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INTRODUCTION

1. Généralités sur les infections intra-abdominales et les

péritonites

1.1. Les infections intra-abdominales
Les infections intra-abdominales (IIA) sont fréquentes et représentent une des premieres
causes de choc septique avec les infections respiratoires (1,2). La mortalité globale des IIA est de

11 a 63% selon les études (3-7). Les péritonites compliquées de choc septique représentent

environ 40% des IIA, avec une mortalité encore plus élevée, comprise entre 40 et 63% (7-10).

Les infections intra-abdominales (IIA) se répartissent en deux catégories en fonction de

I'atteinte du péritoine (11) :

Les IIA non compliguées, ou l'infection ne concerne qu’un seul organe intra-abdominal

et ne s’étend pas au péritoine. Le traitement repose principalement soit sur une
antibiothérapie, soit sur la résection chirurgicale de l'organe sous couvert d'une

antibioprophylaxie per-opératoire ;

Les IIA compliquées, ou l'infection s'étend au-dela de I'organe atteint, causant une

péritonite localisée ou généralisée. Dans ce cas, le traitement repose sur une
collaboration médico-chirurgicale, avec un contrdle chirurgical de la source infectieuse,

associé a une antibiothérapie, probabiliste initialement.
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1.2. Le péritoine et la cavité péritonéale

Le péritoine est une membrane séreuse semi-perméable constituée d'une monocouche de
cellules mésothéliales qui contribue a la protection de la cavité abdominale et au maintien des
organes intra-abdominaux. Il est constitué de deux feuillets continus : le feuillet pariétal qui

tapisse la paroi abdominale et le feuillet viscéral qui tapisse les organes abdominaux (12).

L'espace virtuel entre ces deux couches est appelé cavité péritonéale. La Figure 1,
adaptée par H.Azais du Larousse médicale (13,14), représente en vues transversale et sagittale
la cavité abdominale contenant les différents organes intra-abdominaux et le péritoine délimitant

la cavité péritonéale.

Péritoine pariétal

Péritoine viscéral

Figure 1 : Représentation schématique du péritoine et de la cavité péritonéale

La cavité péritonéale est remplie d’environ 50 mL d'un liquide normalement stérile, le
liquide péritonéal, qui contient principalement de I'eau, des électrolytes, des leucocytes et des

anticorps. Ce liquide péritonéal posséde deux fonctions majeures (15,16) :

13



Role de lubrifiant, permettant un mouvement libre entre les différents organes
intra-abdominaux ;
Lutte contre les infections, principalement grace au drainage permanant du liquide

péritonéal vers les vaisseaux lymphatiques et le canal thoracique.

Le liquide péritonéal, produit par les cellules mésothéliales, est constamment résorbé par
la surface de la membrane péritonéale. En situation pathologique, le déséquilibre entre la
production et la résorption peut entrainer une accumulation de ce liquide dans la cavité

péritonéale (12,17).

1.3. Les péritonites

Une péritonite est une inflammation du péritoine (18), le plus souvent d'origine
infectieuse, et notamment bactérienne. La classification de Hambourg (19) permet de classer ces

péritonites infectieuses en trois catégories selon |'origine de I'infection :

Les péritonites primaires : elles se caractérisent par I'absence de foyer infectieux
primaire intra-péritonéal et sans solution de continuité du tube digestif (20). Elles
sont le plus souvent mono-microbiennes (pres de 90% des cas), par translocation
ou par voie hématogene. Les principales causes sont I'infection du liquide d'ascite
chez le cirrhotique, I'infection a staphylocoque du cathéter de dialyse péritonéale et

trés rarement, l'infection spontanée du péritoine a pneumocoque (21).
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Les péritonites secondaires (22) : elles représentent pres de 90% des
péritonites. Dans ce cas, l'infection est le plus souvent poly-microbienne, avec a la
fois des bactéries aérobies et anaérobies. Elle est liée majoritairement a la diffusion
d’'une IIA ou a une perforation d'un organe digestif. Le Tableau 1 liste les

principales étiologies des péritonites secondaires (23).

Les péritonites tertiaires : elles correspondent a une péritonite persistante au-
dela de 48h malgré un traitement (contréle de la source et antibiothérapie) bien
conduit. Elles sont plus fréquentes chez les patients séveres et les
immunodéprimés. Les germes impliqués peuvent correspondre a des bactéries
moins virulentes, comme des entérocoques ou des Staphylococcus epidermidis

potentiellement plus résistants, ou encore a des levures (24,25).

Tableau 1 : Principales étiologies des péritonites secondaires

Infection/Perforation intra-abdominale

Appendicite

Diverticulite sigmoidienne

Perforation d'ulcére gastro-duodénal

Cholécystite

Infarctus mésentérique

Perforation digestive tumorale ou diastatique en amont d'un obstacle

Maladie de Crohn ou Recto-colite hemorragique, typhoide...

Post-opératoire

Désunicn anastomotique

Contamination per-opératoire

Post-traumatique

Plaie penétrante
Traumatisme fermé avec perforation ou ischémie digestive

Perforation endoscopique ou corps étranger
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D'autres classifications existent également, permettant notamment de distinguer
différentes situations :
» Selon le siége de la perforation digestive :
L'étage sus-mésocolique : comprenant I'estomac, le duodénum et
les voies biliaires ;
L'étage sous-mésocolique : comprenant le jéjunum, [iléon,

I'appendice et le colon.

» Le caractéere communautaire ou nosocomial de l'infection, et notamment les
péritonites post-opératoires qui correspondent donc a des péritonites

nosocomiales secondaires ou tertiaires.

» Selon des scores de sévérité, tel que :
IGS II : L'index de Gravité Simplifié mis a jour (26) ;
APACHE : L’Acute Physiologic and Chronic Health Evaluation (27) ;
PIA : Peritonitis Index Altona (28) ;

MPA : Mannheim Peritonitis Index (28).
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2. Flore intestinale et bactériologie des péritonites

2.1. La flore intestinale

Le microbiote intestinal se compose de bactéries, de virus, de bactériophages, de fungi et
d'archées (29). Le contingent bactérien contient plus de 1000 espéces bactériennes différentes.
Plus de 80% d’entre elles ne sont pas cultivables avec les techniques usuelles, du fait de leur
exigence nutritionnelle, des conditions d'anaérobiose et de leur complexe interdépendance (30).

Ce microbiote est principalement représenté par 3 phylums bactériens (31) :

* Bacteroidetes : dont les genres principaux sont les Bacteroides et les
Prevotella ;

* Firmicutes : dont les genres les plus importants sont les Clostridium et les
Lactobacillus ;

» Actinobacteria : dans une moindre mesure, dont le principal genre est

Bifidobacterium.

Les Entérobactéries, de I'embranchement des Proteobacteria, sont commensales du tube
digestif. Cependant, elles ne constituent qu’une partie minoritaire de cette flore. La Figure 2
représente la répartition des bactéries de la flore intestinale selon I'étage du tube digestif. Ce
dernier abrite 10* micro-organismes, soit environ 10 fois plus que le nombre de cellules d'un
corps humain. La quantité de bactéries est croissante le long du tube digestif, d'une densité de
10%-10° au niveau de l'estomac, pour étre maximale au niveau du cdlon, avec une densité de

10'2 bactéries par gramme de contenu (32).
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(Esophage (pH < 4) 10'-10° bactéries/g
Streptococcus, Prevotella, Veillonella

Cédlon (pH = 5-7) 10°~10"* bactéries/g
Transit trés lent, anaérobiose +++
500-1000 especes différentes
5 phyla principaux (voir Tableau 2.2) :
- Firmicutes
— Bacteroidetes
- Actinobacteria
- Proteobacteria
- Verrumicrobia

Estomac (pH = 2-5) 10°~10° bactéries/g

Flore ingérée en transit

Helicobacter pylori +++

Streptococcus, Lactobacillus, Prevotella, Enterococcus

Jéjunum (pH = 7-9) 10'-10° bactéries/g
Flore ingérée en transit, transit rapide
Streptococcus, Lactobacillus, Prevotella, Enterococcus

liéon (pH = 7-8) 10°~10° bactéries/g

Flore ingérée en transit, transit plus lent

Bacteroides, Clostridium, Streptococcus, Lactobacillus,
Enterococcus, Enterobactericeae

Figure 2 : Répartition et caractéristiques physiologiques du microbiote intestinal

2.2. Microbiologie des péritonites

Les péritonites primaires sont principalement mono-microbiennes, tandis que les

secondaires sont habituellement poly-microbiennes. Le Tableau 2 présente les principaux

pathogénes rencontrés lors des péritonites en fonction de leur caractére primaire, secondaire et

tertiaire (d'aprés Marshall et al.) (33).

Tableau 2 : Microbiologie des péritonites d'aprés Marshall et al.

Primary Peritonitis

Secondary Peritonitis

Tertiary Peritonitis

Gram-negative bacteria

Eschecheri coli
Klebsiella

Gram-positive bacteria
S. aureus
Enterococci

Gram-negative bacteria
E. coli 32-61%
Enterobacter  8-26%
Klebsiella 6-26%
Proteus 4-23%

Gram-positive bacteria
Enterococci  18-24%
Streptococci 6-55%
Staphylococci  6-16%

Anerobic bacteria
Bacteroides  25-80%
Clostridium 5-18%

Fungi 2-15%

Gram-negative bacteria
Pseudomonas
Enterobacter
Acinetobacter

Gram-positive bacteria
Enterococci
Coagulase-negative

Staphylococci

Fungi
Candida
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Ainsi, les principaux germes isolés dans les péritonites secondaires (qui représentent la
majorité des cas de péritonite) sont des entérobactéries, des streptocoques, des entérocoques et
des anaérobies (4,34). De plus, la proportion de ces différents pathogénes varie également selon
la localisation de la perforation du tube digestif. Une atteinte sus-mésocolique retrouvera
davantage de bactéries a Gram positif, comme des entérocoques, et de levures, tandis qu'une

atteinte sous-mésocolique fera retrouver principalement des entérobactéries et des anaérobies.

3. Prise en charge des péritonites

La péritonite est une urgence médico-chirurgicale. Des recommandations formalisées
d'experts (RFE) de la SFAR (Société Francaise d’Anesthésie et de Réanimation) datant de 2015
ont été faites afin, notamment, de préciser la prise en charge médicale et chirurgicale des
infections intra-abdominales communautaires, et de décrire la prise en charge des infections

intra-abdominales associées aux soins (1).
3.1. Prise en charge diagnostique

Le diagnostic de péritonite est clinique. Des examens paracliniques peuvent étre utiles
pour préciser l'origine de la péritonite et/ou planifier la prise en charge, mais ils ne doivent en

aucun cas retarder le traitement.

o Diagnostic clinique
Le symptome le plus fréquent est une douleur abdominale. La douleur peut étre
généralisée ou localisée a un quadrant de l|'abdomen, étre de début brutal ou étre
progressivement croissante. La contracture abdominale est le signe pathognomonique d’une

péritonite aigué ; elle correspond a une contraction rigide, tonique, invincible, permanente et
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douloureuse des muscles de la ceinture abdominale. Les signes péritonéaux peuvent étre

accompagnés de fievre mais étre modérés voire absents chez les personnes agées ou

immunodéprimées (35). Devant une suspicion de péritonite, l'examen clinique recherche

également des signes de gravité dont la présence conduit a une intervention en urgence sans

autre examen complémentaire.

