Pneumonia
Panel plus

FilmArray

FilmArray® 23
Respiratory
Panel 2.1
plus (RP2.1
plus)

NXTAG® 20
Respiratory
Pathogen
Panel

Luminex

Bactéries

18
Acinetobacter complexe calcoaceticus-
baumannii
Enterobacter complexe cloacae
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Klebsiella aerogenes
Klebsiella groupe oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Proteus spp.

Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Chlamydia pneumoniae
Legionella pneumophila
Mycoplasma pneumoniae

4
Bordetella pertussis
Bordetella parapertussis
Chlamydia pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae

2

Chlamydophila pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae

Panel respiratoire

Micromy Virus
cétes
0 9
Adénovirus

Coronavirus
Métapneumovirus humain
Entérovirus/rhinovirus humains
Virus de la grippe A et B

Coronavirus du syndrome respiratoire du

Moyen-Orient (MERS CoV)
Virus parainfluenza
Virus respiratoire syncytial

0 19

Adénovirus

Coronavirus HKU1, 229E, OC43, NL63

MERS-CoV
SARS-CoV-2
Métapneumovirus humain

Rhinovirus humain/Entérovirus
Virus de la grippe A, A/H1, A/H1-2009,

A/H3, B
Virus parainfluenza 1 a 4
Virus respiratoire syncytial

0 18

Entérovirus/rhinovirus humains

Adénovirus
Virus parainfluenza 1 a 4

Coronavirus HKU1, NL63, 229E, OC43
Influenza A, AH3, AH1, B
Virus respiratoire syncytial A et B

Métapneumovirus humain
Bocavirus

Détection de

Temps
technique
(minutes)

2

Durée Colit
du test

(h)
1 =~
130€
HT
0,75 =
100€
HT
5
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Luminex = VERIGENE®
Respiratory
Pathogens
Flex Test

GenMark ePlex
Respiratory
Pathogen
(RP) Panel

QIAGEN QlAstat-Dx
Respiratory
Panel

Tableau 22 : Principales PCR syndromiques respiratoires actuellement commercialisées

16 3

Bordetella pertussis
Bordetella parapertussis/B. bronchiseptica
Bordetella holmesii

17 2

Chlamydia pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae

21 3
Mycoplasma pneumoniae
Legionella pneumophila
Bordetella pertussis

13

Adénovirus
Métapneumovirus humain
Influenza A, A (sous-types H1 et H3), B
Virus parainfluenza 1 a 4
Rhinovirus
Virus respiratoire syncytial A et B

15
Adénovirus

Coronavirus (229E, HKU1, NL63, OC43)

Métapneumovirus humain
Entérovirus/rhinovirus humains Influenza

A, A H1, A H1-2009, A H3, B
Virus parainfluenza 1 a 4
Virus respiratoire syncytial A et B

18
Influenza A, A sous-type H1N1/2009,
sous-type H1, sous-type H3 et B
Coronavirus 229E, HKU1, NL63, OC43
Virus parainfluenza 1 a 4
Virus respiratoire syncytial A/B
Métapneumovirus humain
Adénovirus
Bocavirus
Rhinovirus/Entérovirus

15

= 130
€TTC

107,5
€
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Nom
commercial

FilmArray

Luminex

QIAGEN

Luminex

Nom du panel

FilmArray® Gl
Panel

(Gastrointestinal)

VERIGENE®
Enteric

Pathogens Test

QIAstat-Dx

Gastrointestinal

Panel

XTAG®

Gastrointestinal
Pathogen Panel

Nombre
de cibles
total

22

24

15

Panel gastro-intestinal

Cibles bactériennes

13
Campylobacter (jejuni, coli et upsaliensis)
Clostridium difficile (toxine A/B)
Plesiomonas shigelloides
Salmonella
Yersinia enterocolitica
Vibrio (parahaemolyticus, vulnificus et cholerae)
E. coli entéroaggrégative (EAEC), entéropathogéne
(EPEC), entérotoxigénique (ETEC) lt/st, produisant
des Shiga-toxines (STEC) stx1/stx2
E. coli 0157
E. coli Shigella/entéroinvasive (EIEC)

7

Campylobacter Groupe
Salmonella spp.
Shigella spp.

Vibrio Groupe
Yersinia enterocolitica
Shiga Toxine 1 (stx1) et 2 (stx2)

14

Vibrio (parahaemolyticus, vulnificus et cholerae)
Campylobacter spp. (Campylobacter jejuni,
Campylobacter upsaliensis, Campylobacter coli)
Salmonella spp.

Clostridium difficile (tcdA/tcdB)

Yersinia enterocolitica
E. coli entérotoxigénique (ETEC), entéropathogéne
(EPEC), entéroaggrégative (EAEC), producteur de
shigatoxines,
producteur de shigatoxines et sérotype O157:H7
E. coli entéroinvasive (EIEC)/Shigella
Plesiomonas shigelloides

9
Campylobacter
Clostridium difficile Toxine A/B
Escherichia coli 0157
E. coli entérotoxigénique LT/ST
E. coli productrice de shigatoxines stx1/stx2
Salmonella
Shigella
Vibrio cholerae
Yersinia enterocolitica

Parasites

4

Cryptosporidium
Cyclospora
cayetanensis
Entamoeba
histolytica
Giardia lamblia

4
Entamoeba
histolytica
Cryptosporidium

spp. Giardia lamblia

Cyclospora
cayetanensis

3
Cryptosporidium
Entamoeba
histolytica
Giardia

Virus

5
Adenovirus F
40/41
Astrovirus
Norovirus GI/GlI
Rotavirus A
Sapovirus (I, I,
IV etV)

2

Norovirus
Rotavirus

6
Adenovirus
humain F40/F41
Norovirus Gl
Norovirus GlI
Rotavirus A
Astrovirus
Sapovirus Gl,
Gll, GIV et GV

3
Adénovirus
40/41
Norovirus GI/GlI
Rotavirus A

Détection
de génes
de
résistance

0

Temps
technique
(minutes)

2

Durée
du test

(h)

1

Colt
du test
unitaire

~ 90€
HT

105%
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Référe
nce

(109,
110)

(111)

(108,
112)

(113)



BD Max Test BD MAX™
Bactéries
Entériques

(panel étendu

disponible, en

sus du panel
classique)

BD Max Test BD MAX™
Parasites
Entériques

BD Max Détection des
Virus Entériques
sur le systeme
BD MAX™

4 0

Salmonella spp.
Campylobacter spp. (jejuni et coli)
Shigella spp. / E. coli entéro-invasif (EIEC)
Geénes de Shiga-toxines 1 (stx1) et2 (stx2)

Panel étendu (+5) :
Yersinia enterocolitica
E. coli entérotoxigénique (ETEC)
Plesiomonas shigelloides
Vibrio spp. (V. vulnuficus/ V. parahaemolyticus/V.
cholerae)

0 3

Giardia lamblia
Cryptosporidium
spp. (C. parvum et
C. hominis)
Entamoeba
histolytica

0 0

Tableau 23 : Principales PCR syndromiques gastro-intestinales actuellement commercialisées

5

Norovirus
Rotavirus
Adénovirus
Astrovirus
Sapovirus

1 2
NC 4.5
NC 3
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Nom commercial

FilmArray

QIAGEN

Nom du panel

FilmArray® ME Panel
(Méningite/Encéphalite)

Central Nervous System
Panel (CNS)
(en développement)

Nombre
de cibles
total

14

20

Panel « infections du SNC »

Bactéries

6

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

Neisseria
meningitidis
Streptococcus
pneumoniae,
Streptococcus
agalactiae
Listeria
monocytogenes
Haemophilus
influenzae

Micromycétes

1

Cryptococcus
neoformans / gattii

Virus

7

Cytomégalovirus
Entérovirus
Virus herpés
simplex 1 et 2
Herpés virus
humain 6
Paréchovirus
humain
Virus varicelle-zona

Entérovirus,
Coxsackievirus,
Echovirus
Poliovirus

Tableau 24 : Principales PCR syndromiques du SNC actuellement commercialisées ou en cours de développement

Détection de Temps
géenes de technique
résistance (minutes)

0 2
1

Durée Colt Référence
du test
(h)
1 =100€ (117,118)
HT
1 / (119)
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Nom
commercial

FilmArray

FilmArray

Luminex

Nom du panel

FilmArray®
BCID Panel

BioFire BCID2
Panel

VERIGENE®
Bloodstream
Testing Panels
Gram-Positive
Blood Culture
Test
(BC-GP)

Nombre
de
cibles
total
27

43

16

Panel « sepsis »

Cibles bactériennes

19
Enterococcus
Listeria monocytogenes
Staphylococcus
Staphylococcus aureus
Streptococcus

Streptococcus agalactiae, pyogenes, pneumoniae

Acinetobacter baumannii
Haemophilus influenzae
Neisseria meningitidis
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriaceae
Enterobacter complexe cloacae
Escherichia coli
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Proteus
Serratia marcescens

26

Panel BCID augmenté de :

Acinetobacter complexe calcoaceticus-baumannii

Bacteroides fragilis
Klebsiella aerogenes
Salmonella
Stenotrophomonas maltophilia
Enterococcus faecalis et faecium
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus lugdunensis

13

Staphylococcus aureus, epidermidis, lugdunensis
Streptococcus agalactiae, pneumoniae, pyogenes

Enterococcus faecalis et faecium
Streptococcus anginosus
Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Micrococcus spp.
Listeria spp.

Micromyceétes

5

Candida albicans
Candida glabrata
Candida krusei
Candida parapsilosis
Candida tropicalis

7

Candida albicans
Candida auris
Candida glabrata
Candida krusei
Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Cryptococcus neoformans/gattii

Autres
cibles

Détection Temps Durée
de genes | technique du test

de (minutes) (h)
résistance

3 2 1
vanA/B
mecA
KPC

10 2 1
IMP
KPC
OXA-48-like
NDM
VIM
mcr-1
CTX-M
mecA/C
mecA/C et
MREJ
vanA/B

3 5 2,5
mecA
vanA
vanB

Colt Référe
nce

129% (120,1
21)

(122)

(123)
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Luminex

ePlex

ePlex

VERIGENE®
Bloodstream
Testing Panels
Gram-
Negative
Blood Culture
Test
(BC-GN)

ePlex BCID-
GP Panel

ePlex BCID-
GN Panel

15

26

29

9

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Acinetobacter spp.
Citrobacter spp.
Enterobacter spp.
Proteus spp.

20

Bacillus groupe cereus et groupe subtilis
Corynebacterium
Enterococcus
Enterococcus faecalis et faecium
Lactobacillus
Listeria
Listeria monocytogenes
Micrococcus
Propionibacterium acnes
Staphylococcus
Staphylococcus aureus, epidermidis, lugdunensis
Streptococcus
Streptococcus agalactiae, groupe anginosus,
pneumoniae

21

Acinetobacter baumannii
Bacteroides fragilis
Citrobacter
Cronobacter sakazakii
Enterobacter complexe cloacae
Enterobacter (complexe non-cloacae)
Escherichia coli
Fusobacterium necrophorum et nucleatum
Haemophilus influenzae
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Morganella morganii
Neisseria meningitidis
Proteus
Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella
Serratia
Serratia marcescens
Stenotrophomonas maltophilia

Pan-
Candida
Pan-
Gram
négatif

Pan-
Candida
Pan-
Gram
positif

CTX-M
IMP
KPC
NDM
OXA
VIM

mecA
mecC
vanA
vanB

6 2 1,5
CTX-M
IMP
KPC
NDM
OXA (OXA-
23 et OXA-
48)
VIM
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ePlex

ePlex BCID-
FP Panel

15

Tableau 25 : Principales PCR syndromiques du sepsis actuellement commercialisées

15

C. albicans
C. auris
C. dubliniensis
C. famata
C. glabrata
C. guilliermondii
C. kefyr
C.krusei
C. lusitaniae
C. parapsilosis
C. tropicalis
C.gattti
C.neoformans

15
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1.4. Performances diagnostiques et impact médico-économique des

PCR syndromiques

Les PCR syndromiques sont assez récentes mais la littérature commence a s’étoffer.
Les performances de ces PCR multiplexes ont été évaluées par comparaison aux
techniques conventionnelles (culture et/ou PCR simplex selon le type de pathogene
recherché) avec le risque que le multiplexage des cibles diminue de maniére plus ou

moins significative la sensibilité de ces tests, par rapport a des PCR simplex.

