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Déclaration de liens d’intérét avec les industries de santé
en rapport avec le théeme de la présentation (loi du 04/03/2002) :

Consultant ou membre d’un conseil scientifique
=> bioM¢érieux, Pfizer, MSD

Conférencier ou auteur/rédacteur rémunéré d’articles ou documents
=> Astellas, AdvanzPharma, bioMérieux, Mobidiag/Hologic, MSD

Prise en charge de frais de voyage, d’hébergement ou d’inscription
a des congres ou autres manifestations
=> Astellas, AdvanzPharma, bioMérieux, MSD, Pfizer

Investigateur principal d’une recherche ou d’une étude clinique
=> Astellas, Abbott, Eumedica, 12A, MSD, Sanofi-Pasteur, ThermoFisher

STPI
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Contexte et enjeux

o Enjeu du sepsis : augmentation incidence (47 a 60 millions de
personnes / an dans le monde), forte mortalité (=> 11 millions de
morts soit 1 toutes les 3 sec) en cas de retard au traitement
efficace ;

@ . Suspect
SEPSIS

I e | | |

Save lees

o Contexte de I'émergence rapide de la résistance aux
antibiotiques et des bactéries multirésistantes (BMR, BHRe) ;

o Contexte du bon usage des antibiotiques => politiques lutte .v‘»}“%%
contre l'antibiorésistance dont I'épargne des ATB a large spectre ; mnm“““!“‘s
o (R)évolution des laboratoires de microbiologie (innovations «;,,@\0’:/\),\5
C pReCM

majeures : MALDI-TOF-MS, PCR multiplexe, séquencage haut
débit, automatisation, informatisation, ...).

=> Littérature tres riche sur l'intérét des tests diagnostiques a
réponse rapide et leur impact clinique ...




Séquences du diagnostic bactériologique

conventionnel

Délai incubation
Hémoculture

kS 3

3i

Examen Mise en Identification
[+ =N direct culture des cultures Antibiogramme

\ Premiers résultats microbiologiques | \ |
[ [

Antibiothérapie Antibiothérapie Antibiothérapie
probabiliste probabiliste orientée adaptée

Réévaluation
alJ2J3



Comment faire plus vite ?

Time to Result (TTT)

Time around Time (TAT)

¢ i

l

a partir des prélevements (JO) a partir des cultures Tests complémentaires
- ATB Direct - MALDI-TOF-MS - Rapid AST

- mPCR avec genes de résistances - PCR - PCR

- PCR - Tests chromogéniques et - Tests immuno-

- Tests chromogéniques immuno-chromatographiques  chromatographiques

et immuno-chromatographiques



Comment réduire le temps d’analyse (TAT) ?
L'exemple des hémocultures

Conventional AST

Temps incubation

1h

Quickfish

' Direct MALDI-TOF MS /FilmArray, Xpert, Pheno
» Verigen :
‘ tcubate, MALDI-TOF early subculture

Conventional ID

M Tirme for BC positivity

Dubourg G et al, Expert Rev Mol Diagn. 2018
A Ideal delay for empirica therapy

A Critical delay for empirical therapy
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Tests
Phénotypiques

(colorimetriques et ICT)



Méthodes immunologiques (ICT)

Phénotypique et non quantitatif

- Détection de la PL2a Staphylocoques

- Détection AG Solubles urinaires (Sp et Lp)

- Détection des carbapénémases

‘m = 2
Control Control e Control J

15 mi
Sample Sarmile Sarnpli RTIRGIRE

Détection PLP2a
- TS

wnoe T==)

15 minutes

Streptococcus pneumoniae Legionella

- Sur colonies isolées, sur subculture de 4h, liguides biologiques

- Lecture visuelle en quelques minutes

- Codts raisonnables

- Lecture subjective

—

M.
Ceo: [T @

Détection carbapénémase

- Tests fermés (prob des mécanismes nouveaux et rares)

- Peu adaptés a une application directement sur des prélevements ou hémocultures positives



Carbapénémase

Méthodes chromogéniques AT f\}

COOH

Imipénem Productiond’acide
Test d’hydrolyse non ciblés phénotypique et non quantitatif l
Substrat chromogénique => produit colorés Détectoncolmimstique: — 5

- Détection des céphalopsorinases (BLSE, Hcase)

0
- # Cefinase (pénicillinase)
xib'le

- Détection des carbapénémases

d 6]
- Détection de la résistance a la colistine ... +430°C @ “@“f \‘/*V
n&c* e 0 @

2-18 mn,

Béta-Lacta et Béta-Carba tests
- Sur colonies isolées

s o . . 7 Test Negative
- Basé sur virage d’indicateur coloré Solution ~ Control
. . . .:u o Ve E 5 = i
- Lecture visuelle en quelques minutes a 2-4h ~ e
~ .’o NDM-1
N o g4 8 '
- Tests peu couteux v S @l B
s s ¥ . A ) OXA-23
& U T |
I e - L " OXA-48
- Lecture subjective parfois difficile Négatif Douteux Positif