Les experts ont défini une forme grave de péritonite par |'apparition d'au moins deux des

manifestations cliniques ou biologiques suivantes en I'absence d'autre cause (1) :

- Hypotension rapportée au sepsis ;

- Lactacidémie au-dessus des valeurs normales du laboratoire ;

- Diurese < 0,5 mL/kg/h pendant > 2 heures malgré un remplissage adapté ;

- Ratio Pa02/Fi02 < 250 mmHg en l'absence de pneumopathie ;

- Créatininémie > 2 mg/dL (176,8 mmol/L) ;

- Bilirubinémie > 2 mg/dL (34,2 mmol/L) ;

- Thrombopénie < 100 000/mm?3.

____Signes de gravite? "

Laparoscopie

!

Laparotomie

Scanner ]
abdominal

Drainage
radiologique
abcés

(1) Signes de gravité définis selon les critdres présentdes dans le préambule des recommandations

Figure 3 : Algorithme de prise en charge des péritonites communautaires (SFAR)
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o Imagerie
D'intérét seulement si disponible rapidement afin d'orienter le geste chirurgical, la
tomodensitométrie constitue I'examen de référence. Elle ne doit retarder en aucun cas
I'intervention chirurgicale, notamment chez les patients graves. La Figure 3 présente
I'algorithme décisionnel proposé par la SFAR pour la réalisation ou non d’une imagerie dans le

cadre d'une péritonite communautaire.

o Examens biologiques
Outre la mise en évidence d'un syndrome inflammatoire par I'augmentation de la protéine
C-réactive (CRP) et I'hyperleucocytose, I'analyse microbiologique du préléevement de liquide
péritonéal constitue le principal examen de biologie, I'objectif étant de documenter l'infection et

d'orienter le choix de I'antibiothérapie.

3.2. Prise en charge thérapeutique

o Chirurgie
La chirurgie permet d'affirmer le diagnostic, de traiter la cause et de limiter la survenue de
complications par la réalisation d'une toilette péritonéale. Au cours du geste, sont également
réalisés les différents prélevements microbiologiques. L'absence de geste opératoire ou

I'allongement du délai de la chirurgie sont associés a une surmortalité (3,36).

o Prise en charge de réanimation
Préalable a la chirurgie en cas de choc septique, celle-ci est différée jusqu’a la stabilisation
hémodynamique. Elle repose sur un remplissage vasculaire et/ou Iutilisation d'amines
vasopressives notamment (37).
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o Traitement anti-infectieux probabiliste

Il doit étre instauré rapidement, si possible apres la réalisation des prélévements
peropératoires, afin de ne pas décapiter les cultures. L'objectif est de couvrir les principaux
pathogénes retrouvés dans les péritonites, a savoir les entérobactéries et les anaérobies. Les
patients recevant un traitement anti-infectieux non adapté ont une morbi-mortalité
significativement supérieure a ceux traités de facon appropriée (38). Les Figures 4 et 5
présentent les schémas thérapeutiques proposés par la SFAR en 2014 en cas de péritonite
communautaire et associée aux soins. Un retard a l'instauration d’une antibiothérapie efficace est

associé a une mortalité accrue (39).

— Allergie aux R- T
?(_w\x.____i____fjctamines? ____7____---/
. . .
-Lévofloxacine + métronidazole + gentamicine
ou Non

-Tigécycline

L 2

C o Signes de gravite? (1 » Non

y

Y e T q i
S . -Amoxicilline-ac clavulanique + gentamicine
{- Pipéracilline-tazobactam + gentamicine }(——Gui 7 ou : 9 g ! W

-Cefotaxime/ceftriaxone + métronidazole

C Traitement antifongique ? ) ?

- Echinocandine (caspofungine,
m micafungine ou anidulafungine)

(1) Signes de gravité définis selon les critéres présentées dans le préambule des recommandations
(2) Selon les critéres définis dans la recommandation R15

Figure 4 : Schéma thérapeutique proposé par la SFAR en cas de péritonite communautaire

Le role pathogéne des entérocoques et des levures est encore discuté aujourd’hui dans les
péritonites communautaires. Ainsi, en |'absence de signes de gravité, il ne faut probablement pas
les prendre en compte dans le spectre du traitement probabiliste sauf terrains particuliers
(immunodéprimés, transplantés, MICI, et sujets agés) (40,41). Les entérocoques sont
naturellement résistants aux céphalosporines du fait de leur PLP5 particuliere. Par ailleurs,
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Enterococcus faecium est résistant a I’Amoxicilline, et donc a I'ensemble des béta-lactamines,
dans environ 50% des cas. Les béta-lactamines étant les antibiotiques de choix dans le
traitement probabiliste des péritonites, E. faecium est susceptible d'échapper a cette

thérapeutique.

(lo—ui\ < ] Allergie aux Bdactamines? __:D
/-Ciproﬂoxacine + métronidazole + amikacine + vancomycine ) ,JL___
ou Non
-Aztreonam + métronidazole + amikacine + vancomycine
Ql_U sovallne+ ool ) <"____Facteurs; de____"“\)
\_-Tigecycline+ ciprofloxacine - ___risque de BMR? _—

Pipéracilline-tazobactam +
amikacine £ vancomycine

+ amikacine + vancomycine |
J

{ Imipénéme ou méropénéme (

v

— Traitement
Cantfongique 22> __Non >~

A 4 ("- Echinocandine
Oui (caspofungine, micafungine ou
\_anidulafungine)

(1) Selon les définis dans la recommandation R42
(2) Selon les critéres de traitement définis dans les recommandations R15 (probabiliste) et R41 (probabiliste ou définitif)

Figure 5 : Schéma thérapeutique proposé par la SFAR en cas de péritonite associée aux soins

Concernant le traitement des levures, il faut probablement instaurer un traitement
antifongique dans les formes graves si au moins 3 des criteres parmi les éléments suivants sont
retrouvés : défaillance hémodynamique, sexe féminin, chirurgie sus-mésocolique, antibiothérapie

depuis plus de 48 heures (42).

Cependant, il n'existe aucune preuve définitive montrant que toutes les bactéries isolées
doivent étre prises en compte dans le traitement anti-infectieux des IIA communautaires. Mis a
part chez les patients les plus sévéres en état de choc septique, la nécessité d'adapter
secondairement |'antibiothérapie n'est pas non plus formellement démontrée.
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4. Augmentation de la résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques constitue un des trois plus importants problemes de santé
publique du 21%™ siécle selon 'OMS (43). On estime que d'ici 2050, I'antibiorésistance causera
300 millions de cas de mort prématurée et entrainera une perte de plus de 100 000 milliards de
dollars a I'économie mondiale (44).

Parmi I'ensemble des mécanismes de résistance aux antibiotiques, on en distingue deux
types principaux : les mécanismes impliquant des genes chromosomiques, qui ne sont pas
transférables d’une bactérie a I'autre, et ceux impliquant des genes plasmidiques, qui peuvent
étre responsables d'épidémies du fait du transfert horizontal de leur géne a d’autres bactéries.
Ainsi, les entérobactéries peuvent étre porteuses de plasmides avec des genes codant pour des
résistances aux antibiotiques et notamment aux béta-lactamines. Celles-ci font I'objet d'une
surveillance épidémiologique et de mesures de prévention : elles sont appelées entérobactéries
productrices de béta-lactamase de spectre étendu (EBLSE) lorsque la résistance touche au moins
une céphalosporine de 3™ génération ou entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC)
lorsque la résistance touche les carbapénémes par production d'une carbapénemase.

Le programme européen de surveillance des résistances aux antibiotiques (Study for
Monitoring Antimicrobial Resistance Trends : SMART) des bacilles a Gram négatif spécifiques aux
ITA a retrouvé en 2008 environ 11,6% d’Escherichia coli et 17,9% des Klebsiella pneumoniae
producteurs de BLSE. Entre 2011 et 2013, ce sont 15,6% des Escherichia coli et 17,9% des
Klebsiella pneumoniae qui sont producteurs de BLSE dans les unités de soins intensifs (USI) et
0,2% des Escherichia coli et 13,2% des Klebsiella pneumoniae qui produiraient une
carbapénemase (45,46). Une étude datant de 2018 retrouve sur 3534 germes isolés de liquides
péritonéaux environ 4,1% d’entérobactéries résistantes aux carbapénemes (47). Une étude

francaise a retrouvé environ 14% d’entérobactéries productrices de carbapénemase (EPC) chez
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des patients atteints de péritonite nosocomiale et traités par antibiotiques avant l'infection
péritonéale (48).

Les BLSE sont des enzymes qui conferent une résistance ou une diminution de I'activité a
une large gamme de béta-lactamines dont les agents a spectre étendu comme les
uréidopénicillines, et les céphalosporines de 1%, 28me 3éme ot 4éme génération, ainsi que le
monobactame (aztréonam). Il en existe plus de 200 différentes : les plus fréquentes sont de type
CTX-M, TEM et SHV. Ainsi, sur I'ensemble des BLSE, le travail du réseau SMART 2011-2013 a
montré qu’environ 92% des souches d’Escherichia coli productrices de BLSE isolées dans les USI
étaient de type CTX-M (46).

Les carbapénemases sont des enzymes qui conferent une résistance ou une diminution de
I'activité vis-a-vis des carbapénémes. Chez les entérobactéries, la plupart des carbapénemases
sont portées par des plasmides (49). Elles sont responsables d'impasses thérapeutiques du fait
de la résistance a la quasi-totalité des béta-lactamines et des résistances fréquentes associées
aux autres familles d'‘antibiotiques portées par les plasmides (50). La encore, les
carbapénemases sont tres diverses. Les plus fréquentes d'un point de vue clinique sont les KPC,
les métallo-enzymes NDM/IMP/VIM et les OXA-48.

La hausse du nombre de BLSE a conduit a une augmentation des antibiothérapies a large
spectre et notamment a une augmentation de |'utilisation des carbapénémes. Le corollaire a cela
est une augmentation des souches d'EPC. Ainsi, I'émergence de bactéries multi-résistantes (BMR)
et hautement résistantes (BHR) a compliqué la prise en charge des IIA et notamment celle des
péritonites. Le retard a l'instauration d’une antibiothérapie efficace, engendré par cette situation,
est responsable d'une surmortalité (8). Dans ce contexte, il est primordial de pouvoir adapter
I'antibiothérapie (escalade ou désescalade thérapeutique) le plus rapidement possible. La mise en
place d’outils de diagnostic microbiologique fiables et rapides pourrait permettre de raccourcir ces
délais d’adaptation de I'antibiothérapie (1).
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5. Prise en charge des liquides péritonéaux au laboratoire de

bactériologie du CHU d'Angers

La prise en charge des liquides péritonéaux, au laboratoire de bactériologie du CHU
d'Angers, se fait par culture standard sur des milieux différents (Figure 6) ensemencés chacun
de facon automatisée avec 30 pL de prélevement par I'automate WASP® (BioMérieux®, Marcy
I'étoile, France). Trois milieux différents sont utilisés :

Gélose au sang supplémentée en acide nalidixique et colistine (CNA,
BioMérieux®) incubée en anaérobiose, rendue aprés 5 jours d’incubation. Elle permet
I'isolement sélectif des bactéries Gram positif exigeantes, en inhibant la croissance de
la plupart des bactéries a Gram négatif (51). L'atmosphére en anaérobiose permet la
croissance des germes anaérobies, notamment les Bacteroides qui sont des bacilles

Gram négatif capables de pousser sur la gélose CNA.