1.4.1. Cas des PCR multiplexes respiratoires

1.4.1.1. Protocoles des études

L’analyse de la littérature retrouve différentes études résumées dans le tableau 26 ci-
dessous : une revue de 13 tests moléculaires rapides (uniplexes ou multiplexes) pour
la détection des virus respiratoires publiée en 2019 (124); une étude comparative entre
le panel ePlex et une PCR temps réel maison développée par un laboratoire de
virologie (125); une étude médico-économique comparant I'ePlex a une PCR
« maison » portant sur 64 patients avec des signes respiratoires (126); une étude
rétrospective avant/apres chez des patients présentant des symptémes respiratoires,
ayant eu une PCR par une ancienne technique de référence (XTAG panel respiratoire,
Luminex®) puis par la nouvelle PCR rapide ePlex (GenMark®, panel respiratoire)
apres son implémentation dans le laboratoire (USA) (127) et enfin, une étude
impliquant le panel respiratoire FilmArray mis en place dans un hopital néerlandais

pendant la période hivernale de Décembre 2014 a Avril 2015 (128) .
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Référence Type d’étude Nombre Pays Période

d’analytes
Vos et al. Revue 71 études Pays-Bas Interrogation de la
(124) littérature le 31 ao(t
2017
Nijhuis et al. Analyse 343 échantillons = Ecosse et Pays-Bas Echantillons datant
(125) rétrospective 2009 a 2016
Van Rijn et al. Prospective 68 échantillons Pays-Bas Janvier et mars 2017
(126) monocentrique
Weiss et al. Analyse 344 patients Etats-Unis Novembre 2016
(127) rétrospective Février 2019
Poelman et al. Analyse 492 prescriptions Pays-Bas Décembre 2014
(128) économique Avril 2015

Tableau 26 : Tableau synthétique des études présentées portant sur les PCR multiplexes respiratoires

1.4.1.2. Performances microbiologiques

D’aprés la revue de la littérature, les sensibilités des PCR multiplexes s’échelonnaient
de 88,7% a 93,1% pour des spécificités comprises entre 94,2% a 97,9%. Les résultats
faussement négatifs semblaient étre liés a de faibles charges virales ou bactériennes
(124). Dans I'étude de Nijhuis et al, avant investigation des discordances, le taux
d’accord entre I'ePlex et la PCR maison était de 97,4% sur 343 prélevements
comportant 464 pathogenes respiratoires. Les discordants PCR maison@®/ePlex©
étaient principalement des prélévements avec une charge virale ou bactérienne faible
(Ct élevé). En excluant les pathogenes avec un Ct >35, le taux d’accord passait a
99,1%. Soulignons que les performances de la technique standard peuvent également
parfois étre mis en cause. En effet, dans cette méme étude la PCR multiplexe ePlex a
détecté 15 pathogénes dans 14 prélévements, non identifiés par la PCR « maison »
(125).

Parmi toutes ces études les délais de rendu de résultat étaient abaissés a [1,5-3,35]
heures contre [3,25-37,1] heures auparavant (p<0,001 du fait de plusieurs parametres)
(124-128). Le délai dexécution était diminué avec les techniques
multiplexes/uniplexes rapides par rapport aux PCR conventionnelles du fait d’'une

réalisation en temps réel plutét que par série (car souvent une seule série quotidienne

91



est réalisée) (137). En termes de temps technique, moins de 2 minutes étaient
nécessaires par échantillon pour I'ePlex, contre 30 a 45 minutes pour les PCR
« maison ». Le résultat était également fourni plus rapidement par 'automate : en 90

minutes pour I'ePlex contre 2 heures 45 minutes pour la PCR « maison » (125).

1.4.1.3. Impact clinique

L’avantage de ces techniques rapides est, en premier lieu, de permettre une
réévaluation plus prompte des traitements anti-infectieux pour les adapter a
I'identification du ou des pathogéne(s), comme cela a pu étre démontré ou conclu dans
plusieurs études. Ainsi, dans l'étude de van Rijn et al.,, l'oseltamivir aurait
théoriqguement pu étre arrété un jour plus tot chez les 14 patients négatifs pour la grippe
(sur 19 en recevant pour seulement 5/19 positifs au virus de la grippe) avec la
technique ePlex (médiane de 22,59 heures), par comparaison a la technigue PCR
classique. De plus, dans cette étude, 19 patients ont recu des antibiotiques contre des
bactéries intracellulaires, alors qu’aucun d’entre eux n’est revenu positif en PCR. En
théorie, une médiane de 23,35 heures de durée de traitement antibiotique aurait pu
étre épargnée chez ces patients, si le traitement avait été stoppé lors de la disponibilité
du résultat de la PCR multiplexe rapide (126). Dans une seconde étude de Weiss et
al., il a été démontré que chez les patients avec une imagerie normale couplée a un
résultat de PCR multiplexe négatif, linitiation d’antibiotiques était significativement
moindre (44,9% contre 68,9% ; p=0,013). En revanche, aucune différence significative
n’était retrouvée chez les patients avec une imagerie évocatrice d’'une infection
respiratoire (95,4% versus 89,6% ; p=0,187), démontrant que seule la combinaison
d’'une imagerie négative et d’'un test de PCR multiplexe négatif conduisait a réduire
l'instauration d’antibiotiques. Néanmoins, du fait de sa rapidité, les praticiens étaient

enclins a patienter jusqu’aux résultats de la PCR pour adapter le traitement. Avant que
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le résultat ne soit disponible dans les services, les patients avec une imagerie normale,
mais également ceux avec une imagerie anormale, étaient moins nombreux a recevoir
un traitement dans le groupe ePlex (96,8% contre 54,7% ; p=0,007 et 81,6% versus
100% ; p<0,001 respectivement) (127). Enfin, dans une étude de la revue de Vos et
al, la prescription d’antibiotiques aurait pu étre évitée (p-value non indiquée) chez

36,2% des patients grace au résultat de la PCR rapide (124).

Il est, par ailleurs, envisageable d’obtenir une réduction des délais d’hospitalisation
lorsque de nouvelles techniques plus rapides sont introduites dans les laboratoires.
Deux études, au sein de la revue de Vos et al, ont montré une diminution de la durée
d’hospitalisation des patients admis (5,7 jours contre 6,8 jours ; p=0,044 et 1,6 jour
contre 2,1 jours ; p=0,04) (124). Une diminution de la durée de séjour des patients
traités par antibiotiques, a également été remarquée dans le groupe PCR multiplexe
(6,2 jours) versus le groupe PCR conventionnelle (7,2 jours ; p=0,048) dans I'étude de
Weiss et al (127). Par ailleurs, la mise en place d'une PCR multiplexe pourrait
permettre de réduire la durée d’isolement des patient négatifs en PCR comme cela a
été observée dans l'étude de van Rijn et al., avec une réduction de la médiane
d’'isolement de 2 jours (p-value non indiquée) (126). Enfin, des résultats non
significatifs ou discordants ont été obtenus a ce jour en termes de mortalité, de taux
d’effets indésirables ou de taux d’admission en réanimation. D’aprés la revue de Vos
et al, la mortalité, les effets indésirables, I'admission en réanimation n’étaient pas
influencés par l'utilisation de ces techniques rapides (124). Cependant, dans la
comparaison ePlex/XTAG de Weiss et al, les patients positifs avec I'ancienne
technique étaient plus fréquemment en USI lors de la disponibilité des résultats
comparativement a ceux ayant été réalisés avec la technique rapide ePlex (27,3%

versus 17,5% ; p=0,039) (127).
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1.4.1.4. Impact économique

Méme si la plupart des auteurs n’ont pas effectué d’analyse médico-économique,
certains suggeérent que le temps technique économisé et les bénéfices cliniques d’une
technique rapide pourraient générer un bilan financier négatif en cas d’utilisation (125).
Il semble, notamment, judicieux de noter que la réduction des durées d’hospitalisation
(comme cela semble étre le cas d’aprés le paragraphe précédent) est normalement
associée a un bilan financier positif, mais son impact n’est généralement pas évalué
dans les études. Une analyse médico-économique a été réalisée dans I'étude de
Poelman et al. Un résultat plus rapide permettait d’éviter 181 mises en isolement
(chiffrées a 154 806€) et de réduire les infections nosocomiales (évaluées a 37 024€).
L’introduction de cette nouvelle technique a, certes, engendré des colts
supplémentaires pour le laboratoire (8 905€ de main d’ceuvre liés a I'extension du
service de 08h a 22h et 33 830€ de surcodt liés aux réactifs), mais in fine, le bénéfice
financier pour I'hopital était au minimum de 149 096€ (bénéfice minimal car seuls les
bénéfices liés aux jours d’'isolement et aux taux d’infections nosocomiales ont été pris
en compte) (128). Ces tests rapides ont également la possibilité de réduire le nombre
et donc les colts des examens complémentaires déclenchés de facon Iégitime par le
médecin quand les résultats ne sont pas assez rapides. Dans la revue de la littérature
de Vos et al, deux études ont montré une diminution du nombre de radios thoraciques
chez les patients positifs pour la grippe en technique rapide (réduction de 25% dans
'étude de Busson et al, absence de test statistiques évaluant la significativité des

résultats ; réduction non chiffrée dans I'étude de Rappo et al, p=0,005) (124).

Le tableau 27, ci-dessous, résume les données des études préalablement citées

traitant des PCR respiratoires.
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Type de Amélioration

Impacts sur
comparaison du délai de I’antibiothérapie
rendu
Revue Moyenne de Absence de prescription
(124) 2,3h contre d’antibiotiques chez 36,2%
37,1h des patients (p-value non
indiquée)
ePlex vs PCR =~ 90 min contre
maison 2h45
(125)
ePlex vs PCR Temps de Durée plus courte
maison résultat plus d’oseltamivir non
(126) court : nécessaire (médiane de
médiane de 22,59h)
3,35h contre Durée plus courte
27,11h d’antibiotiques anti-
(p< 0,001) intracellulaires non
nécessaires (médiane de
23,35h)
ePlex vs 3h contre Moins d’antibiotiques chez
XTAG 27,9h les patients avec imagerie
(127) normale et PCR multiplexe
négative (44,9% contre
68,9%)
FilmArray 3h14 contre
vs PCR 36h
maison
(128)

Impacts sur

Performances
I'imagerie microbiologiques

séjour

Réduction dans Sensibilité

Réduction de la durée de
2 études du commune : 90,9%  séjour dans 2 études : 5,7
nombre de radio (ICes% : 88,7%— jours contre 6,8 jours
thoraciques : 93,1%) (p=0,044) ; 1,6 jour contre
réduction de Spécificité

25% (p-value
non indiquée),
réduction non
chiffrée
(p=0,005)

2,1 jours (p=0,04)
commune : 96,1%
(ICo5% : 94,2%—

97,9%)

Taux d’accord
97,4% sur les 464
pathogénes et de
99,1% si analyse
des pathogénes
avec un Ct <35

Diminution chez les
patients traités par
antibiotiques dans le
groupe PCR multiplexe
(6,2 vs 7,2 jours; p=0,048)

Tableau 27 : Tableau récapitulatif de données médico-économiques des PCR syndromiques respiratoires

Impacts sur la durée de

Impacts autres

Pas d’'impact sur la mortalité, les effets
indésirables, ou I'admission en réanimation

Détection par I'ePlex de 15 pathogénes non
détectés par la PCR maison
Temps technique réduit de 30-45 min a 2 min

Réduction de la durée d’isolement des
patients négatifs (réduction de la médiane de
2 jours ; p-value non indiquée)

Attente du résultat avant instauration d’une
antibiothérapie chez les patients avec
imagerie normale OU anormale
Plus de patients en USI lors du rendu des
résultats avec I'ancienne technique (27,3%
versus 17,5% ; p=0,039
Baisse des isolements et des infections
nosocomiales
Gain minimal pour I'hépital de 149 096 €
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1.4.2. Cas des PCR multiplexes gastro-intestinales

La littérature est beaucoup plus maigre en ce qui concerne les PCR multiplexes gastro-

intestinales.