- Performances variables (sensibilité limitée, FP et FN)

Negatlf
- Probléemes pour certains variants
Rap/dec Carba NP test

- Nécessité d’exprimer un niveau de résistance suffisant ou un fort inoculum !
P Blue Carba test



Méthodes phénotypiques réalisées
directement sur les prélevements primaires

. Performances . s
Cibles . Adaptation prélevement
sur colonies

Urines
Gallah JCM 2014
Amzalag Infect Dis 2016
(o)
Beta-Lacta BLSE, HCASE, :e 8;’;?? Hémocultures positives
test Carbapénemases pe 535,57 Compain JMM 2015
Renvoisé JCM 2014 Hasso JCM 2017
Aspirations bronchiques
Gallah CMI 2018
Urines
Se 92,6% Dortet JCM 2014
ESBL-NDP BLSE Spe 100% , N
Nordmann JcM 2012  Hémocultures positives
Affolabi IMM 2017
RAPIDEC Se 96% Urines
Carbapénémases 0 Dortet CMI 2014
Carba NP . S

Poirel JCM 2015

o Adaptation des conditions de réalisation et de lecture du test
o Variation des substrats
o Performances analytiques variables selon I'inoculum bactérien
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B LACTA test performance for detection of extended-spectrum ‘%\

B-lactamase-producing Gram-negative bacilli directly on bronchial
aspirates samples: a validation study™

S. Gallah ', Y. Benzerara ', J. Tankovic ', P-L. Woerther “, H. Bensekri *, J.-L. Mainardi >,
G. Arlet "”:°, S. Vimont "**/, M. Garnier > %" e

Clinical Microbiology and Infection 24 (2018) 402—408

Objectives: Incidence of extended-spectrum p-lactamase-producing Gram-negative bacilli (ESBL-PE-
GNB)-related infections is worryingly increasing worldwide. ESBL-PE-GNB detection directly on bron-
chial aspirate samples (BAS) performed for suspected pneumonia may help save empirical carbapenems.
Our objectives were to optimize B-LACTA™ test (BLT) realization and evaluate BLT performance for ESBL-

The B-LACTA test detected ESBL-PE-GNB directly on
bronchial aspirates positive for GNB on MGSE and/or growing
with 104 CFU/mL with 100% sensitivity, specificity, and positive

and negative predictive values.

validation cohort, 21 (17%) gave positive BLT (ten in BAS positive and 11 in BAS negative on MGSE). All
BLT-positive BAS grew with ESBL-PE-GNB, including five hyper-L2-producing Stenotrophomonas malto-
philia strains. BLT detected ESBL-PE-GNB directly on clinical BAS positive for GNB on MGSE and/or
growing with =10 CFU/mL with 100% sensitivity, specificity, and positive and negative predictive values.
Conclusions: BLT is an accurate tool for ESBL-PE-GNB detection directly on BAS. Further studies are
needed to evaluate the impact of BLT-guided early antimicrobial de-escalation strategies. S. Gallah, Clin
Microhiol Infect 2018;24:402

RCT en cours (NCT03147807)



BLUE-CarbA

NEudraCl: 216-A00931-50 [ P 150940

Utilisation du bétalacta® test sur le culot bactérien issu de

Pexamen direct positif a bacille a gram negatif pour la
désescalade précoce de Vantibiothérapie probabiliste par
carbapénemes au cours des infections respiratoires,
urinaires et bactériémies en réanimation.

Sepsis

v

s B o
PHRC Blue Carba —

(analyse en cours) Ej

Réalisation du BLT « culture standard of antibiogramene

Res ry— ‘ iqué

B asrasormslos | 0% midoctn |
BMJ Open. 2019 Feb 19;9(2):e024561. 4 .
doi: 10.1136/bmjopen-2018-024561. Subetnbee o 2410 R l‘ii
Multicentre randomised controlled trial to S —
investigate usefulness of the rapid S Cohibinosnine B Mhinahdesiiin oo
diagnostic BLACTA test performed directly ety J
on bacterial cell pellets from respiratory, . ¥

2p 1) selon le résultat de Vantib
Ecouvilion rectal + prélbvement de selles***

urinary or blood samples for the early de- o
escalation of carbapenems in septic

—
i

N o l v
intensive care unit patients: the BLUE- .4 B
CarbAprOtOCOI. Rl L Ecouvilion rectal + prélbveement de selles*** J
[_IW v ,
D23 Viite de sulvi J
¥ v ‘
0 so - #in de participation |

* Cafepime
** Ceftozicime « ambocine
T Prelevement de seles powr 73 potents/ bros en Me-de-Fronce


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30782909

et T S ¢

Impact of the beta-lacta test on the management of wyee
urinary tract infections at the emergency department [ENEIEE