Gélose chromogéne (CPSO, BioMérieux®) incubée en aérobiose, rendue aprés 5
jours d'incubation (52). Elle permet notamment [lisolement et [identification
présomptive des principales entérobactéries et des entérocoques, ainsi que l'isolement
des levures et des bacilles a Gram négatif non-fermentants de I'environnement,

comme Pseudomonas aeruginosa.

Gélose sélective BLSE (BLSE, BioMérieux®), contenant un milieu de Drigalski
supplémenté en Céfotaxime et un milieu de Mac Conkey supplémenté en Ceftazidime,
incubée en aérobiose et rendue apres 24 heures d'incubation. Les milieux de Drigalski
et de Mac Conkey sont des milieux d'isolement lactosé, sélectifs des bacilles a Gram

négatif non-exigeants, car ils contiennent des inhibiteurs de la croissance des bactéries
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a Gram positif. La gélose BLSE est un milieu utilisé pour l'isolement et I'identification
présomptive des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de 3™ génération
(C3G), que ce soit par production d'une céphalosporinase de haut niveau ou
déréprimée, par production d'une béta-lactamase a spectre étendu (BLSE) ou par
imperméabilité. Elle permet également l'isolement d'autres bacilles a Gram négatif

résistants aux C3G (53).

Figure 6 : Gélose BLSE, Gélose CNA et Gélose CPSE

Les cultures sont interprétées selon les recommandations de la Société Frangaise de
Microbiologie (SFM). Les bactéries d'intérét sont identifiées par spectrométrie de masse de type
MALDI-TOF (Vitek MS®, BioMérieux). Les antibiogrammes sont réalisés par micro-dilution en
milieu liquide (Vitek2®, BioMérieux) ou par diffusion en milieu gélosé, selon le type de germe. Les
résultats des antibiogrammes sont interprétés conformément aux recommandations du Comité
de I'’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM), en collaboration avec
I'European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Concernant les
entérobactéries isolées et identifiées sur la gélose BLSE, des techniques complémentaires sont
effectuées afin de confirmer et de préciser le mécanisme de résistance aux C3G, principalement

pour différencier la production d’une BLSE de celle d’'une céphalosporinase.

En 2020, au CHU d’Angers, il y a eu 410 envois de liquides péritonéaux dont 162 positifs

en culture microbiologique standard.
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6. Présentation du panel FilmArray Biofire® BCID2

6.1. Principe du test

La technologie FilmArray® utilise le principe de la PCR multiplexe permettant la détection de
cibles d’ADN multiples contenues dans des échantillons cliniques. Il existe actuellement 5 panels
différents : le panel « Respiratory » pour le diagnostic syndromique des infections respiratoires
aigués, le panel « Pneumonia » pour le diagnostic syndromique des infections respiratoires
basses, le panel « Gastrointestinal », le panel « Meningitis/Encephalitis » et le panel « Blood

Culture Identification » 2 (BCID2).

Le panel BCID2 (version 2 du kit - BioMérieux®) (54) est un test de PCR multiplexe qui
s’emploie avec les systémes BioFire® FilmArray® 2.0 ou BioFire® FilmArray® Torch (Figure 7). Le
panel FilmArray BioFire® BCID2 permet la détection et I'identification qualitatives simultanées de
plusieurs acides nucléiques de bactéries et de levures et de certains déterminants génétiques liés

a la résistance aux antibiotiques directement a partir du flacon d’hémoculture positive.

Blosﬂ!!'

» m-mumw

Figure 7 : Systémes BioFire® FilmArray® 2.0 ou BioFire® FilmArray® Torch
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6.2. Cibles du panel FilmArray BioFire® BCID2

Le panel FilmArray BioFire® BCID2 détecte 33 pathogénes (26 bactéries et 7 levures) et
permet également la détection de 10 déterminants génétiques de la résistance aux

antibiotiques suivants :

méthicilline avec les cibles mecA/C et mecA/C avec MREJ ;

- vancomycine avec les cibles vanA et vanB ;

- béta-lactamines (pénicillines, céphalosporines, monobactames et carbapénémes) avec
les cibles blaCTX-M, blaIMP, blaKPC, blaNDM, blaOXA48-like, blaVIM ;

- colistine avec la cible mcr-1.

La Figure 8 présente les 43 cibles détectées par le panel FilmArray BioFire® BCID?2.
L'automate ne rapporte les genes de résistance que dans le cas ou au moins une bactérie

concernée soit également détectée.

Gram Positive Bacteria

Enterococcus faecalis Staphylococcus spp. Streptococcus spp.

Enterococcus faecium Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae (Group B)

Listeria monocytogenes Staphylococcus epidermidis Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus lugdunensis Streptococcus pyogenes (Group A)

Gram Negative Bacteria

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex Enterobacterales

Bacteroides fragilis Enterobacter cloacae complex
Haemophilus influenzae Escherichia coli

Neisseria meningitidis Klebsiella aerogenes
Pseudomonas aeruginosa Klebsiella oxytoca
Stenotrophomonas maltophilia Klebsiella pneumoniae group

Proteus spp.
Salmonella spp.

Serratia marcescens

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

Antimicrobial Resistance Genes
CTX-M KPC mecA/C NDM vanA/B
IMP mer-1 mecA/C and MREJ (MRSA) OXA-48-like VIM

Figure 8 : Cibles détectées par le panel FilmArray BioFire® BCID2 59



La Figure 9 présente les associations pathogenes/génes de résistances que l'automate

peut rendre avec le panel FilmArray BioFire® BCID2.
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vanA/B x X
mecA/C X x
mecA/C et MREJ (MRSA) x
mecr-1 x x x x x x
CTX-M X X X x X X X x X X X
IMP x x x x x x x x x x X
KPC X X X X x X X x X x X
NDM x X x x x x x x x x x
OXA-48-like x x x x x x x x x
VIM x X X X x X X x X X X

Figure 9 : Bactéries concernées pour chaque gene de résistance

6.3. Etapes techniques du test

Le temps de réalisation technique est d’environ 5 minutes. La Figure 10 présente les
différentes étapes de la technique :
1. Préparation de la cassette :
- Insérer la cassette sur la station de chargement
- Placer le flacon échantillon dans le puits rouge
- Placer le flacon d’hydratation dans le puits bleu
2. Hydratation de la cassette :
- Dévisser le flacon d’hydratation
- Insérer le flacon dans le port d’hydratation de la cassette
3. Préparation de I'échantillon :
a) Ouvrir l'opercule du tampon de I'échantillon
b) Verser le tampon dans le flacon échantillon
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c) Prélever 200 pL d'échantillon depuis le flacon d’hémoculture positive
d) Ajouter les 200 pL d'échantillon au flacon échantillon
e) Refermer le flacon et homogénéiser par retournement

4, Chargement de I'échantillon préparé :

- Dévisser le flacon échantillon

- Insérer le flacon dans le port d'échantillon de la cassette

Figure 10 : Etapes techniques du panel FilmArray BioFire® BCID2

La cassette du panel FilmArray BioFire® BCID2 est un systeme fermé jetable qui contient
tous les réactifs nécessaires a I'analyse. La Figure 11 détaille les différents compartiments de la

cassette.

[ sownon |
ORIFICE ORIFICE
, D'INJECTION
D'INJECTION -
DE L'ECHANTILLON DE LA SOLUTION
(AUTRE COTE) ' D’HYDRATATION

(AUTRE COTE)

LSE e PCR1
CASSETTE :
PURIFICATION PCR1 PCR2 ET FUSION
D’ADN/ARN T~ EN POINT FINAL

Figure 11 : Détails de la cassette du panel FilmArray BioFire® BCID2 31



La cassette est ensuite introduite dans le systéme BioFire® FilmArray® et 'automate réalise
I'ensemble des étapes nécessaires a I'analyse, qui dure environ 1 heure :
» Lyse de I'échantillon par agitation (broyage avec billes) en plus de la lyse chimique
réalisée par le tampon de |'échantillon ;
» Extraction et purification des acides nucléiques de I'échantillon a I'aide d'une
technologie utilisant des billes magnétiques ;
» Réaction de PCR multiplexe nichée :
en premier, une seule réaction massivement multiplexée en large
volume (PCR1) ;
puis en deuxieme temps, des réactions de PCR individuelles (PCR2)
pour amplifier les séquences présentes dans les produits de PCR1.
» Utilisation des données de la courbe de fusion finale pour détecter et générer un
résultat pour chaque cible présente sur la matrice du panel FilmArray BioFire®

BCID2.

6.4. Controles internes

Chaque cassette contient deux controles internes qui doivent étre positifs pour que
I"analyse soit valide :

DNA Process Control : un controle du traitement de I’ADN qui cible un produit de
transcription d’ADN provenant de la levure Schizosaccharomyces pombe
(lyophilisée dans la cassette et réhydratée lors de I'ajout de I'échantillon). Ce
controle passe par toutes les étapes du processus de test, notamment la lyse, la
purification des acides nucléiques, la premiére PCR, la dilution, la deuxieme PCR et
la fusion de I’ADN. Un résultat positif de ce controle indique le déroulement correct
de toutes les étapes effectuées par le panel FilmArray BioFire® BCID2.
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PCR2 Control : un controle de la deuxieme PCR qui détecte une cible d’ADN
lyophilisée dans chaque puits de la matrice. Un résultat positif indique que la

deuxiéme PCR s’est déroulée correctement.

6.5. Interprétation du test

Le logiciel BioFire® évalue la courbe de fusion de I'ADN pour chaque puits de la barrette
PCR2 pour déterminer si un produit de PCR est présent dans ce puits. Si le profil de fusion indique
la présence d’'un produit de PCR, le logiciel d’analyse calcule alors la température de fusion (Tf) de
la courbe, puis la compare a la plage de Tf attendue pour le test. Si le logiciel détermine que la
température de fusion se situe dans la plage de Tf spécifique du test, la courbe de fusion est

considérée comme positive, négative le cas échéant.

Une fois les courbes de fusion positives identifiées, le logiciel évalue les répétitions de
chaque test pour déterminer le résultat du test. Pour qu’un test soit considéré comme positif, deux
courbes de fusion associées doivent étre considérées comme positives, et les deux Tf doivent étre

similaires. Les tests qui ne satisfont pas a ces critéres sont considérés comme négatifs.