1.4.2.1. Protocoles des études

Parmi les trois études identifiées dans la littérature (Tableau 28), la premiere est une
étude comparative des performances des panels Verigene® enteric pathogens,
BioFire FilmArray™ gastrointestinal panel et du Luminex XTAG® gastrointestinal
pathogen panel, comparés aux techniques conventionnelles (129). Le panel
gastrointestinal QlAstat-Dx, quant a lui, a été évalué de facon multicentrique par
comparaison au panel FilmArray GI, avec un contrbéle par une autre PCR (Seegene
Allplex GIP) en cas de discordance (130). Enfin, le panel FilmArray® Gl a été comparé
aux techniques de cultures conventionnelles chez 241 patients (180 adultes et 61
enfants) et par rapport a la prise en charge conventionnelle effectuée chez 594 patients

de I'année précédente (110).

Référence Type Nombre Pays Période Sensibilités Autres
d’étude d’analytes et spécificités
Huang et Rétro- 152 USA Aolt 2015 Se=[71,4- /
al. prospective  échantillons 100%)] selon
(129) les cibles et
les panels
Sp=[98,6-
100%)]
Hannet et Rétro- 385 Danemark Juin-Ao(t Se =98,2% Taux d’accord
al. prospective = échantillons = Allemagne 2018 Sp =99,9% entre les 2
(130) Décembre multiplexes :
2018-Février 89,5%
2019
Beal et al. Rétro- 241 patients USA Juin 2015- / Baisse des
(110) prospective Décembre examens
2015 et Juin d’'imagerie
2016- Juin Tendance a la
2017 baisse de la
durée d’'ATB

Gain estimé a
293$ par patient

Tableau 28 : Tableau synthétique des études présentées portant sur les PCR multiplexes gastro-intestinales
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1.4.2.2. Performances microbiologiques

Les 3 études confondues, les sensibilités et spécificités étaient respectivement
comprises dans les intervalles [71,4-100]% et [98,6-100]% selon les fabricants et les
cibles (129,130). De plus, les panels syndromiques auraient permis d’identifier des co-
infections et étaient parfois plus sensibles que les méthodes conventionnelles (129).

Du fait du nombre plus important de pathogénes recherchés, les PCR multiplexes sont
associées a des taux de positivité bien plus élevés. Ainsi dans I'étude de Beal et al, le
taux de positivité total était de 32,8% en utilisant le panel multiplexe (15,6% chez les
adultes et 55,8% chez les enfants) contre 6,7% (3,4% chez les adultes et 15,6% chez
les enfants) avec les techniques conventionnelles. Par rapport a la culture
conventionnelle, les PCR multiplexes réduisent drastiguement les délais de rendu de
résultat (disponibles en moyenne en 8,94 heures contre 54,75 heures pour les cultures
dans l'étude de Beal et al) (110). Néanmoins, elles ne permettent pas d’obtenir

I'antibiogramme du pathogéne bactérien identifié le cas échéant.

1.4.2.3. Impact clinique

Seule I'étude de Beal et al. s’y est intéressée : une tendance a la diminution de la
durée d’antibiothérapie a été observée avec le panel FilmArray (1,73 jours contre 2,12 ;
p=0,06). De plus, le nombre d’examens d’imagerie était significativement réduit (0,18
examen contre 0,39 ; p=0,0002). Toutefois, la durée de séjour a I'hdpital n’était pas
abaissée de maniere significative (5,2 + 3,2 jours contre 5,6 + 3,4 ; p=0,14), mais le
temps entre le recueil des selles et la sortie de I'hdpital I'était, passant de 3,9 + 3,1

jours a 3,4 £ 2,9 (p=0,04) (110).
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1.4.2.4. Impact économique

D’aprés la seule étude de Beal et al., la réduction des colts était estimée a 293,61%
par patient dans le bras FilmArray® en tenant compte d’un prix du test de 110$ environ,
par rapport a la culture standard, cela majoritairement via des économies réalisées par
la réduction de la durée de séjour (gain supposé de 400$ selon leur analyse de co(ts)
(110).

1.4.3. Cas des PCR multiplexes pour le diagnostic des infections du systeme

nerveux central

Le liquide cérébro-spinal est une matrice de choix pour le développement de tests
multiplexes rapides. Cependant, la littérature est également peu fournie sur le sujet
pour l'instant et concerne, actuellement, exclusivement le panel méningo-encéphalite

(ME) FilmArray de BioFire/BioMérieux.

1.4.3.1. Protocoles des études

Les performances du panel FilmArray ME sur LCS ont été étudiées par Tansarli et al.
au travers d’'une méta-analyse et d’une revue systématique (131). Ce panel a
également été évalué de maniére rétrospective sur 291 échantillons résiduels de LCS
positifs par Liesman et al. (132) et dans une étude multicentrique de Leber et al.,
incluant 1 560 LCS (133). La seule étude médico-économique identifiée est celle de
Duff et al., qui récemment ont étudié I'impact économique de la PCR multiplexe
FilmArray® ME sur LCS, dans une population pédiatrique avec suspicion de
meéningite/encéphalite. Les économies ont été calculées par simulation selon trois
prises en charge différentes : PEC classique, PCR multiplexe élargie a tous les
patients ou PCR multiplexe en cas de cytologie du LCS > 5EB/mm?3 (134). Plus de

détails sont répertoriés dans le tableau 29 ci-dessous.
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Référence

Tansarli
et al.
(131)

Liesman
et al.
(132)

Leber et
al.
(133)

Duff et al.
(134)

Type
d’étude
Méta-analyse

Rétrospective

Prospective

Modélisation

Nombre
d’analytes
13 (revue)

8 (méta-

analyse)

201 LCS

1560

6 643
données
de patients
issues
d’'une base
de
données

Pays

USA

USA

USA

USA

Période

Mai 2019

Mars 1975 -

Juin 1997

Février-
Septembre
2014

2011-2014

Sensibilités et
spécificités
Se = 90% (|Cgs% o
86-93%)
Sp=97%
(ICg50% 94-99%)
VPP=85,1%
VPN=98,7%

PP Abactéries :
97,5%
PPAuvirs : 90,1%
PPACc.
neoformans/gattii - 52%
Taux de réussite=
98,9%
Taux d’accord
pour les LCR
positifs et
négatifs : 84,4%,
99,9%

/

Autres

Faux-positifs : S.
pneumoniae et S.
agalactiae
Faux-négatifs :

C. neoformans/gattii

Faux-positifs :

C. neoformans/gattii

Gains de -2 158 a
-3601%

Tableau 29 : Tableau synthétique des études présentées portant sur les PCR multiplexes « Systéme nerveux »

1.4.3.2.

Performances microbiologiques

La PCR FilmArray ME offre une sensibilité toutes cibles confondues de 90% (ICos% :

86-93%) et une spécificité moyenne de 97% (ICos% : 94-99%) (131) . En détaillant, la

sensibilité était de 97,5% pour les cibles bactériennes, 90,1% pour les virus (taux le

plus bas pour HSV1 a 82,6%) mais uniquement 52% pour Cryptococcus neoformans/

gattii (132). Les faux-positifs concernaient principalement le pneumocoque, S.

agalactiae et C. neoformans/gattii (131,133). Quant aux faux-négatifs, ils touchaient

préférentiellement C. neoformans/gattii (131). Cependant, les auteurs émettent des

réserves quant a ce pathogene, en raison de I'étude de Liesman et al. détaillée ci-

dessous (132). Dans leur étude, le taux de concordance peu satisfaisant (52%) pouvait

étre expliqué par le fait que la technique de référence était une technique antigénique
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de lateral flow assay (immunochromatographie) et par la persistance longue de la
positivité de I'antigéne cryptococcique dans le sérum et LCS. Ainsi, aprés analyses
des discordances, ce taux de concordance pour les cryptocoques passait a 92,3%
quand les résultats étaient comparés directement aux frottis (coloration au calcofluor
blanc) ou a la culture, mais qui ne sont pas les techniques de référence. La littérature
est ainsi équivoque sur la conduite a tenir concernant la détection de Cryptococcus
spp. par ce panel (sensibilité variable selon les études) et I'excrétion de I'antigéne
cryptococcique dans le LCS ou le sérum est prolongée. Des études supplémentaires
sont recommandées par les auteurs pour positionner I'utilisation de ce panel dans le
diagnostic initial de la cryptococcose (132). Les recommandations francaises précisent
d’ailleurs que la recherche de I'antigéne capsulaire reste pour l'instant plus sensible

gue les technigues multiplexes (22).

De facon globale, les résultats obtenus par le FilmArray étaient crédibles puisque la
valeur prédictive positive du panel s’élevait a 85,1% et sa valeur prédictive négative a
98,7% (131), comparables aux taux d’accord pour les LCR positifs de 84,4% et
négatifs supérieur a 99,9% en comparaison aux techniques de référence (culture et

PCR) avec d’ailleurs un taux de réussite de la PCR de 98,9% (133).

1.4.3.3. Impact économique

L’étude de Duff et al., montrait un impact économique positif du FilmArray® ME : la
prise en charge classique revenait a 21 405$ contre 17 804$ pour la PCR sur tous les
LCS et 19 247$ pour la PCR restreinte aux LCS avec cytologie anormale. Le surcoQt
dd a lachat des kits de PCR étant totalement compensé par les économies
d’antibiotiques/antiviraux et a la meilleure gestion des admissions ou non des patients

(134).
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1.4.4. Cas des PCR multiplexes sur flacon d’hémoculture positif

Cette partie sera davantage détaillée puisqu’elle se focalise sur la matrice biologique
d’intérét de I'étude HEMOFAST et par la plus grande quantité d’études publiées sur le

sujet.

1.4.4.1. Protocoles des études

L’analyse de la littérature retrouve 12 études aux conceptions différentes (Tableau 30).
Deux métanalyses ont évalué l'impact des tests moléculaires rapides pour le
diagnostic des bactériémies (76) et les performances des panels Verigene® et
FilmArray®, pour la détection des genes de résistance chez les bactéries a Gram
négatif (135). Quatre études prospectives ont étudié les panels ePlex BCID et
FilmArray (136), le panel FilmArray BCID 1.0 (137), les panels ePlex (138), ou
uniquement les panels ePlex bactériens (139). Deux études rétro-prospectives se sont
également intéressées, soit uniguement au panel ePlex Gram positif, a partir
d’hémocultures de patients analysées a posteriori et d’hémocultures artificielles (98),
soit uniguement au panel ePlex fongique (140). Une étude particuliére, réalisée au
CHUGA, s’est intéressée prospectivement aux 3 panels ePlex et a effectué une
analyse rétrospective de limpact, qu'aurait eu cette PCR, sur le traitement
antibactérien ou antifongique (93). La seule étude de type avant/apres a testé le panel
FilmArray sur des bactériémies a bactéries a Gram positif ou une candidémie, avec
appariement a un groupe contréle (75).

Du point de vue économique, une étude a comparé l'utilisation de vancomycine et la
durée d’hospitalisation (141), alors qu'une autre s’est intéressée a I'impact médico-

économique du panel FilmArray® dans une triple comparaison (142).

Les études sont détaillées dans le tableau 30 ci-dessous :
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Référence

Pardo et al.
(75)

Oberhettinger

et al

(136)
Kang et al.

(137)

De Angelis et

al.
(135)

Timbrook et al.

(76)

Carroll et al.

(98)

Huang et al.

(138)

Krifors et al.

(139)

Zhang et al.

(140)

Bryant et al.

(93)

Nguyen et al.

(141)

Banerjee et al.

