Apport des « nouvelles techniques »
en bactériologie pour la prise en
charge des patients

Ludovic Lemée, Bactériologie, CHU et CRCM de Rouen

— La bacteériologie de la mucoviscidose est difficile et
imparfaite. Les techniques bactériologiques influencent les
résultats de 'ECBC : parler avec ses bactériologistes |




 ECBC envoyé au labo de bactério pour :

— Détection pathogenes potentiels

— Si détection : réalisation d’antibiogrammes pour
obtenir les profils de sensibilité/résistance de ces
pathogenes pour pouvoir traiter

(question : quels ATB pour traiter I'éventuelle
exacerbation en cours ?)



 D’habitude I'’ATBG est prédictif du succes clinique

— Ex : suspicion IU > ECBU — ATBG — choix de la
molécule — succes clinique (90% !)

— La bactériologie de la mucoviscidose, avec son ou ses
ATBG finaux n’est pas aussi fiable et prédictive !

e Choix molécules actives d’apres ATBG — pas de succes
clinique

* Molécules inactives sur ’ATBG (souches toto-R ou traitement
empirique) — amélioration clinique !



e 2 grands types de raisons :

— Problemes de détection exhaustive des
pathogenes présents et/ou de tri parmi ces
pathogenes

— Problemes sur les tests ATB (ATBG) eux-mémes,
trop éloignés du biofilm bronchique



Les problemes de détection de pathogenes :
impact+++ des techniques bactério

Tn de réf, recos francaises :
ECBC | SAMS 108 SAMR 104 (?)
l PA 10° Fl. oro. 10’

Labo 1 Labo 2 Labo 3
(pas info muco) (pas info muco) (info muco : Tn réf)
Fl. oro. 10/ PA 10° Tn bacterio PCR multiplex GS
Fl. oro. 107 standard
SAMS 10° SAMR 10’ SA
SAMR 1047 PA 10° PA
PA 10° Pneumo 10% Pneumo
Fl. oro. 107 coronavirus 20 autres bactéries

Geénes de résistance
Coronavirus
Pls autres virus !




e Détecter tous les pathogenes potentiels...

* Difficile, méme avec la technique de référence

? DAY 01
7 ,4'.}(,”!_':"}/ s . =
Dhid g B T
."I‘/’/'ﬁ ﬁ £q

aite
~ 95,

p ¢ . J%" |
." : - B
. ‘
’
§ ¢
)

Hogardt, Int J Med Microbio, 2010



* Une 11¢™e gélose !

Lemée et al., Congres SFM 2004






Résout freqguemment les interaction de flores




 Une aide, méme sur des flores difficiles |
Imipéneme : Steno, pyo ?

Colistine : SA 7§

amikacine :
Achromo,
Steno, pyo ?

Mino : pyo ?



* Le probleme des nombreux morphotypes de PA

Une souche de primo-colonisation
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* Differents morphotypes de PA - différents
antibiotypes |
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Complication : différents
morphotypes - parfois
méme antibiotype...

...et différentes colonies
de méme morphotype
- parfois antibiotypes
différents !




 morphotypes de PA : détection « exhaustive »...
ou pas |

> Patient D.E. :
CR itératifs mensuels:

- soit 3 P. aeruginosa
(tous imipéneme S)

- soit 4 P. aeruginosa
(dont 1 imipénéme R)




* La 11eme gélose résout aussi frequemment ce
probleme de sous-populations

> Détection aisée des souches
les plus résistantes
(si densité suffisante)




e Apports du maldi-tof : fiabilité des identifications
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e Apports du maldi-tof : fiabilité des identifications
* Et pour le clinicien... pleins de nouveaux noms !

* Inquilinus limosus » Pandoraea spp
«Chryseobacterium spp « Chromobacterium spp

» Chryseobacterium meningosepticum  « Streptococcus milleri

« Comamonas spp » Cupriavidus necator

« Delftia spp « Cupriavidus taiwanensis

» Rhizobium spp  Cupriavidus gilardii
 Herbaspirillum spp  Cupriavidus respiraculi

» Ralstonia insidiosa  Cupriavidus metallidurans

 Ralstonia mannitolilytica
» Bordetella spp

S. aureus / S. argenteus ?

e Pathogeénicité, signification... ?



e Amélioration de la détection de PA :la PCR ?

Evaluation of quantitative PCR for early diagnosis of Pseudomonas
aeruginosa infection in cystic fibrosis: a prospective cohort study

G. Héry-Arnaud ““ ", E. Nowak °, J. Caillon %, V. David °, A. Dirou °, K. Revert °,

M.-R. Munck ’, I. Frachon 2, A. Haloun °, D. Horeau-Langlard °, |. Le Bihan °,

I. Danner-Boucher 2, S. Ramel ©, M.-P. Pelletier °, S. Rosec >, S. Gouriou ', E. Poulhazan °,
C. Payan 7, C. Férec '%1-1213 G Rault ©, G. Le Gal °, R. Le Berre "%~

CMI, 2017
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Screened as never or free
n=131

Assessed for inclusion
n=97

Not retained
for the study n=34

Positive culture at
inclusion visit n=5

Fulfilled inclusion criteria
n=92

<

Retained for analysis
n=96

No positive culture
n=60

N

Included one year
later as « free »

n=4

Follow-up

At least one positive culture

n=36

Pai
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21 non-expectorators

* 9 notinterested
* 4 moving in another CF center

Lourd pour la routine...
Mais a discuter avec ses
bactério

No positive qPCR
n=28

2 1 positive gPCR
n=32

n=20

Simultaneous qPCR
n=16

qPCR failure
n=0

l Earlier gPCR

Fig. 1. Flowchart of study participants, with culture and quantitative PCR (qPCR) results for the 707 sputum samples. Results of oprl. gPCR combined with gyrB/ecfX qPCR if bacterial

density on oprL qPCR was >730 CFU/mL are reported.



e Amélioration de la détection de différents
pathogenes : les PCR multiplex ?
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* Techniques simples et tres rapides !
* PCRs multiplex, les limites :

- Cout !