La Figure 12 correspond a un exemple de courbes de fusion positives pour la cible

Bacteroides fragilis : en ordonnée est représentée l'intensité de fluorescence, en abscisse la

température de fusion.
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Figure 12 : Exemple de courbes de fusion positives du panel FilmArray BioFire® BCID2
6.6. Limite de détection
Pour rappel, le panel FilmArray BioFire® BCID2 a pour indication I'identification de certaines
bactéries/levures (et genes de résistance) a partir de flacons d’hémoculture positive. La limite de
détection a été déterminée par le fournisseur, par dilution en série sur au moins 20 réplicats de
chaque pathogéne détecté par le panel. Elle a été fixée quand au moins 95% des réplicats étaient

détectés. Elles vont de 1,0x102 UFC/mL (pour Candida glabrata) a 1,0x10® UFC/mL (pour

Stenotrophomonas maltophilia). Le fournisseur a également vérifié et confirmé que les marqueurs
de résistance aux antibiotiques étaient détectés a la limite de détection des bactéries concernées.
Le Tableau 3 présente, pour chaque cible de pathogene, la limite de détection exprimée en
UFC/mL. Les concentrations de bactéries correspondant aux limites de détection sont environ 30 a

200 000 fois plus faibles que les concentrations de bactéries retrouvées dans les flacons
d’hémocultures positives.
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Tableau 3 : Limite de détection des cibles détectées par le panel FilmArray BioFire® BCID2

BioFire BCID2 Panel Analyte

Enrterococcus faecalis

Organism [AMR Gene] Tested

Enterococcus faecalis [vanB]

Isolate ID

ATCC 51299

LoD
Concentration
(CFU/mL)

1.0E+D5

Enterococcus faecium Enterococcus faecium [vanA] ATCC 7002211 1.0E+05
Listeria monocylogenes Listeria monocylogenes ATCC 15313 1.0E+04
Staphylococcus spp. Staphylococcus hominis ATCC 25615 1.0E+05
Staphylococcus aureus [mecA] ATCC BAA-38 3
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus [mecC] ATCC BAA-2313 1.0E+04
Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis [mecd] ATCC 35984 1.0E+05
Staphylococcus lugdunensis Staphylococcus lugdunensis ATCC 43809 1.0E+04
Streprococcus spp. Streptococcus milis ATCC 48456 1.0E+04
Streprococcus agalactiae Strepfococcus agalactiae ATCC 12813 5.0E+04
Swreprococcus pneumaoniae Streptococcus pneumoniag ATCC 6303 5.0E+03
Streplococcus pyogenes Streptococcus enes ATCC 45399 5.0E+03
Acinetobacter calc o cus-baumanni Acinetobacter baumannii[NDM] | CDC-FDA AR Bank #0033 5 0E+03
Bacteroides fragilis Bacteroides fragilis ATCC 25285 1.0E+04
Citrobacter freundii ATCC 8090
Enterobacrterales Morganella morganii ATCC 25830 1.0E+05
Serratia plymuthica ATCC 183
Enterobacter cloacae complex Enterobacter cloacae [VIM] CDC-FDA AR Bank #0154 1.0E+05
Escherichia coli Escherichia coll [mcr-1] CDC-FDA AR Bank #0350 5 0E+D5
Haemophilus influenzae Haemophilus influenzag ATCC 10211 1.0E+D4
Klebsiella aerogenes Kiebsiella aerogenes [OXA-48-like] CDC-FDA AR Bank #0074 1.0E+05
Klebsiella oxyroca Klebsiella oxytoca [CTX-M] GRE 1254054 1.0E+05
Kilebsiella pneumoniae group Klehsiella pneumoniae ATCC 138383 5 0E+04
Neisseria meningitidis Neissera meningitidis ATCC 13090 1.0E+03
Proteus spp. FProteus mirabilis ATCC 29306 5.0E+05
FPseudomonas aeruginosa FPseudomonas aeruginosa [IMP] CDC-FDA AR Bank #0092 1.0E+04
Salmonella spp. Salmoneila enterica ATCC 700720 5.0E+04
Serratia marcescens Serratia marcescens [KPC] JMI GST 1.0E+05
Stenotrophomonas maltophilia Stenotrophomonas maltophiiia ATCC 700475 1.0E+06
Candida albicans Candida albicans ATCC 20028 1.0E+03
Candida auris Candida auris CDC-FDA AR Bank #0381 1.0E+D3
Candida glabrata Candida glabrata ATCC 15545 1.0E+02
Candida krusei Candida krusei ATCC 28870 5.0E+03
Candida parapsilosis Candida parapsilosis ATCC 34136 1.0E+04
Candida tropicalis Candida tropicalis ATCIC 201380 1.0ERD4
Cryptococcus neoformans/garttii Cryptococcus gatti ATCC MYA-4877 5 0E+02

Cryptococcus neoformans

ATCC MYA-4564

6.7.

Colit d'un test avec le panel FilmArray BioFire® BCID2

D'apres le référentiel des actes innovants hors nomenclature, le colt d'un test avec le

panel FilmArray BioFire® BCID2 est de 270 euros (N156 RIHN).

35



7. Contexte de I'étude

De plus en plus de nouvelles techniques reposant sur des PCR multiplexes voient le jour
pour le diagnostic microbiologique en pratique clinique. Ces panels dits « syndromiques » sont
développés en fonction de la pathologie, des principaux germes impliqués ou d‘intérét et du type
d'échantillon a analyser. Ces outils permettent en général un rendu de résultat en quelques
heures, en comparaison de la culture qui peut mettre plusieurs jours pour l‘obtention de

résultats.

Parmi les techniques de diagnostic rapide, celle utilisant le panel FilmArray BioFire® BCID2
pourrait étre un outil intéressant pour le diagnostic microbiologique des IIA. Ce panel a été
commercialisé récemment pour identifier des pathogénes majeurs a partir d’hémocultures
positives. Celui-ci pourrait étre adapté pour la détection précoce des bactéries pathogénes
impliquées dans les IIA, il n'a cependant pas d'indication pour une utilisation en dehors des

hémocultures.

L'objectif de la présente étude est d'évaluer les performances du panel FilmArray BioFire®

BCID2 dans le diagnostic microbiologique des IIA en comparaison de la culture standard.
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MATERIELS ET METHODES

1. Type d’étude

Ce travail non-interventionnel, avec réutilisation secondaire d'échantillons issus du soin,
est une étude descriptive, exploratrice et monocentrique. La prise en charge des patients n'a pas
été modifiée.

Les examens microbiologiques (examen direct, culture, identification, antibiogrammes...)
des liquides péritonéaux ont été réalisés dans le cadre du soin, sans aucune modification de la
démarche diagnostique habituelle. En paralléle, le panel FilmArray BioFire® BCID2 a été utilisé
sur un aliquot de 200 L de liquide péritonéal préalablement congelé a -20°C au laboratoire et
testé a distance des analyses de routine.

Cette étude a été approuvée par le comité d'éthique du CHU d’Angers, France (référence
n°2021-063). Le projet a par ailleurs été enregistré a la CNIL sous la référence ar21-0034v0 le

20/04/2021.

2. Echantillons cliniques et collection des données

Cette étude a été menée de février a ao(t 2021 au laboratoire de Bactériologie-Hygiéne
du CHU d'Angers. Les liquides péritonéaux des patients hospitalisés du CHU d’Angers ont été
collectés. Les critéres d'inclusion de cette étude étaient I'hospitalisation pour suspicion d'infection
intra-abdominale avec envoi d’un liquide péritonéal au laboratoire de Bactériologie pour analyse
microbiologique. Les prélevements retenus ont été les liquides péritonéaux ayant une culture
standard positive @ au moins un germe. Les critéres d'exclusion étaient les patients sous tutelle,
le déces dans les 24 heures suivant I'admission (y compris les prélevements multi-organes), les

patients agés de moins de dix-huit ans ou I'opposition du patient a la collecte des données.
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Au total, 40 échantillons de liquide péritonéal ont été analysés en paralléle par culture
bactériologique standard et par le systéme FilmArray® en utilisant le panel FilmArray BioFire®
BCID2. Au cours de cette étude, les données cliniques et biologiques recueillies ont été les
suivantes :

des données démographiques (age, sexe, poids, taille) ;

les parametres nécessaires au calcul du score IGS II a I'admission ;

la date d’admission au CHU et la date du prélevement ;

la présence d'autres prélevements bactériologiques positifs (hémocultures, LCR, etc.) ;
la présence de préléevements péritonéaux antérieurs ;

si le prélevement a été effectué sous antibiothérapie ;

I'antibiothérapie probabiliste, puis secondairement adaptée en fonction des résultats de

la culture ;

I'échec ou non du traitement de l'infection intra-abdominale (reprise chirurgicale,

drainage ou déces).

Les données cliniques ont été recueillies sur M-CrossWay v8.2.6R6.0 (Copyright©
Maincare Solutions 2015). Les données biologiques sont issues de GLIMS édité par la société

MIPS (V8.7.11), le logiciel métier du Pdle de Biologie.
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3. Culture bactérienne standard

La culture bactérienne standard a été réalisée selon la démarche décrite dans le chapitre 5
de I'Introduction. Elle constitue dans notre étude le gold-standard pour évaluer les performances
diagnostiques du panel FilmArray BioFire® BCID2. Pour cette étude, les germes identifiés ont été
évalués de fagon semi-quantitative en 5 catégories différentes afin de comparer la sensibilité du
test sur les liquides péritonéaux par rapport a son utilisation sur des flacons d’hémoculture
positive. Ces catégories sont les germes présents :

a moins de 5 colonies pour 30 pL : soit moins de 1,7x10? UFC/mL ;

entre 5 et 10 colonies pour 30 pL : soit entre 1,7x102 et 3,3x10? UFC/mL ;
entre 10 et 25 colonies pour 30 L : soit entre 3,3x102 et 8,3x102 UFC/mL ;
entre 25 et 50 colonies pour 30 uL : soit entre 8,3x10% et 1,7x103 UFC/mL ;

a plus de 50 colonies pour 30 pL : soit plus de 1,7x10% UFC/mL.

4. Panel FilmArray BioFire® BCID2

L'analyse avec le panel FilmArray BioFire® BCID2 a été réalisée conformément aux
instructions du fabricant en utilisant 200 pL de liquide péritonéal. Les échantillons n'ont pas été

centrifugés préalablement. Ils ont été conservés a -20°C jusqu'a réalisation du test.
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5. Analyse statistique des résultats

Les résultats des deux techniques ont été analysés en utilisant le coefficient kappa de
Cohen. Les données ont été traitées avec Python 3.8. L'accord entre la culture et le panel
FilmArray BioFire® BCID2 a été considéré comme trés bon pour un kappa compris entre 81 et

100% et comme bon pour des valeurs comprises entre 61 et 80% (55).

Nous avons comparé les résultats d'identification bactérienne et fongique entre la culture
standard, considérée dans cette étude comme la technique de référence, et le panel FilmArray
BioFire® BCID2. Un résultat a été considéré comme un vrai positif (VP) ou un vrai négatif (VN)
lorsque les résultats entre la culture et le panel FilmArray BioFire® BCID2 étaient identiques. Un
résultat obtenu par culture et non par le panel FilmArray BioFire® BCID2 a été considéré comme
un faux négatif (FN). Inversement, un résultat obtenu par le panel FilmArray BioFire® BCID2 et
non par la culture a été considéré comme un faux positif (FP). Les pathogenes rendus a la culture
standard n‘appartenant pas aux cibles du panel FilmArray BioFire® BCID2 ont été considérés
comme des faux négatifs (FN). Pour chaque discordant (FP ou FN), I'aliquot qui a servi a réaliser
I'analyse avec le panel FilmArray BioFire® BCID2 a été réensemencé pour confirmer la présence
ou l'absence du pathogene discordant ; dans certains cas, des techniques complémentaires ont

été utilisées.
Du fait de la pertinence de ne pas identifier toutes les bactéries en culture standard, mais

seulement celles d'intéréts, certains ajustements dans I'analyse de la concordance ont été faits,

notamment :
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Quand une flore aéro-anaérobie a été rendue a la culture, les Streptococcus spp
détectés par le panel FilmArray BioFire® BCID2 ont été considérés comme vrais positifs
(VP);

Les Bacteroides fragilis détectés par le panel FilmArray BioFire® BCID2 alors que la
culture a rendu un Bacteroides spp ou une autre espece de Bacteroides, ont été
considérés comme vrais positifs (VP) ;

La cible Proteus spp a été considérée comme vrai positif (VP) si a la culture au moins
une identification comprenait Proteus mirabilis ;

Toute entérobactérie rendue en culture et n'ayant pas de cible spécifique avec le panel

FilmArray BioFire® BCID2 est considérée comme FN.