Assaf Mizrahi*** @, Diane Naouri*, Claire Hobson, Jonas Amzalag®, Benoit Pilmis>?,
Carine Couzigou®®, Olivier Ganansia® and Alban Le Monnier*”

.E)?amen Dlrec..t’ Culture Adaptation
antibiogramme direct e TE e L e
sur urines Iden“f'cat'on p q

Etude prospective, BLT sur les culots
monocentrique urinaires avec ED positif
Impact théorique i
203 patients avec suspicion 94,4% des BLSE
clinique d’infections urinaires détectées
inclus dont 43% de PNA et 21% ! At =51,3h
de prostatites Quand résistance a C3G Gain théoriqu; P
=>73% des traitements

1 ligne non adaptés At =52,4h
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Clinical impact of rapid bacterial identification by

MALDI-TOF MS combined with the béta-LACTA™ test INFECTIOUS
DISEASES

on early antibiotic adaptation by an antimicrobial

stewardship team in bloodstream infections
A. Mizrahi® @, J. Amzalag?®, C. Couzigoub, G. Péan De Ponfilly®, B. Pilmis® and A. Le Monnier®

Antibiogramme direct

Adaptation Isolement
7 therapeuthue septique !
Positivité de Identification par
I’hémoculture MALDI-TOF-MS

Serum
Separating Thin layer of bacteria
lood ce s

89,8%
ID

- Etude prospective, monocentrique
- Pré-post intervention
- 141 patients bactériémiques a BGN
89,3% des C3G-R dont 28 (19,9%) C3G-R

détectés
100% des BLSE

W oo e

si résistance C3G At =28h
=>75% des
traitements 1°re
ligne non adaptés

Gain théorique moyen

B A

At=35h

Mizrahi et al. Infect Dis 2018 - Depret et al. IMM 2018



Early empirical antibiotic therapy modification in sepsis using
B-Lacta test directly on blood cultures

Assaf Mizrahi, Francoise Jaureguy, Héloise Petit, Gauthier Péan de Ponfilly,
Etienne Carbonnelle, Alban Le Monnier, Jean-Ralph Zahar, Benoit Pilmis

Etude bicentrique, prospective, interventionnelle (ASTeam)
=> 170 épisodes de bactériémies a BGN

Antibiogramme direct

Examen Direct, Culture .
antibiogramme direct L th'°)d<?lptattl_0n
Hémocultures poitive Identification érapeutique

BLT MALDI-TOF-MS

Sensitivity = 79.2% 100% détection des BSLE
Spec'f'c'zy =99.32% . Delta délais confirmés
PPV=95%; NPV=96.7% Importance du couplage Ident/BLT