(142)

Type d’étude
Avant-apres

prospective

prospective

Méta-analyse

Méta-analyse
Rétro-

prospective

Prospective

Prospective

Rétro-
prospective

Rétro-
prospective

Rétrospective

Prospective

Nombre d’analyses
336 patients

137 hémocultures

100 hémocultures

20 études

31 études
(5920 patients)
565 échantillons
artificiels
1 777 échantillons
cliniques
210 épisodes
(182 monomicrobiens et
28 polymicrobiens)

86 hémocultures

866 échantillons
(725 artificiels et 141
cliniques)

187 épisodes
(170 monomicrobiens et
17 polymicrobiens)
159 patients

617 patients

Informations supplémentaires

84 patients avec une bactériémie a CGP ou une
candidémie (panel FilmArray) appariés a 252 patients
« contrble »

Technique de référence (culture, identification par
MALDI-TOF et antibiogramme automatisé par Vitek®)

Technique de référence (culture et identification par
spectrométrie de masse MALDI-TOF)
Détection de génes de résistances des panels
Verigene® et FilmArray comparés a 5 études
génotypiques et 15 études phénotypiques

Etude multicentrique, techniques de référence diverses

Technique de référence ( identification par MALDI-TOF,
détection rapide de la PLP2a ou test chromogénique
d’hydrolyse des C3G sur jeunes colonies, puis
antibiogramme complet 18 a 24h plus tard par diffusion
ou par Vitek®)

Technique de référence (culture, identification par
MALDI-TOF, et antibiogramme)

Technique de référence (culture, MALDI-TOF ou
identification biochimique pour les échantillons
rétrospectifs ou PCR/Séquencage pour les prospectifs)
Technique de référence (identification par MALDI-TOF
et antibiogramme en milieu solide)

Comparaison de I'utilisation de vancomycine et de la
durée d’hospitalisation avant (n=65) / apres (n=94)
limplémentation d’'une PCR ciblant le géne mecA
Triple comparaison : prise en charge classique (n=207)
versus FilmArray seul (n=198) ou associé a des
prestations de conseils (n=212)

Tableau 30 : Tableau synthétique des études présentées portant sur les PCR multiplexes sur flacons d’hémoculture positifs

Pays
USA

Allemagne

Taiwan

/

USA

Belgique

Suéde
USA
(10 centres

médicaux)
France

USA

USA

Période
Janvier 2012-Juin 2013
Aolt 2013-Janvier 2014

Novembre 2017- Janvier
2018

Juillet-Aolt 2018

2014-2017

31 mai 2016
Juin 2014- Juillet 2016
Janvier-Mars 2018

Janvier et Octobre 2017

Octobre-Décembre 2019

2015, 20186, juillet-ao(t
2018

Novembre 2016-
Novembre 2017

Décembre 2007 a Mai
2008 et Décembre 2008 a
Mai 2009
Aout 2013 -Mars 2014
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1.4.4.2. Performances microbiologiques

Le tableau 31, en fin de partie, regroupe les informations pertinentes extraites de ces
études.

En premier lieu, nous pouvons constater que ces panels fournissent des résultats
plutét comparables aux techniques de référence. Les sensibilités des panels ePlex
s’élevaient & 96-99% pour le panel Gram négatif et a 97-100% pour le panel Gram
positif (93,138), pour les cibles incluses dans les panels, avec des spécificités globales
comprises entre 97-100%, selon les cibles et études (138,139). Le taux de
concordance de la technique ePlex, avec la technique de référence, variait entre 92-
96% pour les hémocultures a Gram positif et 89,7-94% pour celles a Gram négatif
(93,138,139). Quant au FilmArray, sa sensibilité s’élevait a 98,9% pour les bactéries a
Gram positif incluses et 100% pour les Gram négatif incluses, pour des spécificités de
100% (136). Le taux d’accord de ce panel était compris entre 94-97,6% (75,137,142).
Les sensibilités et spécificités du panel Verigene n'ont pas été évaluées dans ces
études.

Lors de I'analyse de la littérature, il est important d’entrer dans le détail des études car
il existe des difficultés de comparaison entre les panels, liées a des différences dans
l'identification au genre ou a I'espéce de certaines bactéries, selon le panel évalué.
Ainsi dans une étude, la PCR FilmArray obtenait une identification correcte au genre
ou a I'espéce des bactéries a Gram positif pour 87,8% des hémocultures, alors que
la PCR ePlex atteignait, elle, un score de 90,8% d’identification a I'espéce (136).
Cependant, la présentation de ces résultats est critiquable et certaines différences
importantes n'ont pas été pas mises en lumiére. A titre d’exemple, dans le panel
FilmArray, les SCoN et les entérocoques n’étaient identifiables qu’au genre, a la

différence de I'ePlex qui arrivait a discriminer certaines espéces. Ainsi, en recalculant
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les identifications correctes a I'espéce uniquement, les performances des panels
deviennent 19,3% pour FilmArray et 72,44% pour I'ePlex pour les bactéries a Gram
positif et 81,8% pour la PCR FilmArray versus 87,9% pour la PCR ePlex pour les
bactéries & Gram négatif. Ces résultats sont bien loin des conclusions des auteurs, qui
ont exprimé les performances du FilmArray en combinant genre et espéce et ont
conclu a la comparabilité des 2 techniques (136). En réalité, le panel du FilmArray est
moins étendu et l'identification des bactéries a Gram positif moins détaillée, expliquant

la commercialisation par BioFire d’'un second panel élargi fin 2020 (panel BCID 2.0).

Ces panels peuvent perdre de lintérét si I'écologie ciblée et celle locale ne
correspondent pas, ils doivent donc étre hautement inclusifs et contenir les principaux
pathogenes d’intérét. Les panels ePlex semblent I'étre, puisque parmi les études le
reportant, les panels Gram positif, Gram négatif et fongiques ciblent respectivement
94-98%, 94-95% et 86-93% des pathogénes rencontrés (93,98,138). A linverse, le
panel FilmArray, lui, ne couvre que 70,2% des pathogénes dans la seule étude le
reportant (137).

Parmi les espéces bactériennes non identifiées, car non incluses dans certains panels,
on retrouve principalement des bacilles a Gram positif (C. acnes, Actinomyces
spp., Lactobacillus spp., Corynebacterium spp, Atopobium parvulum...), ainsi que
guelques BGN, notamment des anaérobies stricts, ou des CGN commensaux ou
environnementaux (Bacteroides spp., Acinetobacter pittii, Moraxella liquefaciens,
Neisseria  polysaccharea, Capnocytophaga canimorsus, B. fragilis, B.
vulgatus/dorei...) (136—138).

A ce titre, les panels ePlex sont les plus inclusifs, permettant notamment la détection
a dessein des germes connus pour étre impliqués dans les contaminations (Bacillus

groupe subtilis, Corynebacterium spp, Cutibacterium acnes, Lactobacillus spp,
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Micrococcus spp), afin d’exclure un sepsis en cas de contamination. Leurs sensibilités
et spécificités s’étendaient de 84,5-100% et 99,9-100% respectivement, la sensibilité
la plus basse étant atteinte pour la cible Corynebacterium spp (98). Enfin, une des
particularités des panels ePlex est d’'inclure des aides a la lecture des examens directs
via les cibles « pan- ». Les cibles pan-Candida, pan-Gram négatif et pan-Gram positif
offrent des sensibilités et spécificités de 92,4%,97-99,9% ; 95,7%,97-99,6% et 60%,
99%, respectivement, tres suffisantes donc pour étre une aide appréciable a la lecture
de I'examen direct (93,98).

En ce qui concerne la détection des micromyceétes, le panel fongique ePlex prodiguait
une sensibilité allant de a 96,2% a 100% et une spécificité de 99,8 a 100% selon les
cibles (93,136,140), contre 100% pour l'unique étude les reportant pour le FilmArray
(136). Le panel ePlex fongique a raté dans cette étude 5 cibles dans des échantillons
artificiels (C. albicans, C. guilliermondii, Fusarium spp. et 2 isolats de Rhodotorula
spp.) et 4 dans des échantillons cliniques (C. albicans, C. glabrata, C. lusitaniae et C.
parapsilosis), mais il a détecté 4 cibles, qui ne I'auraient pas été par la prise en charge
classique, dans des échantillons polymicrobiens (140) .

Concernant la recherche de déterminants de résistance, la sensibilité et spécificité des
panels Verigene, FilmArray et ePlex pour les marqueurs de résistances inclus dans
ces panels, étaient respectivement de 85,3-95,5% et 99,1-99,7% ; 85,3-100% et 97,6-
99,7% ; 96,8-100% et 96,6-100% (93,98,135-137,139).

Les cibles les plus souvent ratées étaient mecA, VIM et NDM (135-137,140).

Il est utile de rappeler qu’actuellement, pour la résistance aux C3G, seule la BLSE

CTX-M est recherchée dans ces panels.
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1.4.4.3. Impact clinique

L’intérét majeur de l'utilisation de ces techniques moléculaires est le gain de temps
obtenu, permettant des délais de rendu plus courts, par rapport aux techniques
conventionnelles. Pour les bactéries, les résultats de la PCR étaient disponibles 10,9
heures avant l'identification, 24,7 heures avant I'obtention de I'antibiogramme partiel
et 47,4 heures avant les résultats finaux. Pour Candida spp., les valeurs montaient
jusqu’a 24,7 heures avant identification partielle et 95,9 heures avant identification et
antifongigramme finaux et permettaient d’obtenir un temps d’identification, a partir de
I'observation microscopique, significativement plus court que la méthode classique
(1,3h vs 22h ; p < 0,001) (75,139,142) .

Mais au-dela des performances microbiologiques, qu’en est-il de I'impact médical de
ces tests rapides dans la prise en charge des patients septiques ? Plusieurs éléments
sont fournis par la méta-analyse de Timbrook et al. (76), qui a colligé les résultats de
31 études sur I'impact des tests moléculaires rapides, mais qui ne ciblaient, la plupart
du temps, qu’un faible nhombre de pathogénes par rapport aux PCR multiplexes
Verigene, FilmArray ou ePlex. Elément le plus important : la mortalité semble étre
réduite. Les odds ratio de mortalité étaient significativement plus bas dans les groupes
avec test moléculaire rapide (OR =0,66 ; 1Cos% : 0,54-0,80), par rapport aux stratégies
diagnostiques conventionnelles. Le nombre de patients a traiter était de 20 pour éviter
un déces dans les 30 jours (76). Cette baisse significative de la mortalité n’était
retrouvée qu’en présence de programmes efficaces de gestion des antimicrobiens
(ASP). Une vérification de la prescription des thérapeutiques anti-infectieuses, par un
pharmacien ou un infectiologue, a partir des données de la culture et des tests rapides,
était associée a un OR égal a 0,64 (IC95% = 0,51-0,79) contre 0,7 (non statistiquement

significatif, ICos% : 0,46—1,12) en absence d’une telle structure de conseils. La mortalité
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ne différait pas pour les levures (OR =0,90 ; ICos% : 0,49-1,67) en cas de PCR rapide,
possiblement a cause du peu d’études et des effectifs généralement faibles. Mais, elle
diminuait de maniére statistiquement significative, en cas de bactériémies a bactéries
a Gram négatif (OR =0,51 ; 1Ces% :0,33-0,78), a Gram positif (OR=0,73 ; ICos% : 0,55-
0,97) et polymicrobiennes (levures et/ou Gram positif et/ou Gram négatif, OR=0,58 ;
ICos% : 0,32-1,04) en cas d'utilisation d’'une PCR rapide associée a une équipe de

gestion des antibiotiques (76).

Le deuxieme élément important, expliquant la différence de mortalité observée, est de
permettre une réadaptation plus rapide du traitement probabiliste. Ainsi, le délai
d’obtention d’'une thérapeutique efficace était obtenue de 5,03 a 8,9 heures plus t6t,
dans les groupes profitant d’un test moléculaire rapide (76,139).

En excluant une étude limitée aux entérocoques résistants a la vancomycine (et
causant une grande hétérogénéité), il était significativement diminué de 1,89 heure en
moyenne (ICos% : -2,43 & -1,36), a 'avantage des tests rapides moléculaires (76).
Par ailleurs, les optimisations médicamenteuses étaient plus précoces et plus
fréguentes avec ces techniques rapides. En cas de SAMS, les prescriptions des 3-
lactamines anti-SAMS augmentaient, passant de 38,5 a 61,7% dans une étude
avant/aprés (141), ou dans une seconde étude, leurs durées augmentaient de 42
heures pour le groupe contrdle a 71 heures ou 85 heures (p=0,04) en cas de PCR
seule ou de PCR+ASP (142).