La sensibilité (Se) a été calculée par 100x[VP/(VP+FN)] et la spécificité (Sp) par
100x[VN/(VN+FP)]. La valeur prédictive positive (VPP) a été calculée par 100x[VP/(VP+FP)] et
la valeur prédictive négative par 100x[VN/(VN+FN)]. Les intervalles de confiance a 95% ont été

calculés pour chacun des paramétres.
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RESULTATS

1. Population étudiée

Un total de 40 prélévements provenant de 35 patients a été inclus dans I'étude. La Figure

13 présente la répartition des patients en fonction du service dans lequel ils ont été pris en

charge. Ainsi, la majorité des patients ont été hospitalisés soit dans le service de Chirurgie

viscérale, soit dans le service de Réanimation chirurgicale du CHU d’Angers.

Répartition des patients en fonction des
services d'hospitalisation

25
2
§ 20 -
©
o
(]
o<
(]
5 15 A
£
)
2

10 -

5 -

0 .

Chirurgie viscérale Réanimation Réanimation Neurochirurgie
chirurgicale médicale
Service d'hospitalisation

Figure 13 : Répartition des patients en fonction des services d'hospitalisation

Le type de péritonite le plus fréquent était le type 2 (87,5%) suivi du type 3 (10%) et du

type 1 (2,5%), comprenant 40% de péritonites nosocomiales et 60% de péritonites

communautaires (Figure 14).
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Figure 14 : Nombre de prélévements selon le type de péritonite

L'age moyen des patients était de 60 ans £ 20 ans, avec un sex-ratio H/F de 1,69. Le

score IGS II moyen avant l'instauration de I'antibiothérapie probabiliste était de 32 + 15. Par

ailleurs, 50% des patients avaient recu une antibiothérapie dans les jours précédant le

préléevement de liquide péritonéal. Au total, 9 patients (26%) sur les 35 inclus sont décédés. Le

Tableau 4 résume les caractéristiques de la population étudiée.

Tableau 4 : Caractéristiques de la population étudiée

Caractéristiques de la population étudiée

Moyenne ET
Age 60 ans +20

IMC 26 +9
IGS I 32 15

N %
ATB avant prélévement 20/40 50%
Sexe masculin 22/35 60%
Déces 9/35 26%
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2. Résultats obtenus en culture standard et en FilmArray

Un diagramme de flux présentant les résultats de I'ensemble des cibles d‘identification de
cette étude ainsi qu’un tableau résumant la répartition des pathogénes retrouvés en culture
standard en fonction de leur semi-quantification et de leur détection (VP) ou non (FN) par le

panel FilmArray BioFire® BCID2 sont présentés en annexe 1 et 2.

2.1. Résultats de la culture standard

Au total, sur les 40 prélevements étudiés, 10 levures et 118 bactéries ont été identifiées

par culture standard, dont :

24% de bactéries a Gram positif avec une prédominance d’entérocoques (48% des

bactéries a Gram positif) représentées principalement par Enterococcus faecalis (67 %

des Entérocoques) ;

68% de bactéries a Gram négatif, avec une prédominance d'entérobactéries (57% des

bactéries Gram négatif), dont principalement Escherichia coli (50% des

Entérobactéries) ;

8% de levures, avec une majorité de Candida albicans (70%) ;

Les anaérobies représentaient 21% des germes isolés, avec une prédominance du

groupe Bacteroides fragilis (63% des anaérobies).

Trois bactéries identifiées sur les 50 entérobactéries isolées en culture étaient productrices
de B-lactamase a spectre étendu (BLSE) et 1 d’entre elles productrice d’'une carbapénemase de
type NDM. La Figure 15 représente la répartition des germes et génes de résistance détectés en

culture microbiologique standard sur les 40 prélevements analysés dans I'étude.
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Culture microbiologique standard

NDM 1
BLSE 3
Candida glabrata 3
Candida albicans 7
Pseudomonas aeruginosa 9
Morganella morga nii 1
Hafnia alvei 2
Citrobacter koseri 1
Citrobacter freundii 7
Serratia marcescens 1
Proteus mirabilis 4
Klebsiella pneumoniae 4
Klebsiella axytoca 1
Escherichia coli 25
Enterobacter doacae complex 4
Bacteroides thetaiotaomicron 4
Bacteroides ovatus 1
Bacteroides dorei 1
Bacteroides fragilis 17
Bacteroides spp. 4
Acinetobacter radioresistens 1
Streptococcus agalactiae 1
Streptococcus mitis oralis 1
Streptococcus angifinter/constellatus 1
Streptococcus 8

Staphylococcus haemolyticus 1

Staphylococcus hyicus 1
Staphylococcus epidermidis 2
Staphylococcus aureus 1
Enterococcus faecum 5
Enterococcus faealis 10
0 5 10 15 20 25 30

Nombre d'isolats

Figure 15 : Répartition des germes/genes de résistance retrouvés en culture sur les 40 prélevements analysés
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2.2. Résultats du panel FilmArray BioFire® BCID2

La Figure 16 représente la répartition des pathogenes détectés par le panel FilmArray
BioFire® BCID2 sur les 40 échantillons. Un résultat positif a été obtenu par le panel FilmArray
BioFire® BCID2 pour I'ensemble des 40 liquides péritonéaux (100%). Au total, 104 bactéries et
10 levures ont été identifiées par ce test de biologie moléculaire, dont :

33% de bactéries a Gram positif avec une prédominance de Streptococcus spp (55%
des bactéries a Gram positif), suivi du genre Enterococcus spp (37%) ;

58% de bactéries a Gram négatif avec une prédominance d'entérobactéries (52% des
bactéries a Gram négatif) dont principalement Escherichia coli (63% des
entérobactéries) ;

9% de levures, avec une majorité de Candida albicans (70%) ;

Bacteroides fragilis représentait 20% des germes détectés.

Au total, 6 marqueurs de résistance aux antibiotiques ont été détectés par le panel

FilmArray BioFire® BCID2 sur les 40 échantillons :

3 CTX-M ;
1 NDM ;
1 mecA/C;

1 vanA/B.
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Panel FilmArray BioFire® BCID2

vanA/B mm 1
mecA/Cand MREJ | 0
mecA/C mm 1
CTX-M s 3
mcr-1 0
NDM mm 1
IMP/VIM/KPC/OXA-48-like 0
Cryptococcus neoformans/gattii 0
Candida auris/krusei/parapsilosis/tropicalis = 0
Candida glabrata m—— 3
Candida albicans m———— 7
Stenotrophomonas maltophilia = 0
Pseudomonas aeruginosa NN O
Neisseria meningitidis
Haemophilus influenzae

Serratia marcescens

O O o o

Salmonella
Proteus spp. ——— 3
Klebsiella pneumoniae group H——— 3
Klebsiella oxytoca mm 1
Klebsiella aerogenes = 0
Escherichia coli I 2
Enterobacter cloacae complex = 2
Enterobacterales I 23
Bacteroides fragilis I 3
Acinetobacter baumannii complex = 0
Streptococcus pyogenes/pneumoniae | 0
Streptococcus agalactiae mm 1
Streptococcus spp. . ) |
Staphylococcus lugdunensis | 0
Staphylococcus epidermidis mm 1
Staphylococcus aureus 1
Staphylococcus spp. n— 3
Listeria monocytogenes 0
Enterococcus faecium INEEE—————— 5

Enterococcus faecalis EEEEEEEEEESE—————— O

0 5 10 15 20 25 30

Nombre de cible détectées

Figure 16 : Répartition des cibles détectées par le panel BioFire® BCID2 sur les 40 prélévements analysés
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2.3. Comparaison des résultats concernant les identifications

Au total, 1342 cibles (identifications bactériennes et fongiques par culture et/ou FilmArray)
ont été testées pour les 40 liquides péritonéaux. Parmi elles, 1320 étaient comprises dans le
panel FilmArray BioFire® BCID2 (33 cibles « identification » du panel par échantillon x 40
échantillons) et 22 cibles bactériennes hors panel, retrouvées uniquement par culture. La
concordance globale entre la culture standard et le panel FilmArray BioFire® BCID2 était de
1300/1342, soit 97% :

Il y avait 139 cibles avec un résultat positif concordant (positif en culture
standard et en FilmArray). La VPP était de 97,9% (IC 95% : 94,0% - 99,3%) ;
Il y avait 1161 cibles avec un résultat négatif concordant (négatif en culture

standard et en FilmArray). La VPN était de 96,8% (IC 95% : 95,6% - 97,6%).

Ainsi, a propos du panel FilmArray BioFire® BCID2 :
La sensibilité globale était de 78,1% (IC 95% : 71,5% - 83,5%) ;

La spécificité globale de 99,7% (IC 95% : 99,2% - 99,9%).

L'accord entre les résultats de la culture standard et le panel FilmArray BioFire® BCID2
était considéré comme tres bon avec un coefficient kappa de 85,3% (IC 95% : 83,4% - 87,2%).
Le Tableau 5 présente les résultats de I'ensemble des pathogénes présents dans le panel cible
par cible. Le Tableau 6 présente le tableau de contingence et résume les données globales de

performance du panel.
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Tableau 5 : Résultats du panel FilmArray BioFire® BCID 2 en comparaison de la culture standard