Separating gel —Thin layer of bacteria
Blood cells




Based on in vitro 4 (25-9%)
susceptibility Inadequate empirical
~~~~~~~~ antibiotic therapy

28 (16,5%) modified
antibioti t

Adaptation précoce antibiothérapie guidé par BLT dans 55 cas (32,4%)

Limites a connaitre :
Sensibilité médiocre pour céphalosporinases déréprimées, pénicillinases HN, TRI et Oxa ...
Importance de le combiner a d’autres tests rapides (RAST, MHR, ...) => to fill the gap of BLT



MALDI-TOF-MS




Applications du MALDI-TOF-MS

Sur colonies isolées

Directement a partir des prélevements primaires :

- Ultrarapide : utilisation de kit extraction a partir de culot
de centrifugation (hémocultures positives, urines)

- Rapide : sur subculture précoce de 4h (hémoculture, etc.)

comparaison de souche (en développement)

de clones de résistants

de la croissance bactérienne en présence d’ATB (MBT - ASTRA)

de protéines responsables de la résistance (MS/MS) (ex PLP2a et SARM)

de la modification de la cible d’'une ATB (étude prospective en cours, Colistine)
de la dégradation d’un ATB sous action d’une béta-lactamase

O O O O O



Détection rapide des BLSE et Case

3GC peaks
.:; Incubation - A
1 with 3GC i
No ESBL A partir de colonies isolées
.. Li et al Med Sci Monit basic Res 2014
J\\_ﬂa A partir de surnageant d’hémocultures
.. 1 E positives

. Oviano et al CM| 2014
3
| ESBL .
Impact sur workflow du laboratoire
\ | Besoin d’harmonisation car difficultés

de standardisation

Incubation = ¢
with 3GC +
tazobactam

— A

i => Systéme commercial marqué CE-IVD
; , ESBL
i i

L

"'3.
]
3
1
]

T
L



Détection rapide des carbapénemases

Carbapenem

v |
solution
(/. 5% .;-\\g &’ —_—> —_—> —> ' — > —>
W R ;
N MBT STAR-BL Incubation 37° C \
\‘,\é\ Software Module 20 min - 4h Centrifugation |
S 2 min 12000G . :
Surpernatant Target :
*"  Bacteria: loop 1-10 pL 1pL supernatant + 1uL matrix

$., STAR-BL \J/

Imipenem Native
metabolite imipenem
7 aot G
o Rapide et colt-efficace o | —————
ZOA | - &h]cﬁ‘fié?isi&:
o Systeme commercialisé avec i ARR Case

#E20 CLLT (LA MS Raw|

software module adapté (MBT is
STAR-BL) i 31| ORI O | eroas

. . - |
o Il existe maintenant d’autres g N 0 RN g
solutions développées localement = || . , KPC
(in-house) ou commercialisées ... g.o:: T - e
$ i NDM
u]it\ g 0 :":‘l\ i "; 2 ~£ Ry Mm;'u



Lecture
précoce des
antibiogrammes




Rappel antibiogramme standard

Gold standard : antibiogramme par diffusion en milieu gélosé => lecture 18-20h

Estimation de la CMI par mesure des diametres d’inhibition
=> Catégorisation en SIR (selon recommandations CLSI, EUCAST/CA-SFM)

Objectifs

o Confirmer le diagnostic d’espéece ou de
genre par la mise en évidence des
résistances naturelles attendues,

o Mettre en évidence les résistances
acquises par la bactérie,

o Mise en évidence de mécanismes de
plus en plus complexes,

o Outil de surveillance épidémiologique
de la résistance




RAST from EUCAST K EUCAST Bz,

Antibiogrammes a lecture précoce ety 0T o ol o s T

directly from pasitive blood culture botthes.,

Wersian 1.1

May 201

L'EUCAST propose depuis fin 2018 des breakpoints spécifiques pour une lecture
précoce a 4h, 6h et 8H pour la réalisation d'antibiogrammes rapides (RAST)
directement a partir de flacons d'hémocultures positifs

=> Evaluation des performances dans 55 laboratoires du Nord et Sud de I'Europe
=> En pratique Lecture difficile a 4h mais résultats intéressants a 6h et surtout 8h

Table 2 Number of disks with unclear inhibition zone edge or zone within ATU

Fig. 1. Readings at 4 (&), 6 {B) and 18 h (C) of the aisk diffusion testing girect

Reading time Escherichia coli Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa from blood bottles.
ATU UZE ATU UZE ATU UZE
4-h reading 121 47 37 36 N/A N/A
6-h reading 97 3 26 6 19 82
8-h reading 91 0 26 0 18 6 Soo YT et al. EJCMID 2020

ATU, area of technical uncertainty; UZE, unclear zone edge; N/A, not applicable

Limites : - Piperacilline-tazobactam et E. coli !?
- Se limite a quelgues combinaisons bactérie/antibiotique ...
- En attente d’études d’impact cliniqgue et medico-économiques



Antibiogramme direct a partir du prélevement

HOPITAUX
DE PARIS

ASSISTANCE
PUBLIQUE

Q

Impact de I'antibiogramme reéalisée directement sur les
préelevements respiratoires profonds des patients suspects de
pneumopathie acquise sous ventilation meécanique (PAVM) tardive
(= 5 jours) en reanimation sur I'adequation du traitement
antibiotique a J1 epargnant les carbapénémes