A Tinverse, les prescriptions de vancomycine baissaient de 66 heures a 14 heures
(p<0,001) et plus particulierement de 58,4 a 30,4 heures (p=0,005) chez les patients
avec des hémocultures contaminées a SCoN. Ceux présentant une bactériémie a ERV
recevaient un traitement actif (daptomycine ou linézolide) 16 heures plus tét dans le

groupe PCR (p=0,047) (75,141,142).
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Quand la vancomycine était nécessaire pour le traitement d’entérocoques sensibles,
son utilisation était plus élevée dans les groupes PCR (70 heures pour le groupe PCR
seule et 82 heures pour le groupe PCR+ASP) que dans le groupe contréle (20 heures ;
p=0,037). L'utilisation de pipéracilline-tazobactam était elle aussi réduite dans les
groupes PCR (44 et 45 heures contre 56 heures ; p=0,012) (142).

Quant aux candidémies, davantage de patients du groupe contréle recevaient du
fluconazole avant la positivité de la culture (26% contre 0% ; p=0,0156) (75).
Concernant les nouvelles PCR multiplexes ciblant plus de 20 pathogénes différents,
la PCR ePlex pouvait avoir un impact potentiel sur le traitement dans 20,9 a 45% des
cas, selon 2 études le reportant (93,139). Le panel FilmArray, associé a une prestation
de conseils, conduisait dans plus de la moitié des cas a une désescalade de
I'antibiothérapie. Prés de 80% de ces conseils étaient acceptés dans les 24 heures et
le taux de désescalade était plus élevé dans le groupe PCR avec prestation de conseil
(24,1%), que dans les 2 autres groupes (PCR seule : 14,7% et groupe controle :
12,1% ; p=0,003). A l'inverse, les escalades thérapeutiques appropriées étaient plus
rapides dans le groupe avec prestation de conseil (5 heures contre 24 dans le groupe
contrble ; p=0,04) (142). Dans I'étude rétrospective de l'impact potentiel de la PCR
ePlex sur 158 épisodes de bactériémies, conduite au CHUGA, le rendu rapide de

l'identification et des génes de résistances aurait entrainé (93) :

- Aucun changement dans 55% des cas (87/158)

- Un arrét dans 1% des cas (2/158)

- Une désescalade dans 17% des cas (27/158)

- Une optimisation du traitement dans 16% des cas (25/158)

- ATinverse, une escalade dans 11% des cas (17/158)
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Au total, la mise en place de la PCR ePlex aurait induit en erreur les cliniciens dans la
prise en charge de 4% des patients (6/158), alors que I'absence de PCR rapide aurait

entrainé une perte de chance (avérée ou probable) pour 28% des patients (93).

L’étude prospective HEMOFAST, conduite a la suite de ce travail, vise a confirmer ces
chiffres, en apportant des données prospectives sur I'impact clinique réel de la PCR

ePlex.

1.4.4.4. Impact économique

Plusieurs études ont démontré un impact économique potentiel des PCR multiplexes
dans le contexte des bactériémies, lié principalement & une réduction des durées
d’hospitalisation, allant de -0,6 a -2,48 jours selon les études (75,76). Dans la méta-
analyse de Timbrook et al., I'intervalle de confiance a 95% de la réduction de la durée
de séjour était de -3,90 & -1,06 jours (76). A titre d’exemple, I'implémentation d’une
PCR ciblant le gene mecA et permettant l'identification du genre Staphylococcus et
I'espéce S. aureus, a conduit a une diminution de la médiane de durée d’hospitalisation
de patients, sous traitement empirique par vancomycine, de 8 a 5 jours (p=0,03) (141).
Dans I'étude médico-économique de Pardo et al., malgré le colt du test FilmArray
(129%, inclus dans les codlts du laboratoire), la dépense totale par patient était plus
faible dans le groupe bénéficiant de ce test (1 645% contre 3 370$), soit un gain de
1 725% par patient, couvrant largement le colt du FilmArray. Ces résultats font
suggeérer aux auteurs une eéconomie de 30 000$ pour 100 patients testés. Au final, le
groupe intervention était associé a une réduction significative des codts totaux (co(t
médian de 15 324$ pour le groupe contréle, contre 12 241$ pour le groupe FilmArray,
p=0,03), des colts de séjours en unités de soins continus (p=0,008), de la durée de

séjour en USC apres positivité de la culture (p=0,026) et de la mortalité (p=0,036). La
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majeure partie des économies réalisées provenaient de la réduction de la durée de
séjour (1 852% contre 9473) (75). Ces résultats sont appuyés par I'étude de Banerjee
et al. : les 2 groupes FilmArray avaient un co(t « laboratoire » plus élevé que le groupe
contréle en raison du surco(t du test, mais les colts totaux n’étaient pas différents
entre ces 3 groupes (p=0,78). Les auteurs retiennent que cette PCR méne a un usage
plus judicieux des antibiotiques, avec une majoration de l'effet positif lorsqu’est

associée une prestation de conseil par des infectiologues ou biologistes (142) .

En résumé, ces nouveaux panels de PCR multiplexes sont trés spécifiques, avec une
bonne sensibilité comme cela pouvait étre attendu, puisque la PCR est réalisée sur un
flacon d’hémoculture positif, c’est-a-dire en présence d'une forte concentration
bactérienne ou fongique. lls permettent un gain de temps notable, dans les délais de
rendu de résultats, par rapport aux techniques diagnostiques standards et aux PCR
uniplexes. La limite de ces panels est la non exhaustivité des cibles bactériennes
potentielles, décidée par le fabricant en fonction des principaux pathogénes d’intérét
et de la littérature scientifique, pouvant impacter les performances des panels en cas
d’écologie particuliére. L’autre intérét principal de ces PCR est la réadaptation plus
rapide de I'antibiothérapie probabiliste des patients, qui peut impacter de maniere
positive la survie des patients, tout en entrainant un co(t stable, voire diminué de cette
nouvelle prise en charge.

lls permettent également, une diminution des autres examens diagnostics inutiles et

une réduction de I'antibiothérapie inappropriée.

Au CHUGA, nous avons déja évalué les performances de ces tests ePlex® avec une
analyse rétrospective de leur impact clinique potentiel. La conclusion retenue de cette

analyse (ayant tenu lieu de travail de these) est que I'ePlex-BCID montre des
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performances microbiologiques et un impact potentiel prometteurs, qui doivent étre
confirmés dans un essai prospectif contr6lé (92,93). Suite a ces premiers résultats trés
encourageants, il a été décidé de poursuivre I'évaluation clinique de ce test innovant
par une étude prospective randomisée, afin de mesurer 'impact médico-économique
de la PCR ePlex BCID au CHU Grenoble-Alpes. Cette étude clinique a pu démarrer
en juin 2019. Le recueil des données pour les 200 premiers patients inclus a fait partie
de mon travail de thése. Les objectifs de cette étude sont précisés dans les

paragraphes suivants.
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Type de Amélioration

comparaison du délai de
rendu
FilmArray Identification
(75) plus rapide de
24,7 heures
pour les
bactéries et
Candida spp.
FilmArray Identification
(142) en 1,3h versus
22h

FilmArray vs
ePlex
(136)

FilmArray
(137)

Verigene vs
FilmArray
(135)

Impacts sur I'antibiothérapie Performances
microbiologiques

Moins de vancomycine en cas de SAMS (66 Identification de 100% des organismes isolés en culture
heures contre 14 heures, p<0,001) ou de
contamination a SCoN (58,4 contre 30,4 heures,
p=0,005)
Traitement anti-ERV plus rapide (-16h, p= 0,047)
Plus de fluconazole en cas de candidémie (26%
contre 0%, p=0,0156)
Diminution de la durée de vancomycine non
nécessaire (0 heure contre 8,2 heures, p=0,03)
Augmentation de la durée de vancomycine
nécessaire (70 heures et 82 heures contre 20
heures, p=0,037)
Durée de 3-lactamines anti-SAMS plus élevée
(71 heures et 85 heures contre 42 heures,
p=0,04)

Utilisation de pipéracilline-tazobactam moindre

(44 et 45 heures contre 56 heures, p=0,012)

Identification a I'espéce des GP : 19,3% pour le panel
FilmArray et 72,44% pour I'ePlex
Identification a 'espéce des GN : 81,8% pour FA et 87,9%
pour ePlex
Identification des résistances : 100% pour I'ePlex sur toutes
les cibles, 93,9% pour FA sur mecA et 100% sur vanB
Cibles fongiques : 100% d’identification a I'espéce
Se et Sp des génes de résistance :
100% et 97,6%
Taux de concordance d’identification de 94% et de 88,8%
pour les génes de résistance
Se= 85,3% et Sp=99,1% (études phénotypiques)
Se=95,5% Sp=99,7% (études génotypiques)

Impacts Impacts autres
sur la

durée de
séjour
2,3 jours = Gain de 1 725$ par
contre 2,9 patient
(p=0,008) Réduction de la
mortalité (p=0,036)

Co(ts totaux non
différents malgré le
prix de la PCR
(p=0,78)

113



ePlex GP
(98)

ePlex
(138)

ePlex
(139)

ePlex FP
(140)

ePlex
(93)

Métanalyse

(76)

RT-PCR
(141)

Temps réduit pour obtenir antibiothérapie
adaptée de 8,9h
Optimisation possible dans 20,9% des cas
aprées ePlex

Résultats
disponibles en
moyenne 10,9h

plus tot

Impact potentiel : arrét (1%), désescalade
(17%), optimisation (16%), escalade (11%)
Résultats erronés de la PCR dans 4% des
cas
Absence de la PCR : probable ou perte de
chance dans 28% des cas
Temps pour atteindre une thérapeutique
efficace réduit de -1,89 heure en moyenne
(ICos%: -2,43 a -1,36)

Baisse des prescriptions de vancomycine et
augmentation des 3-lactamines anti-SAMS

Taux de réussite de la PCR : 99,9%
Pourcentage de concordance positive et négative
des cibles « pathogénes » de 93,1 a 100% et de

98,8 a 100%

Se et Sp cible pan-Candida : 92,4%, 99,9%
Se et Sp cible pan-GN : 95,7%, 99,6%
Se et Sp panel GP : 91,7-100%, >99%

Se et Sp (mecA) : 97,2% et 96,6%
Se et Sp (mecC, vanB) : 100% et 100%
Se et Sp (vanA) : 96,8% et 99%

Taux d’accord ePlex-culture : 96% (GP), 94% (GN)
Se=97% et Sp>99% pour GP
Se=99% et Sp>97% pour GN
Se et Sp= 100% pour le panel fongique
Taux d’accord global de 96% pour le panel GP et
94% pour le GN
Taux de pathogénes non ciblés bas (6%) et
majorité (62,5% des 6%) étaient des anaérobies

Taux d’accord de 92% pour les hémocultures
monomicrobiennes a GP et 90% pour GN
Sp GP et GN : 100%

Se, Sp des génes de résistances : 100%
Se = 96,2- 100%
Sp=99,8-100%

Taux de réussite de la PCR : 99,9%
Se=100% pour les panels GP et fongiques
Se=96% pour le panel GN
Sp=100% pour le panel fongique
Se et Sp= 100% pour les génes de résistance

Réduite de 2,48
jours (ICos9% :
de-3,90 a -1,06
jours)

Tableau 31 : Tableau récapitulatif de données médico-économiques des PCR syndromiques sur flacon d’hémoculture positif

A détecté 4 cibles dans des
échantillons polymicrobiens
ratées par la PEC

Baisse de la mortalité dans
le groupe tests rapides
OR =0,66, 1Ces%: 0,54-0,80
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2. L’étude HEMOFAST : matériels et méthodes

2.1. Principe de I'étude

L’étude HEMOFAST est une étude monocentrique menée en simple aveugle. Le titre
déposé de cette étude clinique est « Evaluation clinique et médico-économique d’un
test rapide (ePlex-BCID®, GenMark) de diagnostic des bactériémies et fongémies,
combinant identification rapide des bactéries et micromycetes et évaluation des
résistances bactériennes aux antibiotiques de premiere ligne a partir des flacons

d’hémoculture positifs ».

Il s’agit d’un essai clinique prospectif de phase 3, randomisé en groupe paralléle (selon

un ratio 1:1) :

- 1 groupe « témoin » recevant la prise en charge diagnostique « habituelle »
(SoC, Standard of care ou PEC, prise en charge en francais)
- 1 groupe « PCR » recevant la prise en charge diagnostique « habituelle » et

la PCR GenMark ePlex®

La prise en charge diagnostique « habituelle » est celle qui a été détaillée au
paragraphe 1.2.2 « Diagnostic biologique des bactériémies et fongémies au
CHUGA ».