Culture BCID2 Sensibilité Spécificité VPP VPN
N N VP/(VP+FN) % 1C% VN/(VN+FP) % IC% VP/(VP+FP) % IC% VN/(VN+EN) % 1C%
Enterococcus faecalis 10 9 9/10 90 59,6- 98,2 30/30 100 88,6- 100 9/9 100 70,1- 100 30/31 9%,8 83,8-994
Enterococcus faecium 5 5 5/5 100 56,5 - 100 35/35 100 90,1-100 | 5/5 100 56,5- 100 | 35/35 100 90,1-100
Listeria monocytogenes 0 0 - - - - - - -
Staphylococcus spp. 5 3 3/4 75 30,1-954 36/36 100 90,4 -100 33 100 43,9-100 36/37 97,3 86,2-99,5
Staphylococcus aureus 1 1 11 100 20,7-100 39/39 100 91,0- 100 11N 100 20,7-100 39/39 100 91,0- 100
Staphylococcus epidermidis 2 1 0/2 0 0-658 38/39 97,4 86,8-99,6 0/1 0 0-794 38/40 95 83,5-98,6
Staphylococcus lugdunensis 0 0 - - - - - - - - - - - -
Streptococcus spp. 8 pil 2111 100 84,5-100 19/19 100 83,2-100 2111 100 84,5-100 19/19 100 83,2-100
Streptococcus agalactiae 1 1 1/1 100 20,7-100 39/39 100 91,0- 100 1/1 100 20,7-100 39/39 100 91,0- 100
Streptococcus pyogenes 0 0
Streptococcus pneumoniae 0 0
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex 0 0
Bacteroides fragilis 17 23 23/3 100 85,7-100 17/17 100 81,6-100 23/23 100 85,7-100 17/17 100 81,6-100
Enterobacterales 31 2 28/31 90,3 751-9,7 99 100 70,1-100 28/28 100 87,9-100 9/12 75 46,8-91,1
Enterobacter cloacae complex 4 2 1/4 25 46-699 36/37 97,3 86,2-99,5 1/2 50 9,5-90,6 36/39 92,3 79,7-97,4
Escherichia coli 25 2 22/25 88 70,0-953 15/15 100 79,6- 100 2/22 100 85,1-100 15/18 833 60,8- 94,2
Klebsiella aerogenes 0 0 - - - - - - - - - - - -
Klebsiella oxytoca 1 1 11 100 20,7-100 39/39 100 91,0- 100 11N 100 20,7-100 39/39 100 91,0- 100
Klebsiella pneumoniae group 4 3 3/4 75 30,1-95,4 36/36 100 90,4 - 100 3/3 100 439-100 36/37 973 86,2-99,5
Proteus spp. 4 3 3/4 75 30,1-954 36/36 100 90,4 - 100 33 100 43,9-100 36/37 973 86,2-99,5
Salmonella 0 0 - - - - - - - - - - - -
Serratia marcescens 1 0 0/1 0 0-794 39/39 100 91,0- 100 0/0 / / 39/40 975 87,1-99,6
Haemophilus influenzae 0 0 -
Neisseria meningitidis 0 0 - - - -
Pseudomonas aeruginosa 9 9 9/9 100 70,1-100 31/31 100 89,0- 100 9/9 100 70,1-100 31/31 100 89,0-100
Stenotrophomonas maltophilia 0 0 - - - - - - - - - - - -
Candida albicans 7 7 6/7 85,7 48,7-974 33/34 97,1 85,1-99,5 6/7 85,7 48,7-97,4 | 33/34 971 85,1-99,5
Candida glabrata 3 3 33 100 43,9-100 37137 100 90,6 - 100 33 100 43,9-100 37/37 100 90,6 - 100
Candida auris 0 0 -
Candida krusei 0 0 - - - -
Candida parapsilosis 0 0 -
Candida tropicalis 0 0 - -
Cryptococcus neoformans/gattii 0 0 -
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Tableau 6 : Tableau de contingence et données globales de performance du panel FilmArray BioFire® BCID2

Culture Standard
+ -

§ VP FP VP + FP

Panel FilmArray 132 2 e
BioFire® BCID2 ) FN VN VN +FN

39 1161 1200

VP + FN VN + FP Total

178 1164 1342

Se 78,1 IC95 71,5 83,5

Sp 99,7 1C95 99,2 99,9

VPP 97,9 IC95 94,0 99,3

VPN 96,8 1C95 95,6 97,6

Coefficient Kappa 85,3 1C95 83,4 87,2

Sur les 33 cibles « identification » de germes proposés par le panel FilmArray BioFire®
BCID2, 18 ont pu étre analysées car présentes en culture standard. Sur ces 18 cibles, 12 avaient

une sensibilité > 80%, dont 8 avec une sensibilité de 100% (Tableau 5). Les cibles avec une

sensibilité < 80% étaient Staphylococcus spp. (Se = 75%), Staphylococcus epidermidis (Se
0%), Enterobacter cloacae complex (Se = 25%), Klebsiella pneumoniae group (Se = 75%),
Proteus spp. (Se = 75%), et Serratia marcescens (Se = 0%). Aucune cible n'avait une spécificité
< 90%. Trois des cibles n'avaient toutefois pas une spécificité a 100%, il s'agissait de
Staphylococcus epidermidis (Sp = 97,4%), d'Enterobacter cloacae complex (Sp = 97,3%) et de

Candida albicans (Sp = 97,1%).
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2.4. Marqueurs de résistance aux antibiotiques

Du fait d'un faible nombre de détections concernant les cibles de résistance aux
antibiotiques, la sensibilité, la spécificité, la VPP et la VPN n’ont pas été calculées. Au total, 4
marqueurs de résistance aux antibiotiques ont été mis en évidence par la culture standard chez 3
patients :

1 patient avec un Escherichia coli porteur d'une NDM et d'une BLSE ;

2 patients avec une Klebsiella pneumoniae porteuse d'une BLSE.

Pour ces 3 patients, le panel FilmArray BioFire® BCID2 a retrouvé une NDM et 3 CTX-M.
Ainsi, concernant les marqueurs de résistance aux antibiotiques, il n'y a eu aucun faux négatif
(FN). Un vanA/B et un mecA/C ont été détectés en plus avec le panel FilmArray BioFire® BCID2,

constituant ainsi 2 faux positifs (FP).
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3. Analyse des résultats discordants (FN et FP)

Dans cette étude, 39 FN et 3 FP ont été mis en évidence pour les identifications ainsi que
2 FP pour les marqueurs de résistance aux antibiotiques. Cette partie est dédiée a leur analyse et

a I'explication d’au moins une partie d’entre eux.
3.1. Trois Faux Positifs pour les identifications

Les 3 FP rendus par le panel FilmArray BioFire® BCID2 pour les identifications bactériennes
et fongiques sont :

Candida albicans (n=1) ;
Enterobacter cloacae complex (n=1) ;

Staphylococcus epidermidis (n=1).

Concernant |'Enterobacter cloacae complex et le Staphylococcus epidermidis, ceux-ci n‘ont
pas pu étre retrouvés en culture malgré le réensemencement de l'aliquot ayant servi pour
effectuer I'analyse en FilmArray. Toutefois, le patient chez qui I’Enterobacter cloacae complex a
été retrouvé avec le panel FilmArray BioFire® BCID2 était sous traitement antibiotique par

Pipéracilline-tazobactam depuis 24 heures au moment du prélévement.

Concernant Candida albicans, I'évaluation en FP peut étre nuancée. En effet, la levure a
été retrouvée a la culture mycologique sur le méme prélevement adressé au laboratoire de
Parasitologie-Mycologie du CHU d'Angers. La différence avec la culture bactériologique peut
s’expliquer par la quantité de prélevement ensemencée : en bactériologie, 30 pL sont
ensemencés par boite (soit environ 90 WL au total), tandis qu’en mycologie, environ 1 mL est

ensemence, si la quantité le permet.
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3.2. 22 Faux Négatifs hors panel

Parmi les 39 FN, 22 pathogénes retrouvés a la culture n'étaient pas inclus dans le panel
FilmArray BioFire® BCID2. Sept d'entre eux étaient totalement hors panel et les 15 autres
s'intégraient dans une des 3 cibles de genre/famille du panel (Enterobacterales, Staphylococcus
spp et Streptococcus spp), sans identification au rang d’espece :

Acinetobacter radioresistens (n=1 ; totalement hors panel) ;
Bacteroides dorei (n=1 ; totalement hors panel) ;
Bacteroides ovatus (n=1 ; totalement hors panel) ;
Bacteroides thetaiotaomicron (n=4 ; totalement hors panel) ;
Citrobacter freundii (n=7 ; panel Enterobacterales) ;
Citrobacter koseri (n=1 ; panel Enterobacterales) ;

Hafnia alvei (n=2 ; panel Enterobacterales) ;

Morganella morganii (n=1 ; panel Enterobacterales) ;
Staphylococcus haemolyticus (n=1 ; panel Staphylococcus spp) ;
Staphylococcus hyicus (n=1 ; panel Staphylococcus spp) ;
Streptococcus mitis oralis (n=1 ; panel Streptococcus spp) ;

Streptococcus anginosus/intermedius/constellatus (n=1 ; panel Streptococcus spp).

Concernant les 11 FN qui sont des entérobactéries identifiées au rang de genre et d’espece
par culture :
une souche de C. freundii, identifiée en culture sans autre germe associé, n‘a été
mise en évidence qu'au niveau de la famille Enterobacterales sur le FilmArray ;
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les 10 autres FN identifiés en culture étaient associés a une flore polymorphe avec

au moins une autre entérobactérie identifiée au rang d'espece par le FilmArray.

Concernant les 2 FN (S. haemolyticus et S. hyicus) pouvant s'intégrer dans la cible de

genre Staphylococcus spp, ils ont bien été détectés par la cible Staphylococcus spp.

Concernant les 2 FN (S. mitis oralis et S. anginosus/intermedius/constellatus) pouvant
s'intégrer dans la cible de genre Streptococcus spp, ils ont bien été détectés par la cible

Streptococcus spp.

3.3. 17 Faux Négatifs dans le panel

Parmi les 39 FN, 17 cibles de pathogenes appartenaient pourtant au panel FilmArray

BioFire® BCID2 ; ils se répartissent comme suit :
Candida albicans (n=1) ;
Enterobacterales (n=3) ;
Enterobacter cloacae complex (n=3) ;
Enterococcus faecalis (n=1) ;
Escherichia coli (n=3) ;
Klebsiella pneumoniae (n=1) ;
Proteus mirabilis (n=1) ;
Serratia marcescens (n=1) ;
Staphylococcus epidermidis (n=2) ;

Staphylococcus spp (n=1).
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Le panel FilmArray BioFire® BCID2 est adapté aux flacons d’hémoculture positifs qui sont
des milieux d’incubation enrichis et donc dans lesquels la charge bactérienne est importante.
Dans le dossier d’évaluation du panel FilmArray BioFire® BCID2, la concentration moyenne de
germes, exprimée en UFC/mL, dans les flacons d’hémoculture au moment de leur positivité allait
de 3,77x10° (pour Candida tropicalis) a 6,73x10® (pour Morganella morganii). Une des raisons
pouvant potentiellement expliquer ces FN serait un défaut de sensibilité de la technique FilmArray

pour des pathogenes présents en « trop faible » quantité dans le prélevement.

Ainsi, si on s'intéresse a la semi-quantification de ces 17 FN (Tableau 7), on constate que
13 d’entre eux étaient quantifiés a moins de 25 UFC/30 pL (soit a moins de 8,3x10%2 UFC/mL).
Pour rappel, le Tableau 3 (Chapitre 6.6 de I'Introduction) rapporte les limites de détection pour
chaque cible du dossier d’évaluation du panel FilmArray BioFire® BCID2 sur les flacons
d’hémoculture positive. Ainsi, pour ces 13 FN, on constate que leur quantité dans le prélevement

péritonéal est bien en dessous de la limite de détection déterminée par le fabricant.