AB DIRECT 2

(PHRC en cours, 6 centres, coordination Bichat)

Design : Etude multicentrique, prospective, randomisée chez patients de
réanimation ventilés suspects de PAVM a BGN (ED positif > 10 formes/lame)

Objectif principal : impact d’'une stratégie utilisant la spectrométrie couplée a
I'antibiogramme direct (S-AB-D) dans des prélevements respiratoires profonds
sur le taux d’antibiothérapies adéquates épargnant 'utilisation des
carbapénemes en comparaison d’une stratégie usuelle spectrométrie et
antibiogramme conventionnel (S-AB-C) en cas de PAVM tardive due a un bacille
a Gram négatif.
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https://doi.org/10.1007/510096-018-3413-5

ORIGINAL ARTICLE

O CrossMark

Antibiogrammes : MHR

Performance of rapid antimicrobial susceptibility testing by disk
diffusion on MHR-SIR agar directly on urine specimens

Claire Périllaud-Dubois* - Benoit Pilmis? - Julien Diep? - Gauthier Péan de Ponfilly' - Simon Perreau’ - Louise Ruffier
d’Epenoux’ + Assaf Mizrahi® - Carine Couzigou?? - Barbara Vidal>* - Alban Le Monnier' - Jean-Claude Nguyen Van'

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease
Valume 23, |ssue 1, January 2019, Pages 14-21

. -I '\il VIER
Bactericlogy
Prospective evaluation of rapid antimicrobial
susceptibility testing by disk diffusion on
Mueller-Hinton rapid-SIR directly on blood
cultures

Claire Périllaud 2, Benoit Pilmis b,Julien Chiep ®, Gauthier Péan de Ponfilly #, Barbara Vidal ®, Carine Couzigou h,

Assaf Mizrahi 2, Julie Lourtet-Hasco&t 3, Alban Le Monnier 2, Jean-Claude Nguyen Van 2 & B

< 8 heures sur gélose MHR 18 heures sur MH a partir de la culture

Lecture de I'antibiogramme < 8h et apres 18 heures d’incubation
Concordance (Categorical agreement) :
97,4 % pour les BGN / >98% pour les Staphylocoques



Clinical impact of rapid susceptibility testing
on Mueller-Hinton Rapid-SIR directly from urine specimens

Benoit Pilmis' - Olivier Jiang? - Michael Thy ' - Steven Defarge? - Assaf Mizrahi? - Carine Couzigou' - Barbara Vidal ' -
Alban Le Monnier? - Jean-Claude Nguyen Van?

Etude prospective monocentrique

Comparaison aux méthodes standards

70 patients avec infections urinaires inclus

dont 71% de PNA, 21% d’infections urinaires basses compliquées et 7% de prostatites

Culture Adaptation
Identification theérapeutique

Antibiogramme MHR direct At = 42,6h

sur urines (7,2h)
1

1
1
1
1
1
1
1
I
Al
»

E Inefficace
i o Elargissement du spectre
41% des traitements de -~ 11% (8 patients)

1 ligne non adaptés <
(29 patients)

Réduction du spectre
30% (21 patients)




Clinical impact of rapid susceptibility testing on MHR-SIR directly

Journal of
from blood cultures Antimicrobial

Benoit Pilmis?, Michael Thy?, Julien Diep?, Sophie Krob?, Claire Périllaud?, Carine Couzigou?, Barbara Vidal'3, Chemotherapy
Assaf Mizrahi?, Julie Lourtet-Hascoét?, Alban Le Monnier? and Jean-Claude Nguyen Van?®*

1 Antimicrob Chemother
doi:10.1093/jac/dkz271

Etude prospective (janvier a aolt 2018), monocentrique, interventionnelle (ASTeam)
avec comparaison aux méthodes standards

167 patients bactériémiques

-134 a BGN dont 12 (9%) BLSE

-33a8S. aureus
Examen Direct _
Antibiogramme Culture Adaptation ,
ificati thérapeutique
direct (MHR) Identification p q

JO
= = A p’\ Antibiogramme Std - 24h

Positivité de
I"hémoculture i
Antibiogramme MHR 7h

v
Adaptation
thérapeutique pour
74 patients ...




Evaluation de I'impact clinique

d’une lecture précoce < 8H

167 épisodes de bactériémies consécutives
79% a Entérobactéries dont 12 BLSE et 21% a Staphylococcus aureus

26% de-escalation

44% modified
antibiotic treatment

167 bacteriemic
patients

18% escalation

56% non modified Lecture plus précoce :
antibiotic treatment Delta moyen 17h

Colit additionnel :

+ 0,5 € pour la gélose MHR

Impact significatif sur adaptation précoce des antibiothérapies et mise en isolement

mais importance de l'intervention de I'antimicrobial stewardship

B Pilmis et al. JAC 2020



Lecture précoce des antibiogrammes (RAST)

(MH (RAST from EUCAST) ou MHR)

o Rapide / Souplesse et adaptabilité : choix du panel d’antibiotiques a tester non captif
o Codt-efficace : rappel antibiogramme ~5€ (MH ou MHR + disques antibiotiques)

o Possible directement a partir des prélevements cliniques (urines et directement dans les
hémocultures positives)

o Nécessite une standardisation de la lecture automatisée séquentielle (SIR-SCAN auto)