Le test innovant ePlex-BCID® a été approfondi au paragraphe 1.3 « Techniques
rapides d’identification des micro-organismes pathogéenes et des genes de
résistance par PCR multiplexe syndromique ». Le panel ePlex-BCID® approprié n’est
effectué que pour la premiére série d’hémocultures positives (1¢" flacon aérobie,
anaerobie ou mycosis positif), pour chaque patient et pour un épisode infectieux

donné. Dans les rares cas ou, chez un méme patient, des bactéries de Gram différent
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ou une combinaison de bactéries et de micromycetes seraient observées sur la méme
ou sur différentes séries d’hémocultures (ou en cas de présence d’une cible pan-Gram
négatif, pan-Gram positif ou pan-Candida), plusieurs cartouches ePlex-BCID®

complémentaires sont réalisées.

Le nombre de patients a inclure a été fixé a 400, soit 200 patients dans chaque bras.
Ce chiffre a été obtenu en partant des hypothéses suivantes (143) :

- 40% d’antibiothérapies sont optimisées a t=12h apres transmission du résultat
de I'examen microscopique du flacon positif, chez les patients bénéficiant de la
prise en charge diagnostique « habituelle »

- 55% d’antibiothérapies sont optimisées a t=12h chez les patients bénéficiant de
la prise en charge diagnostique innovante

Pour une puissance a 80% et un risque a bilatéral égal a 5%, le nombre de sujets
nécessaires est de 173 par groupe et une analyse intermédiaire peut étre réalisée au
seuil a=0,003 (une différence sera considérée comme significative si la p-valeur
correspondante est inférieure ou égale a 0,003).

En envisageant un pourcentage de données manquantes de 15%, le nombre de sujets

nécessaires est de 200 par groupe, soit 400 personnes au total.

2.2. Objectif principal

L’objectif principal de I'étude est d’évaluer le bénéfice clinique de ce test rapide de
diagnostic des bactériémies et fongémies, permettant une identification rapide et une
évaluation des résistances bactériennes aux antibiotiques prescrits en premiére ligne
au cours du sepsis, par comparaison a la stratégie diagnostique actuelle, chez des
patients suspects de bactériémies et/ou fongémies, et pour lesquels une ou des

bactéries et/ou micromycetes sera(seront) isolé(es) en culture.
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Le critére de jugement principal étudié est le pourcentage de patients présentant une
chimiothérapie anti-infectieuse considérée comme « optimisée » au vu de I'espéce
identifiée, de ses mécanismes de résistance principaux et des recommandations en
vigueur, a T12h apres la validation du résultat de 'examen microscopique, suite a la
coloration de Gram, du premier flacon d’hémoculture positif. Le délai d’obtention d’un
traitement optimisé est étudié et validé lors de la réunion hebdomadaire
pluridisciplinaire sur les bactériémies et fongémies, qui a lieu au laboratoire de

microbiologie du CHUGA.
Le traitement est qualifié d’« optimisé » s’il est :

-« Adapté », c’est-a-dire efficace sur le ou les pathogénes identifiés dans les
hémocultures d’aprés les résultats microbiologiques

- Ets’il s’inscrit dans les recommandations actuelles (efficacité clinique optimale,
effets secondaires minorés, moindre sélection de résistances bactériennes,
etc...).

Le patient est suivi pendant 30 jours maximum apres la date de son inclusion.

2.3. Objectifs secondaires

Le premier critere de jugement secondaire est I'évaluation médico-économique « colt-
conséquence » de la nouvelle stratégie incluant la PCR multiplexe rapide GenMark
ePlex®, par rapport a la stratégie standard. L’évaluation se portera sur la durée
d’hospitalisation avec un point a 30 jours, seront donc pris en compte des critéeres de

codt et des critéres cliniques.

> Critére de coUt : colt moyen par patient de chacune des stratégies calculées

du point de vue du CHUGA
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» Critéres cliniques : les conséquences clinigues suivantes seront mesurées

dans chaque groupe :

Taux de mortalité hospitaliere et taux de mortalité spécifique (lié a
l'infection) a 30 jours

Taux de complications et événements morbides : taux d’admission et
durée d’hospitalisation en réanimation, taux de modification de
'antibiothérapie pour cause de toxicité, taux de récurrence de la
bactériémie dans les 30 jours, taux de réadmission dans les 30 jours
pour cause de bactériémie récurrente

Durée moyenne de séjour total et par unité de soins

Délai et taux de modification du traitement antibiotique ou antifongique
suite aux résultats : de I'examen direct, du test ePlex BCID® puis de
'antibiogramme ou antifongigramme en catégorisant les modifications
du traitement en initiation d'une antibiothérapie/d’'un traitement
antifongique, optimisation, escalade, désescalade ou arrét de
I'antibiothérapie probabiliste ou du traitement antifongique probabiliste.
Durée de traitement de certains anti-infectieux pour évaluer les durées
d’exposition des patients aux antibiotiques a fort impact écologique sur
les flores commensales (ex : carbapénemes), ou a forte toxicité

(ex : vancomycine).

Le second critere de jugement secondaire est I'étude de I'impact économique de cette
PCR sur le budget du CHUGA, impact calculé sur un horizon de 1 an et a partir du
premier critere de jugement secondaire. Les économies réalisées ou le surcolt annuel
lié a l'introduction de la stratégie innovante seront calculés a partir du cot moyen par

patient de chacune des stratégies, calculé dans le premier objectif secondaire.
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> Critéres d’inclusion et de non-inclusion

Pour qu’un patient puisse étre inclus dans I'étude, il fallait qu’il respecte les criteres

d’inclusion suivants :

v Etre agé de plus de 18 ans (sans limite d’age supérieur)

v' Présenter une bactériémie et/ou fongémie définie par :
- la présence de signes cliniques de sepsis ;
Et - une hémoculture positive (bactéries et/ou micromycetes)

v Etre hospitalisé dans les services cliniques du site Nord du CHUGA et suivi par
I'unité mobile d’infectiologie du CHUGA

v" Que I'hnémoculture positive soit la premiére positive pour I'épisode de sepsis du
patient

v Avoir un consentement éclairé et écrit, signé par le patient ou son représentant

légal (ou le médecin en cas d’'urgence).

Ne pouvaient étre inclus dans 'étude les patients présentant les criteres de non-

inclusions suivants :

% Patients pour lesquels la suspicion de bactériémie ou de fongémie ne peut pas
étre prouvée par l'isolement de la bactérie ou du micromycéte en cause dans
les hémocultures

% Personnes protégées (articles L1121-5a L1121-8 du CSP)

% Hospitalisation dans l'unité de soins palliatifs

x Survie estimée inférieure a un mois (conduisant a une limitation des soins

malgré les résultats de I’'hnémoculture positive)
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Le recrutement dans les différents services cliniques du CHUGA a été effectué par les
infectiologues déclarés dans le protocole. La randomisation a été réalisée par un

biologiste médical du laboratoire de bactériologie ou de parasitologie-mycologie.

L’avis favorable du comité de protection des personnes a été délivré le 26 février 2019,
pour une durée initialement prévue a 18 mois. Cependant, la pandémie de SARS-
COV2 en 2019-2021, a stoppé temporairement I'étude qui a été prolongée dans le

temps, jusqu’en juin 2021.

La figure 24 ci-dessous reprend plus en détail le déroulement du I'étude.
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Figure 24 : Flowchart de I'étude HEMOFAST
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2.4. Travail personnel

En tant qu’interne en biologie médicale, mon travail a consisté a effectuer les tests
ePlex (réalisation des tests PCR aprés consentement du patient et communication des
résultats aux infectiologues), ainsi que le remplissage de certaines parties du cahier

d’observation électronique (eCRF, Ennov Clinical®), a savoir :

Le service clinique au moment du prélévement de la 1 hémoculture pour

I'épisode de sepsis du patient

- La présence d’un traitement anti-infectieux dans les 15 jours précédant la
positivité de I’hémoculture

- La date et heure de positivité et de prélevement de la premiere hémoculture
positive, son délai de positivité dans I'automate et le service clinique du patient
a ce moment

- Le résultat de la coloration de Gram, son heure de validation par le laboratoire,
'ajout ou la modification d’un traitement suite a cet examen, et la survenue
éventuelle de complications infectieuses ou d’événements indésirables graves

- AT=2 heures dans le groupe ePlex BCID® : I'heure de transmission du résultat
par téléphone a linfectiologue, ainsi que le résultat de l'identification et la
présence de génes de résistance dans le panel, I'ajout ou la modification d’'un
traitement suite a ce résultat, et la survenue éventuelle de complications
infectieuses ou d’événements indésirables graves

- Le résultat de lidentification du pathogéne par les techniques classiques ainsi
que I'heure et la date de transmission, la concordance avec la PCR selon le
groupe, l'ajout ou la modification d’un traitement suite a cet examen, et la
survenue éventuelle de complications infectieuses ou d’événements

indésirables graves
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- Les résultats de l'antibiogramme, I'heure et la date de transmission, la
concordance avec les génes recherchés par la PCR, I'ajout ou la modification
d’un traitement suite a cet examen, et la survenue éventuelle de complications
infectieuses ou d’événements indésirables graves

- Le diagnostic final retenu, la date et heure du traitement adapté et celles du
traitement optimisé

- Enfin, la liste des médicaments anti-infectieux recus par le patient avec la
dénomination commune internationale, le statut du traitement, la posologie, la

voie d’administration, les dates et heures de début et de fin

Ces données étaient récupérées depuis les logiciels intranet Cristal-Link® ou Easily®,

ou encore depuis les logiciels de réanimation (Clinisoft® ou DocManager®).

J’ai également participé a la mise en forme et au traitement des résultats de I'analyse

intermédiaire présentés ci-dessous.
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3. Analyse intermédiaire de I'étude

Dans cette thése seront uniquement présentés les résultats obtenus lors de I'analyse
intermédiaire de I'étude HEMOFAST, qui s’intéresse uniquement au critére de
jugement principal. Des tests statistiques n’ont donc été réalisés, a ce stade, que pour

ce critére.

Les résultats complets et définitifs feront eux, I'objet d'un mémoire de DES disponible

ultérieurement.

3.1. Analyse descriptive

3.1.1. Patients inclus dans I'étude

218 patients ont été inclus dans I'étude HEMOFAST sur la période du 20 juin 2019 au
02 juillet 2020. Apres retrait de 5 patients inclus a tort ou ayant retiré leur consentement
(Figure 25), les statistiques descriptives de la population sont disponibles pour 107

patients dans le bras PEC « habituelle » et 106 dans le bras PEC « habituelle + PCR ».