Tableau 7 : Semi-quantification a la culture standard des 17 FN « On-panel » en FilmArray

N s‘“z'a:‘;;‘::'n"::':: {,gc"f'/n:?)"" ) Identification Limite de détection
Enterobacter cloacae complex 1.0x10°5 UFC/mL
4 > 50 Enterococcus faecalis 1.0x10° UFC/mL
(> 1.7x10% UFC/mL ) Escherichia coli 5.0x105 UFC/mL
Escherichia coli 5.0x10° UFC/mL

0 25 - 50 / /
( entre 8.3x102 et 1.7x103 UFC/mL )
5 10 - 25 Enterobacter cloacae complex 1.0x10% UFC/mL
( entre 3.3x10? et 8.3x10% UFC/mL ) Enterobacter cloacae complex 1.0x105 UFC/mL
Enterobacterales 1.0x105 UFC/mL
Enterobacterales 1.0x105 UFC/mL
Escherichia coli 5.0x105 UFC/mL
7 anrs S . ) Proteus mirabilis 5.0x10° UFC/mL
Serratia marcescens 1.0x10°5 UFC/mL
Staphylococcus epidermidis 1.0x105 UFC/mL
Staphylococcus spp. 1.0x10°5 UFC/mL
Candida albicans 1.0x103 UFC/mL
4 <5 Enterobacterales 1.0x105 UFC/mL
( < 1.7x10% UFC/mL ) Staphylococcus epidermidis 1.0x105 UFC/mL
Klebsiella pneumoniae 5.0x10* UFC/mL 55




Concernant les 4 FN « On-panel » semi-quantifiés a plus de 50 UFC/30 pL (soit a plus de
1,7x10% UFC/mL), ils correspondaient a 4 germes dont la limite de détection par le FilmArray
était d’au moins 1,0x10° UFC/mL. Notre semi-quantification n’allant pas au-dela de 50 UFC/30
UL, nous ne pouvons pas préciser si ces 4 FN étaient a une concentration en dessous ou au-

dessus de la limite de détection.

Le panel FilmArray BioFire® BCID2 est un test de diagnostic in vitro marqué CE-IVD (In
vitro Diagnostic). Jusqu'ici, I'analyse des performances du panel a été évaluée en comparant les
résultats rendus par I'automate a ceux de la culture standard. Pour rappel, un test est considéré
comme positif en FilmArray si les deux courbes de fusion associées pour ce test sont considérées
positives par l'automate, les critéres de positivité étant : a) les 2 courbes présentent la méme
température de fusion (Tf) qui est spécifique a la cible et b) les 2 courbes ont une intensité de
fluorescence suffisante. Les tests qui ne satisfont pas a ces critéres sont considérés comme
négatifs. Au cours de ce travail, I'analyse des résultats discordants nous a amené a lire les
courbes de fusion de chaque cible, notamment pour expliquer les 17 faux négatifs (FN) « On-
panel ». Ainsi, nous avons remarqué que pour 12 d’entre eux, bien que ne répondant pas aux

criteres de positivité de I'automate, leur courbe n'était pas strictement « négative » (Figure 17).
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Figure 17 : Exemple de courbes de fusion négatives pour la cible Enterobacterales 56



Aussi, 3 cas de figure semblent se dégager pour ces 12 FN « On-panel » :
- 2 courbes « légérement positives » avec une fluorescence comprise entre 0,1 et

0,2 mais n’atteignant pas le seuil suffisant pour I'automate (Figure 18) ;
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Figure 18 : Exemple de courbes "légérement positives" avec une fluorescence comprise entre 0.1 et 0.2

- 2 courbes « trés légerement positives » avec une fluorescence inférieure a 0,1

(Figure 19) ;
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Figure 19 : Exemple de courbes "tres Iégérement positives" avec une fluorescence inférieure a 0.1
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1 courbe positive mais I'autre « légérement positive » avec une fluorescence
comprise entre 0,1 et 0,2, n‘atteignant pas le seuil suffisant pour I'automate (Figure

20) ;
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Figure 20 : Exemple avec 1 courbe positive et 1 courbe "légérement positive"

Le Tableau 8 récapitule pour les 17 FN « On-panel » la relecture des courbes de fusion,

avec pour 12 d’entre eux, I'un des trois cas de figure présentés ci-dessus.

Tableau 8 : Résultats de la relecture des courbes de fusion pour les 17 FN "On-panel"

Semi-quantification Identification Relecture des courbes de fusion

Enterobacter cloacae complex 2 courbes /2 "légérement positive " < 0,2

Enterococcus faecalis 2 courbes /2 "légérement positive " < 0,2
>20 Escherichia coli 2 courbes /2 "légérement positive " < 0,2
Escherichia coli 1 courbe positive et 1 courbe "légérement positive" < 0,2
1095 Enterobacter cloacae complex 2 courbes /2 "tres légerement positive " < 0,1
Enterobacter cloacae complex 2 courbes /2 "trés légérement positive " < 0,1
Enterobacterales 2 courbes /2 "trés légerement positive " < 0,1
Enterobacterales 2 courbes totalement négatives
Escherichia coli 2 courbes /2 "trés légerement positive " < 0,1
5-10 Proteus mirabilis 2 courbes /2 "trés légerement positive " < 0,1
Serratia marcescens 2 courbes /2 "trés légerement positive " < 0,1
Staphylococcus epidermidis 2 courbes totalement négatives
Staphylococcus spp 2 courbes totalement négatives
Candida albicans 2 courbes /2 "légérement positive " < 0,2
- Enterobacterales 2 courbes /2 "trés légerement positive "< 0,1

Staphylococcus epidermidis 2 courbes totalement négatives

Klebsiella pneumoniae 2 courbes totalement négatives
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3.4. Deux Faux Positifs pour les genes de résistance

Concernant les marqueurs de résistance aux antibiotiques, le panel FilmArray BioFire®
BCID2 a conduit a 2 résultats discordants, a savoir :

1 cible mecA/C détectée en parallele d’'un Staphylococcus epidermidis (cette
identification faisant partie des 3 FP obtenus avec le panel - cf. Chapitre 3.1.
de la partie Résultats) ;
1 cible vanA/B détectée en parallele d'un Enterococcus faecalis et d'un
Enterococcus faecium : initialement, la culture standard avait seulement rendu
I'Enterococcus faecium, avec un phénotype sensible pour I'amoxicilline et les
glycopeptides. La discordance initiale sur I'Enterococcus faecalis ayant fait
réensemencer le prélevement a finalement permis de le retrouver a la culture
standard. Toutefois, la mise en évidence d'un géne vanA/B n‘a pu étre faite
malgré I'emploi de la technique de référence utilisée par le laboratoire pour

cette recherche spécifique.
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DISCUSSION

L'émergence de bactéries multi-résistantes (BMR) et hautement résistantes (BHR) aux
antibiotiques a compliqué la prise en charge des IIA et notamment celle des péritonites. Le retard
a l'instauration d’une antibiothérapie efficace, engendré par cette situation, est responsable d'une
surmortalité et de colts économiques plus importants (8,56,57). Dans ce contexte, il est
primordial de pouvoir adapter |'antibiothérapie (escalade ou désescalade thérapeutique) le plus
rapidement possible. La mise en place d'outils de diagnostic microbiologique fiables et rapides
pourrait permettre de raccourcir ces délais d'adaptation de I'antibiothérapie (1). A notre
connaissance, ce travail est le premier a présenter les résultats de I'évaluation des performances
du panel FilmArray BioFire® BCID2 comparé a la culture standard dans le diagnostic
microbiologique des péritonites. Cette étude montre les bonnes performances du test en
comparaison a la culture standard. Elle retrouve une sensibilité globale de 78,1% et une
spécificité globale de 99,7% pour l'identification des germes. La concordance globale était de
97%, avec un coefficient Kappa de Cohen de 85,3%. Concernant les levures et les entérocoques,
les sensibilités variaient selon |'espece concernée, de 85,7% a 100% et 90 a 100%

respectivement.

Au laboratoire de bactériologie du CHU d’Angers, les résultats définitifs de la culture sont
rendus dans un délai de 5 jours. Les premieres identifications sont obtenues en général au bout
de 24h et les phénotypes de résistance ou de sensibilité rarement avant 48 heures. L'atout
principal de ce panel adapté aux liquides péritonéaux réside dans le gain de temps qu'il
apporterait pour la prise en charge du patient (rendu des résultats environ 1 heure apres
réception du prélevement). C'est une technique rapide et facile a mettre en ceuvre par tout
technicien de laboratoire, 24h sur 24, 7j sur 7. Son apport ne permettrait cependant pas la

désescalade plus rapide de |'antibiothérapie probabiliste du fait de son caractére non-exhaustif.
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En effet, pour les identifications, un résultat de FilmArray négatif pour toutes les cibles ne permet
pas d'affirmer I'absence de bactéries puisque ce test ne contient pas de cible pan bactérienne.
Par ailleurs, lorsque le FilmArray ne rend un résultat qu’au rang de la famille Enterobacterales,
I'information n’est pas suffisante pour adapter une antibiothérapie. De la méme maniére, le panel
ne posséde pas l'ensemble des marqueurs de résistance et ne permet pas la détection par
exemple d'une céphalosporinase hyperproduite. Par contre, ce panel permettrait, dans certains
cas, une modification plus rapide de I'antibiothérapie probabiliste. Ainsi, la détection d’E. faecium,
potentiellement résistant a I'Amoxicilline et aux glycopeptides, et celle de levures ou de genes de
résistance conduirait a modifier plus rapidement la thérapeutique anti-infectieuse probabiliste.
Enfin, les résultats de notre étude démontrent bien que les liquides péritonéaux prélevés dans le
cadre de péritonites ont une concentration importante de germes (cf. Annexe 2). L'emploi du
panel FilmArray BioFire® BCID2, congu pour une utilisation sur des flacons d’hémoculture positifs

donc riches en bactéries, est donc relativement bien adapté a ces infections intra-abdominales.

A ce jour, un seul panel syndromique de biologie moléculaire existe pour le diagnostic des
I1A, il s'agit du systéme Unyvero® panel IIA (Curetis, Allemagne). Ce panel permet l'identification
de 51 cibles (1 cible pan bactérienne, 21 bactéries, 5 levures, 2 genes de toxines et 22 génes de
résistance aux antibiotiques). La durée du test est cependant plus longue, comprise entre 4 et 5
heures, avec plusieurs étapes techniques fastidieuses nécessitant une intervention humaine. Une
étude multicentrique réalisée sur 300 échantillons utilisant ce test a retrouvé une sensibilité
moyenne pondérée de 89,3% et une spécificité moyenne pondérée de 99,5 % apres la résolution
des résultats discordants (58). Une étude sur ce panel Unyvero® IIA a également été menée au
laboratoire de Bactériologie du CHU d’Angers. La sensibilité globale retrouvée était de 73,0% et
la spécificité de 97,1%, avec plusieurs germes possédant une faible sensibilité, notamment P.
aeruginosa (66,7% vs 100% pour le panel FilmArray BioFire® BCID2), Streptococcus spp. (20%
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vs 100%), E. cloacae complex (25% vs 25%), E. faecalis (20% vs 90%), C. albicans (16,7% vs
85,7%), C. glabrata (25% vs 100%) et S. aureus (0% vs 100%) (59). De plus, sur les 26
échantillons analysés dans cette étude, le taux d'échec par I'automate était important. En effet, 5
échantillons analysés comportaient plusieurs cibles invalides dont 1 avec I'ensemble des cibles
non détectées. Avec le panel FilmArray BioFire® BCID2, sur les 40 échantillons testés, aucun n’a

été rejeté par I'automate et aucune cible n’était invalide.