o Optimisation des caméras et IA pour traiter les images

o Limité sur quelques combinaisons bactéries/antibiotiques (RAST from EUCAST) et non
validé pour Pyo ou streptocoques (MHR)




N GEES
automatisés
d’antibiogrammes
rapides




Accelerate Pheno System

o A partir des surnageants d’hémoculture positive

TAT ~5 min

o ldentification bactérienne et levures par méthode FISH (sondes universelles et
spécifiques)

o Antibiogramme avec lecture automatisée au microscope (suivi de la cinétique de
croissance)

@)

; Identification Susceptibility

3 3
RBC Lysis Filtration Immobilization FISH Probes

2




Accelerate Pheno System

- Performances analytiques

Prospective sur 125 flacons hémocultures (dont 10 polymicrobiennes)
Entérobactéries 70%, Pseudomonas aeruginosa 8%, ...

=>96,4% de concordance / antibiogramme conventionnel sur subculture

Prep Gram Stain Complete cShde’ ?e;"ewd
o . ompleted an
Marschal JCM 2017 - Pancholi JCM 2018 R b s
Diod and Re'??n o and reported by Shift—Notify or
FbeonE ik other than 1** Retest as Required*
M shift?*
. . S min TAT 19 min TAT 1-2 min TAT
- Impact organisationnel
’ - . - - . .
Amélioration significative workflow du labo et des TTT o s
for AXDX and Available Available R Workflow. for ID
| 4 d d,. |. . d’ V4 | . ,d- 4 Sireain 3 — | 2 and AST
Quelques études d’impact clinique et d’évaluation médico-éco
<4 min TAT 90 min TAT 5 hrs TAT 24-48 hrs TAT
'Gi i vas eliminated l l
subsequent to workflow study Result sent to Result sent to
LIS and LIS and
Note: Diamond representsa decision paint Released to Released to
Shaded boxes represent intervention HIS HiS
pppppp
\ . V::::)X o = 1 min TAT 2 min TAT
Un seul test a la fois

Plateforme compacte mais encombrante
Panel d’antibiotiques captif

O O O O O

Prix au test : ¥350 €

Charnot-Katsikas JCM 2017

Pas adapté au nombre d’hémoculture positive gérées au quotidien => modularité 1 a 4



Principe du dispositif REVEAL®

-
@

[
D

[
E=Y

=y
n

-
o

(o]

E. coli AR1059
Meropenem Reference MIC 4 pg/ml
Reveal MIC 4 pg/ml

SPECIFIC REVEAL®
RAPID AST SYSTEM

Sensor ResL onse (%Al/l,)

N o n 'S %

Fessies

iy p—

o e o

15 20 2.5 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0

Time (h)

= Positive control
= 0.5 pg/ml

w1 pg/ml

= pg/ml

= 4 pg/ml

= 8 ug/ml

= 16 ug/ml

== Negative control



Processus au laboratoire du dispositif REVEAL®

Dilute - Inoculate
_— ‘ —_—

Positive blood 96-well AST Panel Ready for 20 sec sealing
culture and loading on Reveal

Marquage CE-IVD



Work flow

R Q overview
I

Positive BC

Gram stain

Agar plates

[

Rapid MALDI ID =4h

Inoculate

<30min

4-6 h ] 5=
=5 h (fully loaded)
Reveal workflow: Same shift ID-AST-MIC

16-24 h

y " Disk Diffusion from

A

R
%

blood culture: Next day ID-AST

Disk Diffusion from Isolate: Second Day ID-AST (+MIC)

40-48 h Communication Pr Martin ROTTMAN



Overall performance of Reveal AST

Antibiotic Total #S #l #R ME
Pe rfo rm a n Ce Amikacin 83 78 2 3 100% 0 0 0
i . Aztreonam 71 41 3 27 95.8% 2 1 0
by a nt| b|ot|c Cefepime 81 52 2 27  97.5% 2 0 0
Cefotaxime 67 35 2 30 97.0% 2 0 0
a S S aye d Cefoxitin 54 52 0 2 100% 0 0 0
Ceftazidime 82 50 2 30 98.8% 1 0 0
Ceftolozane_tazobactam 16 14 0 2 100% 0 0 0
Cefuroxime 51 31 O 20 100% 0 0 0
Ciprofloxacin 83 55 3 25 90.4% 3 5 0
Ertapenem 64 62 0 2 100% 0 0 0
Gentamicin 83 65 0 18 100% 0 0 0
Imipenem 82 78 1 3 97.6% 2 0 0
Levofloxacin 83 58 4 22 97.6% 2 0 0
. Meropenem 83 81 1 97.6% 1 1 0
Categorical agreement : 97.5% |\ sfurantoin 33 32 0 1 10% 0 0 0
minor Errors (mE) 1.7% (23/1329) Piperacillin 82 27 1 54 97.6% 1 ] 0
Major errors (ME) 0.9% (9/979) Piperacillin_tazobactam 8 65 5 11 92.6% 5 0 1
Very Major Errors (VME) 0.3% (1/329) | Tobramycin 8 6 2 18  98.8% 1 0 0
Tri_sulfamethoxazole 67 33 1 33 97.0% 1 1 0

- Performances intéressantes dans les 5h
- A venir de nouveaux panels ATB avec de nouveaux range de CMI (0,125 — 64 mg/L)
- Mais pas d’identification



dRAST™ Quantamatrix

Direct & Rapid Antimicrobial Susceptibility Test

Technologie de microfluidique / analyse d’image microscopique
A partir de flacons d’hémoculture
Résultats de CMI en 4h

2 panels: 1 Gram Neg. + 1 Gram Pos. ce o s Koren
dRAST™ from PBC * AST- Antimicrobial Susceptibility Test
SAVE 2 DAYS
|
CE-IVD, MFDS KOREA
Conventional AST
Blood culture Pure culture Conventional AST d, Ny

0 Day 1 Day 2 Day 3

- Technologie éliminant le besoin d’un isolat pur,
- Systeme tout intégré avec temps de préparation réduit,