En revanche, a la suite du décés d’un patient avant la réalisation du critére de jugement
principal, I'analyse intermédiaire porte uniqguement sur 212 patients : 107 dans le bras

PEC « habituelle » et 105 dans le bras PEC « habituelle + PCR ».
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Patients randomisés
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|
' |
Groupe PEC
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> » 1retraitde » 1inclus a tort +
consentement (curatelle)
» 1 patient sans CJP
(décéde)
Population analysée Population analysée
n=107 n=105

Figure 25: Organigramme des inclusions de I'étude HEMOFAST et des populations étudiées pour I'analyse
intermédiaire

Les caractéristiques socio-démographiques des patients sont présentées dans le
tableau 32. Les patients inclus sont dans la majorité des femmes. La distribution est
en faveur d'une population plutét agée, ce qui est conforme a la population
habituellement atteinte de bactériémie ou fongémie. Sans surprise, les principaux
services prescripteurs d’hémocultures sont les urgences, les services
d’hématologie/oncologie et de réanimation, services recevant fréquemment des
patients en état critique ou présentant des comorbidités favorisant la survenue de

bactériémie ou fongémie.
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Caractéristiques socio-démographiques Groupe PEC Groupe PCR

« habituelle » (n = 105)
(n =107)
Age (ans), médiane [lIQ] 66 [53 ; 76] 67 [55 ; 80]
Sexe, n (%)
- Homme 39 (36,5) 34 (32,0)
- Femme 68 (63,5) 72 (68,0)
IMC (kg/m?), médiane [l1Q] 23,5[21,3; 27,5] 25 [22 ; 28,7]
n=101 n =98
Services cliniques, n (%) :
- Urgences 21 (19,6) 25 (23,6)
- Hématologie et Oncologie 19 (17,8) 19 (17,9)
- Réanimation médicale 18 (16,8) 12 (11,3)
- Hépato-gastro / Chirurgie digestive 15 (14) 10 (9,4)
- Urologie 7 (6,5) 6 (5,7)
- Autres services 27 (25,2) 34 (31,4)
Cancer, n (%) 56 (52,3) * 35 (33)
Pathologies chroniques, n (%) 45 (42,1) 55 (51,9)
Transplantation d’organe solide, n (%) 4 (3,7) 4 (3,8)
Greffe de moelle osseuse, n (%) 9 (8,4) 7 (6,6)
VIH, n (%) 0 (0,0 2(1,9)
Immunodépression, n (%) 44 (41,1) * 29 (27,4)
- Chimiothérapie dans les 90 jours, n (%) 35(79,6) * 20 (69,0)
- Traitement antirejet, n (%) 9 (20,5) 10 (34,5)
- Corticostéroides au long cours, n (%) 3(6,8) 4 (13,8)

Tableau 32 : Données socio-démographiques et comorbidités actives a l'inclusion.
Les astérisques indiquent une différence statistiguement significative entre les 2 groupes

Certains résultats bruts semblent indiquer I'existence de différences entre les 2
groupes au stade de I'analyse intermédiaire. Aprés application du test du x? (ou du test
exact de Fisher en fonction des effectifs), les comorbidités, pour lesquelles existait une
différence statistiguement significative, étaient les patients atteints de cancer (x?;
p=0,004), d’'immunodépression (F ; p=0,034), ou ayant recu une chimiothérapie dans
les 90 jours (F ; p=0,021). Cette étude étant randomisée, les populations devraient étre
homogénes. L’analyse des résultats finaux corrigera peut-étre ce déséquilibre non

expliqué a ce stade.
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3.1.2. Caractéristiques des hémocultures positives

3.1.2.1. Délai de positivité des hémocultures positives

Le délai de positivité des hémocultures était de 17,8 heures en moyenne (écart-type :
17,6 heures) avec une médiane de 11,5 heures (écarts interquartiles [9,4 ; 18,1]) dans
le groupe PEC « habituelle », contre 15 heures (écart-type 12,1 heures) avec une

médiane de 11,2 heures (écarts interquartiles [9,1 ; 16,1]) dans le groupe PCR.

3.1.2.2. Examen direct

Aprés réalisation de I'examen direct sur les flacons d’hémoculture positifs, nous avons
pu observer la répartition suivante :
- Pour le groupe PEC « habituelle » : 52 BGN (48,6%), 33 CGP (31%) en amas,
12 CGP en chainettes (11%), 3 levures (2,8%), 3 BGP (2,8%), 1 CGP en
chainettes associé a des BGN (0,9%), 2 CGP en amas associés a des BGN
(1,9%), 1 CGP en chainettes associé a des BGP (0,9%)
- Pour le groupe PCR : 55 BGN (51,9%), 31 CGP (29,2%) en amas, 13 CGP en
chainettes (12,2%), 3 levures (2,8%), 2 BGP (1,9%), 2 CGP en chainettes

associés a des BGN (1,9%)

3.1.2.3. Reésultats de la culture

Les pathogénes les plus fréquemment retrouvés étaient E. coli (~20%)> S. epidermidis
(~10%)> S. aureus (~10%)> E. cloacae (~6%)> K. pneumoniae (~5%) (Tableau 33).
L’hémoculture était polymicrobienne pour 14 patients (13,1%) des patients du groupe
PEC « habituelle » et pour 11 patients (10,4%) du groupe PCR.

Quant aux micromycetes, leur répartition ne permet pas d’identifier une espéce

prépondérante.
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Bactéries et levures en culture Groupe PEC Groupe PCR
« habituelle »

n =107 n =106
Effectif % Effectif %
Staphylococcus aureus 11 8,9 12 10,1
Staphylococcus epidermidis 17 13,7 12 10,1
Staphylococcus hominis 2 1,6 2 1,7
Staphylococcus haemolyticus 6 4,8 5 4,2
Streptococcus pneumoniae 1 0,8 1 0,8
Streptococcus mitis/oralis 1 0,8 1 0,8
Streptococcus pyogenes 2 1,6 1 0,8
Streptococcus agalactiae 1 0,8 2 1,7
Streptococcus groupe milleri 1 0,8 3 2,5
Enterococcus faecalis 4 3,2 5 42
Enterococcus faecium 3 2,4 1 0,8
Bacillus cereus 0 0 1 0,8
Micrococcus luteus 2 1,6 1 0,8
Autre(s) bactérie(s) a Gram positif 7 5,6 6 5
Escherichia coli 25 20,2 26 21,8
Klebsiella pneumoniae 7 5,6 6 5
Klebsiella oxytoca 0 0 2 1,7
Pseudomonas aeruginosa 1 0,8 2 1,7
Citrobacter koseri 0 0 2 1,7
Salmonella sp 0 0 1 0,8
Enterobacter cloacae 9 7,3 7 5,9
Enterobacter aerogenes 1 0,8 1 0,8
Morganella morganii 4 3,2 0 0
Serratia marcescens 1 0,8 0 0
Proteus mirabilis 3 2,4 5 42
Proteus vulgaris 0 0 1 0,8
Citrobacter freundii 1 0,8 1 0,8
Stenotrophomonas maltophilia 1 0,8 1 0,8
Acinetobacter baumanii 0 0 1 0,8
Bacteroides fragilis 0 0 1 0,8
Autre(s) bactérie(s) a Gram négatif 9 7,3 6 5
Candida albicans 0 0 1 0,8
Candida dubliniensis 1 0,8 1 0,8
Candida glabrata 1 0,8 0 0
Candida krusei 0 0 1 0,8
Candida lusitaniae 1 0,8 0 0
Candida tropicalis 1 0,8 0 0
Total 124 100 119 100

Tableau 33 : Bactéries et levures isolées par les techniques de culture conventionnelle dans les 2 bras de I'étude
HEMOFAST.
La couleur rose de la police indique une bactérie & Gram négatif, bleue si Gram positif et orange pour les levures.
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3.1.3. Performances de la PCR ePlex

Au total, ce sont 116 bactéries (63 a Gram négatif, 53 a Gram positif) et 3 levures qui
étaient soumises a détection par I'ePlex dans le bras PCR.

Dans les hémocultures monomicrobiennes, un taux trés satisfaisant de 93,3% (83/89)
d’identifications correctes a été obtenu pour les cibles incluses dans les panels
(Tableau 34). Parmi ces 116 bactéries, 5,2% (6/116) n’étaient pas détectées car non
incluses dans le panel. En les intégrant, le taux d’identification correcte dans les
hémocultures microbiennes diminuait alors a 87,4% (83/95). De plus, aucun résultat
faux-positif n’a été produit.

En cas d’échantillon polymicrobien, la PCR ePlex a permis une identification compléte
de tous les pathogénes présents dans 9 cas sur 11 (soit 81,8%) (Tableau 35).

Enfin, tous les micromycétes inclus dans le panel ont été correctement détectés.

Ces données semblent suggérer, pour notre centre et son épidémiologie, une
couverture trés satisfaisante des panels ePlex, puisque 94,11% (112/119) des

pathogénes impliqués étaient inclus dans les panels ePlex-BCID.

Les examens directs, utiles pour le choix du panel a lancer, n’ont pas été concordants
avec les identifications pour deux échantillons : un S. haemolyticus n’a pas été vu dans
une hémoculture positive a E. coli dans le groupe PEC « habituelle » et un B. fragilis

a été raté au sein d’'une hémoculture a S. anginosus dans le groupe PCR.
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Bactéries et levures identifiées dans les Résultats de la PCR
hémocultures monomicrobiennes

Escherichia coli 22/23
Klebsiella pneumoniae 5/5
Enterobacter complexe cloacae 4*/5
Proteus mirabilis 4/4
Proteus 1/1
Citrobacter 2/3
Klebsiella oxytoca 2/2
Enterobacter (complexe non-cloacae) 1/1
Salmonella 1/1
Pseudomonas aeruginosa 2/2
Acinetobacter baumannii 1/1
Staphylococcus aureus 11/11
Staphylococcus epidermidis 8/9
Staphylococcus 4/4
Enterococcus faecalis 5/5
Streptococcus pyogenes 1/1
Streptococcus agalactiae 2/2
Streptococcus pneumoniae 0*/1
Streptococcus groupe anginosus 1*/2
Streptococcus mutans 1/1
Bacillus groupe cereus 1/1
Micrococcus 1/1
Candida albicans 1/1
Candida dubliniensis 1/1
Candida krusei 1/1
# Peptoniphilus indolicus 0/1
# Gemella haemolysans 0/1
# Parvimonas micra 0/1
# Haemophilus parainfluenzae 0/1
# Acinetobacter pittii 0/1
# Raoultella ornithinolytica 0/1
Total 83/95

Tableau 34: Bactéries et levures identifiees par la PCR ePlex dans les flacons d’hémoculture positifs
monomicrobiens

L’astérisque(*) indique une erreur de test pour cause de cartouche invalide. Les bactéries a Gram négatif sont
indiquées en rose, les Gram positif en bleu et les levures en orange. Le signe # indique une bactérie hors panel
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Bactéries et levures identifiees dans les hémocultures Résultats de la PCR

polymicrobiennes (n =nombre de flacons
positifs)
Streptococcus groupe anginosus + Bacteroides fragilis 1/1
E. coli + Streptococcus mitis/oralis 1/1
E. coli + P. mirabilis 1/1
E. cloacae + K. pneumoniae 2/2
S. aureus + S. epidermidis 1/1
E. faecium + E. coli + K. pneumoniae 1/1
S. epidermidis + S. capitis 1/1
S. capitis + S. haemolyticus + S. hominis 1/1
S. epidemidis (non détecté) + S. haemolyticus 0/1
Stenotrophomonas maltophilia + # A. ursingii 0/1
Détection de toutes les bactéries 9/11

Tableau 35 : Bactéries et levures identifiées par la PCR ePlex dans les 11 hémocultures polymicrobiennes.
Les bactéries a Gram négatif sont indiquées en rose, les Gram positif en bleu. Le signe # indique une bactérie hors
panel

Ainsi 92 épisodes de bactériémies/fongémies sur 106 ont été correctement identifiés
soit une proportion de 87%. Seuls 14 épisodes n’‘ont pas été détectés: 12

monomicrobiens et 2 polymicrobiens.

Au niveau des résistances, la majorité des isolats (85,3% ; 99/116) n’en produisaient
pas, ou étaient porteurs de résistances non recherchées par la PCR. Les résistances
les plus fréequemment identifiées étaient la résistance a la méticilline, via le géne mecA,
identifié dans 11/12 hémocultures contenant des souches de staphylocoques. Seules
3/5 souches productrices de BLSE ont été détectées via la cible CTX-M (Tableau 36).
Aucune souche d’entérocoque résistant a la vancomycine ou de BGN producteur de

carbapénémase n’a été identifiée au cours de 'étude.

Notons a nouveau qu’aucun résultat faussement positif n’a été produit.
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Genes de résistances détectés Résultats de la PCR

mecA (résistance a la méticilline) 11/12
-SCoN 10/11

-S. aureus 1/1
vanA/vanB 0/0

CTX-M (BLSE) 3*/5

OXA, VIM, NDM, KPC, IMP 0/0

Tableau 36 : Résistances identifiées par la PCR.
L’astérisque(*) indique une erreur de test pour cause de cartouche invalide

Aprés analyse de toutes ces données, nous retrouvons un taux d’identification fiable
de I'espéce ou du genre bactérien trés satisfaisant pour les cibles incluses dans les
panels, en accord avec les données de la littérature précédemment étudiée. Le taux
de cartouches invalides s’élevait en revanche a 8% au premier passage (9/109, 48
BCID-GP, 58 BCID-GN, 3 BCID-FP), mais réduit a 2,8% (3/109) aprés repassage de

I’échantillon sur une deuxiéme cartouche.