- ne trouvent que ce gu’elles cherchent (ex pour
I'instant pas de Steno, Achromo, cepacia...)

- Seuil (103 a 10%/mL ?), fiabilité de quantification ?

-genes de résistance peu adaptés (sauf SAMR)



Le futur proche : pangénomique ?

* Le NGS pour l'instant utilisé dans des
protocoles de recherche (domaine
microbiologie mucoviscidose)

* Etude du microbiote avec retombées cliniques
(ex protocole BEACH)

* Les applications diagnostiques en routine sont
pour l'instant en dehors de la mucoviscidose



Et les tests ATB

Pas grand-chose de neuf... qui marche !
Tout ca pour.... Ca (Chest 2003)

I 1: Chest. 2003 Way, 123(5):1495-502.

Felated Aicles, Links

Full text article at

www.chestjournal.org

Susceptibility testing of Psendomonas aeruginesa isolates and clinical

response to parenteral antibiotic administration: lack of association in
cvstic fibrosis.

Smith AT, Fiel SB, Maver-Hamblett N, Ramsev B, Bmns JL.

seattle Biomedical Research Institute, WA 25102, TSA . arnold. sruthi@sbr org

Beaucoup de discordances in vitro / in vivo

Molécules actives in vitro - échec clinique




 Molécules actives in vitro - échec clinique

— On n’a pas détecté toutes les populations !

* - « Lantibiogramme direct » peut aider...



* Molécules actives in vitro - échec clinique

— Effet inoculum ?




Molécules actives in vitro - échec clinique

> Matrice extracellaire
tres abondante
- adhésion+++
- protection contre
phagocytose
- pénétration difficile
des ATBs???

— C’est la faute du biofilm !

> métabolisme ralenti,
bt pptés physico-chim,
e e L anaérobiose relative

: lOOkV30 2000 GSE 10.0 24 3.5 Torr 4.8 Torr 4.8 Tor

> Bactéries plus résistantes en mode blofllm (Aaron et al., JCM 2002)

ex : CMI ceftazidime 8 — 256 (culture libre — biofilm)
CMI méropénéeme 1 — 16, CMB 128!

—> Tests ATB sur biofilm in vitro en routine ? pas validés !

Cochrane cehec |
L .
140 Library chec:
Cochrane Database Syst Rev. 2017 Oct; 2017(10): CD009528. PMCID: PMC6485918
Published online 2017 Oct 5. doi: 10.1002/14651858.CD009528.pub4 PMID: 28981972

Standard versus biofilm antimicrobial susceptibility testing to guide
antibiotic therapy in cystic fibrosis

Monitoring Editor: Valerie ‘u"'u’aters,E Felix Ratjen, and Cochrane Cystic Fibrosis and Genetic Disorders Group




 Molécules inactives in vitro - amélioration clinique

- diam et conc critiqgues CA-SFM inadaptés aux aérosols

P

- Une association d’ATB sy

nergique ?

CMil cipro : > 32 mg/L CMI ceftaz : 64 mg/L CMI cipro + ceftaz :
(Résistant) (Résistant) 0.75 mg/L (Sensible)

— Tests d’associations in vitro en routine ? Pas validés non plus !

Combination antibiotic susceptibility testing to treat >
exacerbations of cystic fibrosis associated with

multiresistant bacteria: a randomised, double-blind,

controlled clinical trial Echec !
Shawn D Aaron, Katherine L Vandemheen, Wendy Ferris, Dean Fergusson, Elizabeth Tullis, David Haase, Yves Berthiaume, Neil Brown,

Pearce Wilcox, Veronica Yozghatlian, Peter Bye, Scott Bell, Francis Chan, Barbara Rose, Alphonse Jeanneret, Anne Stephenson, Mary Noseworthy,
Andreas Freitag, Nigel Paterson, Steve Doucette, Colin Harbour, Michel Ruel, Noni MacDonald
Lancet 2005; 366: 463-71




Molécules inactives in vitro - amélioration clinique

— Toutes les populations ne sont pas aussi pathogenes ?

—> Mais quels criteres pour le tri ?



Conclusions

Tout ca pour.... Ca (plus de questions que de réponses !)

Pour fournir des données utiles a 'antibiothérapie, il faut détecter
au mieux les especes et populations pathogenes

—> artifices de culture, maldi-tof, biologie moléculaire ?

Les souches sont plus résistantes in vivo qu’in vitro, mais elles n‘ont
peut-étre pas toutes la méme pathogénicité

— la bactério ne sait pas pour I'instant faire le tri !

Pour mieux tester les ATB, finalement rien n’est validé !

(sauf tester systématiqguement les nouvelles molécules de recours !)

Discuter avec ses bactério pour une optimisation « a la carte » sur
un patient difficile