- Pas de maintenance quotidienne,
- 12 tests simultanés en Random Access,
- Systeme expert avec choix possible des guidelines.
Mais - pas d’identification
- a quel cout ??




dRAST™ Quantamatrix

Panel Gram negatif

EUCAST panel Gram Positive CLSI panel Gram Positive CLSI panel Gram Megative

Enterobacteriaceae Fseudomonas spp. Adinetobacter spp. Sten;:f?si:ﬁ?;nas Burkholdenia cepacia :;iﬁgjf;ﬂ;
Amikacin v -y o
Amoxicillin / Clavulanic acid v V¥
Ampicillin '
Cefepimes o v "y v "y
Cefotaxime v v
Cefotaxime/Clavulanic acid v
Ceftazidime v -y o o V¥ v
Ceftazidime / Avibactam v v
Ceftazidime/Clavulanic acid v
Ciprofloxacin o v <
Colistin v "y o
Gentamicin v -y o
Imipenem o v W W
Levafloxacin v v v W v
Meropenem o v "y "y "y
Piperacillin o v o
Piperacillin/ Tazabactam o v o
Trimethoprim / Sulfamethoxazole o i v W W

EUCAST panel: 18 Gram-positive, 17 Gram-negative antibiotics with multiple concentrations



Useful for implementation of antimicrobial stewardship

Comventional AST Group
B Rapid AST Group [using dRAST)

66.1%

532 HR

48 3%

FIB0OHR
Time to prescription of Proportion of optimal

optimal targeted TX targeted TX

(48 hours after the

first blood draw)

Kim et al., JAC 2019
Kim et al., Journal of Medical Microbiology 2018
Kim et al., Clin Microbiol Infect. 2021

31.7%
21.4%

Proportion of
broad-spectrum TX
(48 hours after the
first blood draw]

Time to initiation of optimal, targeted
antimicrobials decreased by 14 hours
(39.0 hrs vs 53.2 hrs)

Proportion of patients receiving
optimal, targeted treatment at 48
hours from the first blood draw was
higher in the dRAST group (66.1%)
compared to the conventional AST
group (48.3%)

Proportion of patients receiving
broad-spectrum treatment at 48 hours
was lower in the dRAST group (21.4%)
compared to the conventional AST
group (31.7%)



Biologie
Moléculaire
(PCR et mPCR)




Biologie moléculaire

PCR spécifiques et universelle (PCR rADN 16S)

Cibles spécifiques pour l'identification

Genes de résistance
- PCR « EPC » : OXA-48-like (dont OXA-181), KPC, NDM, VIM, IMP
- PCR mcr1 : résistance a la colistine

Au final assez peu de cibles spécifiques des BGN

PCR mutliplexe (mPCR) ou PCR « syndromique »

=> |dentification agents causal et de quelques résistances ...



De nouveaux équipements pour la PCR multiplexe

Plateau technique de Plateforme intégrée,
biologie moléculaire tout-en-un

l— Prélevement respiratoire —l
Extraction Systéme intégré
20- 30 mn des acides nucléiques  ENiEA} (] Extraction

Th-2h 0 PR <5mn
71 Interprétation

P(R multiplex

50mn-2h30 2h30-9h

Interprétation
des résultats

*ﬁ Temps de manipulation technique

X Durée de réalisation




Approche syndromique adapté au sepsis

(panels bactériémie/fongémie BCID)

Cibles

Méthode

Délai de
résultat

Etude
d’impact

26 cibles bactériennes
9 cibles fongiques

16 genes de résistance
mecA, mecC, vanA, vanB
CTX-M, KPC, NDM, VIM,
IMP, OXA, Aac(6’)aph(2"),
aacA4, ermA

PCR multiplexe

= 5h30 heures

Etude non
interventionnelle
(juin 2017 => en cours)

19 cibles bactériennes
5 cibles fongiques

3 genes de résistance
mecA, vanA/B, KPC

PCR nichée automatisée

= 1h10

Etude interventionnelle
(Juin 2018, 24/7 => en
cours)

Panel BCID-GramPos

20 cibles

4 genes de résistance
mecA, mecC, vanA, vanB

Panel BCID-GramNeg

21 cibles

6 genes de résistance
CTX-M, KPC, NDM, VIM, IMP, OXA

Panel BCID-Fungi: 16 cibles

PCR multiplexe micro-fluidique
+ eSensor

= 1h10

Etude interventionnelle
(Septembre 2018 => en cours)




Approche par biologie moléculaire syndromique

Exemple de la technologie BioFire, FilmArray

Panel BCID lere génération

Gram positif Gram négatif

Enterococcus spp. Acinetobacter baumannii Candida albicans  mecaA
Listeria monocytogenes Enterobacteriaceae Candida glabrata  vanA/B
Staphylococcus Complexe Enterobacter cloacae Candida krusei KPC
Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida
Streptococcus Klebsiella oxytoca parapsilosis
Streptococcus agalactiae Klebsiella pneumoniae Candida tropicalis
Streptococcus Proteus

etz Serratia marcescens

Streptococcus pyogenes  paemophilus influenzae

Neisseria meningitidis
(encapsulée)

=~ 1 heure 30

Pseudomonas aeruginosa

BIOME|RIEUX



Approche par biologie moléculaire syndromique

Exemple de la technologie BioFire, FilmArray

Panel BCID-2 (2e génération)

Enterococcus faecalis Complexe Acinetobacter Candida albicans IMP

Enterococcus faecium calcoaeceticus-baumannii Candida auris KPC