Le taux d’accord entre les techniques conventionnelles en vigueur au CHUGA et la
PCR ePlex s’éléeve a 96,1% (1Cos% : [90,3 ; 98,9]) pour les cartouches valides (99/103
échantillons). En incluant les identifications invalides, ce taux reste trés satisfaisant a

93,4% (99/106).

Les 3 cartouches en erreur correspondaient a 3 hémocultures monomicrobiennes
contenant respectivement un E. cloacae producteur de BLSE, un Streptococcus
groupe anginosus et un S. pneumoniae. Les 4 discordances relatives a l'identification
des pathogénes correspondaient a trois souches de S. epidermidis, d’E. coli et de
Citrobacter freundii non détectées dans trois hémocultures monomicrobiennes ainsi
qua une souche de S. epidermidis non détectée dans une hémoculture
polymicrobienne contenant deux staphylocoques (S. epidermidis + S. haemolyticus).
Dans ce dernier échantillon, la cible Staphylococcus a été détectée mais pas celles

spécifiques de S. epidermidis. L’espéce S. epidermidis était trés minoritaire par rapport
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a S. haemolyticus en culture, pouvant expliquer I'échec de la PCR par manque de
sensibilité. Les autres souches non détectées peuvent étre liées soit a un manque de
sensibilité, soit a la présence de variations dans la séquence génomique de fixations
des amorces de PCR. Enfin, 'absence de détection de la souche de Citrobacter
freundii pourrait également étre expliquée par la conception de la cible Citrobacter sp.

qui ne détecte pas 100% des souches de Citrobacter spp.

Concernant les genes de résistance, le gene mecA non détecté était porté par la
souche de S. epidermidis non détectée dans I'hémoculture polymicrobienne,
probablement du fait du manque de sensibilit¢é évoqué ci-dessus. Concernant la
détection des souches productrices de BLSE, une des souches non détectée
correspond a la souche d’E. cloacae pour laquelle la cartouche est restée en erreur
malgré deux tentatives. La caractérisation génotypique de la deuxieme souche non

détectée est en cours afin de savoir s’il s’agissait d'une BLSE non CTX-M.

3.1.4. Diagnostic final retenu

Aprés analyse clinico-biologique, 87,9% (94/107) des patients du bras PEC
« habituelle » souffraient d’'une bactériémie ou fongémie contre 89,6% (95/106) dans
le groupe PCR . Les portes d’entrée des épisodes de bactériémies ou fongémies sont
regroupées dans le tableau 37. Le taux de contamination des flacons d’hémoculture
positifs s’élevait a 12,2% (13/107) et 10,4% (11/106) pour les groupes PEC

« habituelle » et PCR respectivement.
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Porte d'entrée de

I'infection n =107
Effectif %
PICC-Line/ PAC/ VVC 26 27,7
Génito-urinaire 22 23,4
Digestive 22 23,4
Pulmonaire 6 6,4
Hépatobiliaire 2 2,1
Endocardite 2 2,1
Ostéoarticulaire 1 1,1
Autre 6 6,4
NA 7 7,4
Total 94 100

Tableau 37 : Portes d’entrée des infections caractérisées

3.2. Analyse du critére de jugement principal

Groupe PEC « habituelle »

Groupe PCR
n =106
Effectif
16

%
16,7
28,1

25

4,2

3,1
5,2
15,6
100

Pour rappel, le critére de jugement principal est le pourcentage de patients présentant

une chimiothérapie anti-infectieuse considérée comme « optimisée » au vu de

l'espéce identifiée, de ses mécanismes de

résistance principaux et

des

recommandations en vigueur, a T12h aprés la validation du résultat de I'examen

microscopigue, suite a la coloration de Gram du premier flacon d’hémoculture positif

(Figure 26).

Préléevement de la
premiére hémoculture

Apport potentiel de la PCR

ePlex®

Instauration d'un

traitement antibiotique

Chimiothérapie anti-
infectieuse optimisée

Figure 26 : Représentation schématique de I'analyse du critére de jugement principal.
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Le délai entre la validation par le laboratoire du résultat de la coloration de Gram
réalisée sur le premier flacon d’hémoculture positif et la mise en place du traitement
optimisé, a été déterminé pour chaque patient. Il s’élevait en moyenne a 19,7 heures
(écart-type : +/-30,0) dans le groupe « PEC habituelle » contre 7,9 heures (écart-type :
+/-16,6) dans le groupe jouissant de la PCR. Le résultat rapide du test PCR a
déclenché la modification du traitement antiinfectieux probabiliste recu par le patient

dans plus de 38% des cas (40/105 patients).

Le taux de mise sous traitement optimisé dans un délai <12 heures (T12h) est apparu
significativement plus élevé dans le groupe bénéficiant de la PCR ePlex : 87% des
patients de ce groupe ont recu un traitement antiinfectieux optimisé a T12h, contre
64% dans le groupe « PEC habituelle » (p<0,001 ;Tableau 38). La limite supérieure de
la p-value retenue pour déterminer la significativité étant de 0,003 pour l'analyse

intermédiaire, la différence entre ces 2 groupes est donc statistiquement significative.

Groupe PEC Groupe PCR Total p-value
« habituelle »
n=107 n=105
Délai de mise sous
traitement optimisé
< 12 heures
NON 39 (36,45%) 14 (13,33%) 53 (25,00%) <0,001
Oul 68 (63,55%) 91 (86,67%) 159 (75,00%)
Total 107 105 212

Tableau 38 : Résultat de I'analyse du critere de jugement principal : taux de mise sous traitement optimisé avec un
délai inférieur ou égal & 12 heures.

A noter que si le traitement mis en place chez le patient avant la positivité des
hémocultures était d’emblée optimisé, alors le délai d’optimisation devenait nul. Le

taux de mise sous traitement optimisé d’un délai égal a 0 heure (signifiant optimisé
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des le départ) ne différait pas entre les 2 groupes (optimisé d’emblée chez 35,51% des
patients du groupe PEC « habituelle » contre 35,24% dans le groupe PCR ; p=0,966),
démontrant 'absence de biais d’interprétation du caractére optimal du traitement et la

comparabilité des 2 groupes sur ce critére.

En conclusion, apreés analyse statistique (test du x?), les résultats de I'analyse du
critére de jugement principal sont statistiguement significatifs. Le taux de mise sous
traitement optimisé <12 heures est significativement supérieur dans le groupe de
patients bénéficiant du test PCR. Ce résultat marquant a conduit a I'arrét anticipé de
'étude, aprés validation de ces résultats, lors d’'une réunion de concertation
pluridisciplinaire et apres inclusion de 310 patients.

A titre indicatif, la mortalité a 30 jours semble différer entre les 2 groupes. Elle atteint
11,2% (12/107) pour le groupe PEC « habituelle » mais diminue a 8,5% (9/106) dans
le groupe bénéficiant de I'apport de la PCR ePlex

Néanmoins, il faudra attendre I'analyse statistique réalisée sur les données finales de

I'étude pour statuer sur une différence significative.
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4. Conclusion

THESE SOUTENUE PAR : Arthur DEVES

TITRE :

EVALUATION MEDICO-ECONOMIQUE D'UNE PCR MULTIPLEXE POUR LE
DIAGNOSTIC RAPIDE DES BACTERIEMIES ET FONGEMIES

CONCLUSION :

Le développement des techniques moléculaires rapides, en biologie médicale, est
porteur d’espoir pour améliorer la prise en charge des patients atteints de bactériémies
et fongémies, pathologies associées a des taux de mortalité élevés. La nécessité d'un
repiquage des flacons d’hémoculture positifs, sur milieux gélosés, pour obtenir
lidentification du pathogéne et la détermination de sa sensibilité aux antibiotiques ou
antifongiques, explique que le délai diagnostique de ces infections reste, a ce jour,
important. Une réduction de ce délai permettrait une réévaluation plus rapide du
traitement antibiotique probabiliste, ce qui participerait a 'amélioration de la survie des

patients et a la diminution de la prévalence des résistances bactériennes.

L'objectif de létude clinique « HEMOFAST », réalisée au Centre Hospitalo-
Universitaire Grenoble-Alpes, est d’évaluer I'apport médico-économique de la PCR
multiplexe rapide (ePlex®, GenMark Diagnostics) pour le diagnostic des bactériémies

et fongémies.

Cette PCR permet d'identifier en 1h30, 56 espeéces ou genres de bactéries et
micromycétes et de rechercher 10 génes de résistance, directement a partir de flacons
d’hémoculture positifs. Le critére de jugement principal est la proportion de patients
qui recoivent une antibiothérapie optimisée a T12h, aprés la transmission du résultat
de la positivité du flacon d’hémoculture, dans les deux bras de I'étude (prise en charge
« habituelle » avec ou sans réalisation de la PCR multiplexe rapide). L'analyse

intermédiaire, réalisée suite a linclusion des 213 premiers patients, a démontré que la
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proportion de patients, avec une antibiothérapie optimisée a T12h, était
significativement plus élevée dans le groupe PCR, par rapport au groupe PEC
« habituelle » (86,67% vs 63,55%, p<0,001), ce qui a conduit a l'arrét anticipé de

I'étude.

En outre, chez les patients inclus dans le groupe avec réalisation de la PCR multiplexe,
cette derniére a permis d’obtenir, en 1h30, une identification correcte de I'espéce et
une détection fiable des génes de résistance recherchés dans 92 des 106 épisodes
de bactériémies ou fongémies (soit 87%). Aucun résultat faux-positif n’a été produit,
ce qui équivaut a une spécificité de 100% pour toutes les cibles recherchées par les

panels de cette PCR.

Les performances et la simplicité de réalisation de ce test permettent d’envisager une
implémentation aisée en routine, y compris pendant les horaires de garde, afin d’en
maximiser les bénéfices. Ces premiers résultats encourageants seront complétés par
un examen détaillé des conséquences cliniques et des données économiques, lors de

'analyse finale de I'étude.
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Arthur DEVES

EVALUATION MEDICO-ECONOMIQUE D’UNE PCR MULTIPLEXE POUR LE
DIAGNOSTIC RAPIDE DES BACTERIEMIES ET FONGEMIES

RESUME :

Les bactériémies et fongémies restent des pathologies a forte mortalité, malgré des
progrés récents. Un des axes d’amélioration est la réduction du délai diagnostique
restant parfois élevé, compte-tenu des nécessités de repiquage sur milieu gélosé des
flacons d’hémoculture positifs. L’étude clinique HEMOFAST réalisée au CHUGA et
présentée ici, se propose d’évaluer I'impact médico-économique d’'une nouvelle
génération de PCR multiplexe syndromique, la PCR ePlex® développée par GenMark
et utilisable directement sur flacon d’hémoculture positif, aprés réalisation d’'un examen
direct. Cette PCR comporte plusieurs panels, réalisés en fonction du résultat de
'examen direct, qui permettent d’identifier, en 1h30, 56 espéces ou genres de
bactéries et micromycetes, ainsi que 10 genes de résistance.

Le critére de jugement principal de I'étude est le délai de mise sous traitement optimisé
inférieur ou égal a douze heures (T12h), comparé entre les 2 bras de I'étude : un bras
recevant la prise en charge (PEC) « habituelle » en vigueur dans notre centre et un
bras bénéficiant en sus du test rapide ePlex.

Les résultats de I'analyse intermédiaire présentés dans cette thése montrent un apport
significatif de ce test rapide, puisqu’une antibiothérapie optimisée était atteinte a T12h
pour 63,55% des patients du groupe PEC « habituelle » contre 86,67% pour le groupe
avec réalisation de la PCR. Cette différence est statistiquement significative (p<0,001),
ce qui a conduit a I'arrét anticipé de I'étude.

De surcroit, sur les 106 épisodes de bactériémies ou fongémies étudiés durant le
déroulement de l'étude, la PCR multiplexe ePlex a permis une identification de
'espéce présente et une détection fiable des déterminants de résistance pour 92
d’entre eux, soit une proportion de 87%. Aucun résultat faux-positif n’ayant été produit,
la spécificité pour toutes les cibles incluses dans ces panels est de 100%.

Ces résultats encourageants seront complétés par les résultats définitifs lors de
'analyse finale de I'étude.

MOTS-CLES : sepsis, bactériémie, fongémie, HEMOFAST, ePlex
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