Les panels syndromiques de biologie moléculaire sont des technologies colteuses ne
permettant pas de s‘abstenir de réaliser une culture ainsi qu’un antibiogramme, afin de
déterminer précisément le profil de sensibilité des germes. En effet, la surexpression des genes
de résistance intrinséques, comme la céphalosporinase AmpC par exemple, n'est pas détectée
par le panel alors que ce gene confere a la bactérie une résistance aux C3G. Ainsi, de ce point de
vue, le panel FilmArray BioFire® BCID2 ne doit pas étre considéré comme un test diagnostic
suffisant pour la prise en charge des liquides péritonéaux, mais plutdt comme un outil
complémentaire a la culture standard et a I'antibiogramme, afin de permettre un traitement plus
rapidement orienté. Son utilisation, restreinte a des contextes cliniques particuliers, devra
s'intégrer dans un algorithme décisionnel. Les indications qui pourraient étre retenues seraient
les formes graves de péritonites et les péritonites nosocomiales ou la prise en compte des
levures, d’Enterococcus faecium et de bactéries BMR/BHR est envisagée. Les recommandations
de la SFAR sont en faveur du traitement des levures dans les formes graves de péritonite.
Actuellement, la mise en évidence de levures a I'examen direct ou I'utilisation de scores cliniques
pour prédire leur présence permettent de décider de l'introduction ou non d’un traitement
antifongique probabiliste. La SFAR recommande d'introduire un traitement antifongique si au
moins 3 criteres parmi la défaillance hémodynamique, le sexe féminin, la chirurgie sus-
mésocolique et la présence d'une antibiothérapie depuis plus de 48 heures sont présents. La
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probabilité d'isoler une levure serait alors de 71% avec ce score (1,42). Dans cette étude, avec le
panel FilmArray BioFire® BCID2, la sensibilité et la spécificité pour l'identification des levures
étaient au minimum de 87,5% et 90% respectivement. L'introduction orientée d'un traitement
antifongique est d’autant plus importante que son colt est élevé (60). S'agissant des
entérocoques, ils possedent une protéine liant la pénicilline (PLP) particuliere, la PLP5, de faible
affinité pour les béta-lactamines. Cette PLP5 est responsable de CMI des pénicillines 10 a 100 fois
supérieures a celles retrouvées pour les streptocoques. De méme, les céphalosporines sont
naturellement inactives sur les entérocoques (61). E. faecalis et E. faecium sont des bactéries qui
colonisent habituellement le tube digestif de I'Homme et sont parmi les agents pathogénes
nosocomiaux les plus courants (62). E. faecalis représente 80 a 90 % des infections a
entérocoques et E. faecium 5 a 15 % (63). Les entérocoques peuvent également porter des
génes de résistance a la vancomycine (vanA et vanB). Une infection par un entérocoque résistant
a la vancomycine (ERV - VRE) augmente le risque de décés jusqu'a 75 % contre 45 % pour une
infection avec une souche sensible (62). Bien qu’E. faecalis soit plus pathogene qu’E. faecium, ce
dernier montre davantage de résistance, notamment a I'amoxicilline, et est associé a la plupart
des infections a VRE (64). Les béta-lactamines sont les antibiotiques de choix dans le traitement
probabiliste des péritonites et E.faecium est donc susceptible d'échapper a cette antibiothérapie.
Toutefois, ces propos sont a nuancer par le fait que le caractére pathogéne des entérocoques
dans les IIA n'est pas formellement démontré. Il semble cependant exister une augmentation des
complications infectieuses post-opératoires et une augmentation de la formation d'abcés avec un
impact sur la morbidité. A I'heure actuelle, un traitement initial prenant en compte les
entérocoques n’est justifié que pour les populations ciblées telles que les sujets immunodéprimés

ou ageés (1).
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Concernant les marqueurs de résistance aux antibiotiques, malgré le faible
échantillonnage lié a |'épidémiologie locale, les premiers résultats du panel semblent
encourageants, puisqu’aucun faux négatif n'a été mis en évidence. Chez un patient non connu
porteur d'une souche bactérienne productrice de carbapéneémase, on voit rapidement l'intérét que
pourrait apporter un tel résultat des le jour de réception du prélevement. De plus, pour les deux
K. pneumoniae porteuses d'une BLSE, I'antibiothérapie probabiliste n’était pas adaptée. Le
résultat du panel aurait permis d'élargir le spectre aux carbapénémes ou a une autre molécule

active plus rapidement.

La principale limite de ce travail tient au faible échantillonnage et au caractere rétrospectif
et monocentrique de cette étude, limitant I'analyse de la performance de détection des
marqueurs de résistance aux antibiotiques. Une étude prospective et multicentrique serait
nécessaire afin d'inclure suffisamment de patients pour évaluer I'ensemble des cibles proposées
par ce panel, et notamment les marqueurs de résistance aux antibiotiques, dans le cadre des IIA.
Malheureusement, ce panel étant marqué CE-IVD (In vitro Diagnostic) pour les bactériémies, il
n‘est pas concu pour les liquides péritonéaux. Il semble donc peu probable qu’une telle étude
puisse voir le jour. Un test appliqué aux liquides péritonéaux pourrait étre développé s'il trouve

ses indications dans la démarche diagnostique et thérapeutique des IIA.
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CONCLUSION

Ce panel de diagnostic rapide commercialisé par BioMérieux a de bonnes performances
pour l'identification des bactéries et des levures dans les liquides péritonéaux. L'antibiothérapie
probabiliste des péritonites graves nécessitant une hospitalisation dans les services de
réanimation est bien souvent a large spectre. Aussi, I'intérét de rendre un résultat rapide porte
préférentiellement sur des pathogénes comme les levures et les entérocoques (en particulier E.
faecium) qui sont possiblement résistants a I'antibiothérapie probabiliste. Ce travail a montré que
les résultats concernant ces germes étaient tres bons. Un autre intérét de ce panel de diagnostic
rapide concerne la détection de marqueurs de résistance aux antibiotiques. Malgré un faible

échantillonnage lié a I'épidémiologie locale, la encore, les résultats sont prometteurs.

Les résultats de cette étude sont encourageants et permettent d’envisager |'utilisation de
ce test au laboratoire de Bactériologie du CHU d’Angers, dans la prise en charge des péritonites
graves. Ce test, réalisé en-dehors des indications du fournisseur, serait effectué aprés discussion

avec le clinicien en charge du patient.
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Annexes

Annexe 1 : Diagramme de flux des cibles d'identification

1342 cibles

1320 dans le

canel (—-—1 22 hors panel

—N 139 VP S m—

1 Candida aibicans : discordance levee
1161 VN

3FP

1 £ cloacae complex : prélévement sous ATS

39 FN

1 Staphyiococcus epidermidis : vrai FP

v v

17 dans le panel 22 hors pane!
|
Y Y
15 inclus dans
une cble de 7 totalement hors
panel
genre

11 Enterobactenes 2 Staphylocoques 2 Streptocoques

—Ccmobacter freundii seD
—@3 au sein d'une flore polymorphe avec au moins une autre M!é'@
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Annexe 2 : Répartition des 128 pathogénes en fonction de leur semi-quantification a la culture et de
leur détection ou non par le FilmArray BioFire® BCID2

UFC/30 uL - FN “"On-panel” | FN "Off-panel”
N 12 5 4 3
<5

% 9,4 379 3,1 2,4

5-10 N 11 2 7 2

Total
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NICOL Thomas

Evaluation du panel FilmArray BioFire® BCID2 sur les liquides péritonéaux

La morbi-mortalité des IIA compliquées de péritonite est particulierement importante chez
les patients sévéres pris en charge dans les services de réanimation. De plus, un retard a
I'instauration d'une antibiothérapie efficace, du fait notamment de I'augmentation des
résistances aux antibiotiques dans ce type d'infection, est responsable d'une surmortalité et
d'un colt économique plus important. Le panel FilmArray BioFire® BCID2, normalement
congu pour une utilisation sur des flacons d’hémoculture positive, pourrait, de par les cibles
de pathogénes et de marqueurs de résistance aux antibiotiques qu'il propose, permettre une
adaptation du traitement anti-infectieux probabiliste plus précoce dans le cadre de ces IIA.
Quarante liquides péritonéaux provenant de 35 patients hospitalisés pour péritonites au CHU
d’Angers ont été analysés en comparant le panel FilmArray BioFire® BCID2 a la culture
microbiologique standard. La concordance globale était de 97%), avec un coefficient Kappa
de Cohen de 85,3% (IC 95% : 83,4%-87,2%). La sensibilité était de 78,1% (IC 95% :
71,5%-83,5%) et la spécificité de 99,7% (IC 95% : 99,2%-99,9%). Concernant les levures
et les entérocoques, principaux pathogénes non couverts par I'antibiothérapie probabiliste,
les sensibilités variaient de 85,7% a 100% et de 90 a 100% respectivement. Enfin,
s'agissant des genes de résistance, les 3 souches de profil BLSE ainsi que la souche
possédant le géne NDM, retrouvées a la culture, ont été détectées avec le panel FilmArray
BioFire® BCID2.

Ce travail a montré que les performances globales du panel FilmArray BioFire® BCID2 sur les
liquides péritonéaux étaient excellentes. Il serait a présent intéressant de continuer ce
travail afin d’obtenir des résultats sur un effectif plus important, afin notamment d'étudier
les performances sur des germes plus rares inclus dans ce panel et sur plus de génes de
résistances aux antibiotiques.

Mots-clés : péritonite, PCR multiplexe, panel syndromique, FilmArray BioFire® BCID2, résistance aux antibiotiques

FilmArray BioFire® BCID2 panel evaluation on peritoneal fluids

The morbi-mortality of IAI complicated with peritonitis is particularly important in severe
patients managed in intensive care units. In addition, a delay in the initiation of effective
antibiotic therapy due to the increase in antibiotic resistance in this type of infection is
responsible for a higher mortality rate and economic cost. The FilmArray BioFire® BCID2
panel, normally designed to be used on positive blood culture bottles, could, due to the
pathogen and antibiotic resistance marker targets it offers, allow an earlier adaptation of
probabilistic anti-infectious treatment in the context of these IAIs.

Forty peritoneal fluids from 35 patients hospitalized for peritonitis at the University Hospital
of Angers were analyzed by comparing the FilmArray BioFire® BCID2 panel to standard
microbiological culture. The overall agreement was 97%, with a Cohen's Kappa coefficient of
85.3% (95% CI : 83.4%-87.2%). The sensitivity was 78.1% (95% CI : 71.5%-83.5%) and
the specificity was 99.7% (95% CI : 99.2%-99.9%). For yeasts and enterococci, the main
pathogens not covered by probabilistic antibiotic therapy, sensitivities ranged from 85.7% to
100% and from 90 to 100% respectively. Finally, with regard to resistance genes, the 3
ESBL strains as well as the strain with the NDM gene, found in culture, were detected with
the FilmArray BioFire® BCID2 panel.

Overall, this work has shown that the performance of the FilmArray BioFire® BCID2 panel on
peritoneal fluids is excellent. It would therefore be interesting to continue this work in order
to obtain results on a larger number of patients, in particular to study the performance on
rarer pathogens included in this panel and on more antibiotic resistance genes.

Keywords : peritonitis, multiplex PCR, syndromic panel, FilmArray BioFire® BCID2, antimicrobial resistance
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