Listeria monocytogenes Bacteroides fragilis Candida glabrata OXA-48-like

Staphylococcus Enterobacteriaceae Candida krusei NDM

Staphylococcus aureus Complexe Enterobacter cloacae Candida VIM

Staphylococcus epidermidis Escherichia coli parapsilosis Mcr-1
Staphylococcus lugdunensis Klebsiella aerogenes Candida tropicalis CTX-M

Streptococcus Klebsiella oxytoca Cryptococcus mecA/C

Streptococcus agalactiae Klebsiella pneumoniae groupe neoformans/gattii mecA/C et MRE)J

Streptococcus pneumoniae Proteus vanA/B

Streptococcus pyogenes Salmonella

Serratia marcescens
=~ 1 heure 30

Haemophilus influenzae

Neisseria meningitidis
(encapsulée)

Pseudomonas aeruginosa 5I0ME|RIEUX

Stenotrophomonas maltophilia



Limites et contraintes des tests rapides

de détection de la résistance

o Solutions innovantes pas toutes matures pour un usage en routine

o Performances analytiques variables

- des performances analytiques pas toujours adaptées ni évaluées dans la vraie vie
- sensibilité parfois insuffisante : quel compromis pour quel temps gagné ?
- Question de l'infection versus la colonisation ...

o Panels de genes de résistance détecté : pas exhaustif et pas assez adaptatif

- Détection de genes de résistance versus expression phénotypique de cette résistance
o Problématique des aspects réglementaires et accréditation

o (sur)colts importants

=> quels compromis pour quel temps gagné et quel impact clinique ?



Comment réduire le temps d’analyse (TAT) ?

L'exemple des hémocultures

Direct AST
Rapid phenotypic tests

MALDI-TOF hydrolysis assays

Pheno AST

EIN

S [ -

Quickfish

Iridica BAC BSI » Verigen

Sepsitest ‘ fcubate, MALDI-TOF early subculture

Conventional ID

Dubourg G et al, Expert Rev Mol Diagn. 2018

Whole Blood Post Culture Methods

Direct MALDI-TOF MS /FilmArray, Xpert, Pheno

Conventional AST

& Tirme for BC positivity

A Ideal delay for empirica therapy
A Critical delay for empirical therapy



Applications directement sur sang total

Step 1:
Sample prep

Step 2:
PCR

Step 3:
Species
identification

deal total time
and batch size

IRIDICA SeptiFast SeptiTest U-dHRM
Lysis : Human DNA lysis and ;
@ kpsis degradation hysls
Nucleic acid extraction Pathogenic lysis and Nucleic acid extraction
Nucleic acid purification nucleic acid extraction
Multiplex Multiplex target

broad-range PCR
Target: 16S and 23S

specific real-time PCR/
in-situ hybridization

Universal PCR
Target: 16S and 18S

Universal PCR
Target: 165 rRNA genes

rRNA genes Target: TS regions between rRNA genes
the 16S and 23S
Purification Purification
High resolution melt Digital high
@ @ resolution melt
Mass spectrometry Sequencing
6 hours 6 hours 8-10 hours 4 hours
6 samples per run 8 samples per run 12 samples per run 1 sample per run




Encore quelques problemes a régler ...

o Faciliter I'acces a des plateformes de séquencage haut débit intégrées
et accélérer les temps de retour des résultats sur des gros volumes ;

o Gestion et analyses des Téra données générées (vers de nouveaux
métiers data scientist);

o Savoir différencier la colonisation de lI'infection et s’affranchir des
flores commensales ;

o Séguencer tous les supports génétiques y compris humain
inconvénient ou opportunité ? (marqueurs d’inflammation signant la
maladie versus la colonisation) ;

o Avancer sur la corrélation entre génotype (gene) et phénotype
(expression du gene) de résistance ...



Quel est le niveau de maitrise de vos organisations ... ?

72 .analytique

\ Premiers résultats microbiologiques | \ |
[ [

Antibiothérapie Antibiothérapie Antibiothérapie
probabiliste probabiliste orientée adaptée



Conclusions

o Révolutions technologiques reléguant les
techniques conventionnelles a la « préhistoire »

o Beaucoup de nouveautés mais pas de solution
idéale unique
o Quel positionnement et a quel colt ?

Bien identifier les besoins et les adapter aux
organisations locales déja en place

Quels moyens (RH, locaux et équipements)
Problématique organisationnelle / flux au labo
Gagner la confiance des prescripteurs

o Tests complémentaires aux tests de référence :
I'antibiogramme doit rester le gold standard
(surveillance épidémiologique et émergence de
nouveaux mécanismes de résistance)

o Perspectives futures probablement sur la
métagénomique V2.0

=> Importance de discuter avec votre microbiologiste
de ce qui est possible au cas par cas



Rapid is good but
accurate is

everythiny
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