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ADN : acide désoxyribonucléique.

AT : aspiration trachéale

BC : Blood Culture

BGN : bacilles a Gram négatif

BLSE : Béta-Lactamase a Spectre Etendu

C1G, C2G, C3G, CAG : céphalosporines de 1%¢, 2°™, 3°™ ou 4°™ génération
CDC : Centre for Disease Control

CEPD : céphalosporinase déréprimée

CGP : cocci a Gram positif

CIA : Streptoccus constellatus-intermedius-anginosus

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

COS : Gélose Columbia + 5% de sang de mouton

CTX : Céfotaxime

DVE ou EVD : Dérivation ventriculaire externe

FICI : Index de concentration inhibitrice fractionnée

FOS : Fosfomycine

GSC : Score de glasgow

HACCEK : Haemophilis aphrophilus, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Capnocytophaga canimorsus, Eikenella
corrodens, Kingella kingae

KP : Klebsiella pneumoniae

LCD : Liquide de dérivation

LCR : Liquide céphalorachidien

MICBSP : MICrobiologie Bactériologie Sans Papier (systéme de tragabilité en Bactériologie)
mL : millilitre

OR : Odds ratio

ORL : Otorhinolaryngée

PBP : « Penicillin Binding Protein »

PCNSI : Infection du systéeme nerveux central post chirurgical

PLP : Protéine Liant les Pénicillines

PVX : gélose Chocolat PolyViteX

SA : Staphylococcus aureus

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

SCN : Staphylocoque a coagulase négative

SCNMR : Staphylocoque a coagulase négative résistant a la méticilline
SCNMS : Staphylocoque a coagulase négative sensible a la méticilline
SE : Staphylococcus epidermidis

SFAR : Société Frangaise d’Anesthésie et de Réanimation

SIL : Systéme Informatique de Laboratoire

SMR : Staphylocoque résistant a la méticilline

SNC : Systeme Nerveux Central

SSTI : Skin et Soft Tissue Infection

UFC : Unité Formant Colonie

uL : microlitre

VAN : Vancomycine

VPN : Valeur prédictive négative
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1 INTRODUCTION

Les infections en Neurochirurgie ne sont pas fréquentes mais sont des pathologies a prendre en
charge en Urgence et potentiellement graves. Elles posent des problemes en termes de diagnostic et de
traitement. Elles allongent la durée d’hospitalisation, sont responsables d’'une morbidité importante, et
imposent une antibiothérapie avec ses conséquences inhérentes.

Dans ce travail, nous avons d’abord étudié I'épidémiologie bactérienne concernant les prélevements
de méningites et d’abces cérébraux, pour les prélevements réalisés dans les différents services de
Neurochirurgie du CHU de Toulouse, pour la période 2008-2014, a travers un recueil rétrospectif. Les
objectifs principaux et indépendants qui en découlaient, étaient :

e Connaitre la justification de l'utilisation du méropénéme comme traitement probabiliste,
notamment dans les méningites nosocomiales suspectées a Entérobactéries a travers
I’épidémiologie locale retrouvée et aussi a travers une étude rétrospective de 17 dossiers
patients. Cette étude a ainsi été menée sur le traitement des méningites nosocomiales a
Entérobactéries observées au CHU de Toulouse entre 2010 (date de la mise en place du
protocole des infections probabilistes en Neurochirurgie) et 2014.

La consommation du méropéneme ayant augmenté largement entre 2010 et 2014 sur I'ensemble du CHU
de Toulouse, la question se posait de connaltre la justification de son utilisation en traitement probabiliste
en Neurochirurgie, notamment dans le traitement des méningites nosocomiales. A I’'heure actuelle, chaque
établissement de santé tente de mettre en place une stratégie d’épargne des carbapénémes. Nous voulions
donc savoir si le traitement probabiliste couvrant les Entérobactéries, était adapté a |'écologie locale et
dans un deuxieme temps, voir si la réévaluation de I'antibiothérapie était effectuée a 48-72 h apres
obtention de l'identification et/ou de I'antibiogramme de la bactérie en cause.

A travers le recueil épimédiologique, nous nous sommes aussi posé la question de la justification de
I'utilisation de la vancomycine ou du linézolide comme traitement probabiliste dans les méningites
nosocomiales suspectées a Staphylocoques. Depuis 2011, la fosfomycine était contingentée pour cause de
difficulté de fabrication. Son utilisation avait été remplacé par la vancomycine pour couvrir les cocci a Gram
positif, et parfois méme par du linézolide.

¢ Valider une méthode de biologie moléculaire automatisée, le test Xpert MRSA/SA SSTI
(CEPHEID), pour la détection dans les LCR /LCD de S.aureus et du géne mecA de I'ensemble
des staphylocoques. Puis évaluer l'interét de cette technique dans le diagnostic des
méningites nosocomiales. Cette évaluation a été menée suite a une étude réalisée
en Neurochirurgie concernant le surco(t lié a I'antibiothérapie probabiliste active sur le
SARM.En effet, le surco(t lié a I'antibiothérapie probabiliste par vancomycine sur un S.

aureus résistant a la méticilline (SARM) ou un Staphylocoque a Coagulase Négative (SCN)
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résistant a la méticilline (SCN-MR) pour une durée de 5 jours a été estimé a 25,20 euros. A
cela, s’ajoute les 3 dosages réalisés lors de la premiére semaine a 56,70 euros, le co(t de la
pose de la voie veineuse centrale (VVC) a 16,5892 euros, la radiographie pulmonaire de
contréle de la VVC au minumum a 31,92 euros, soit un surco(it moyen de 130,40 euros tandis
que le colt diagnostic par biologie moléculaire est d’environ 35 euros. L'interét potentiel
réside aussi dans la rapidité de la réponse, en théorie en moins de 75 minutes. L’hypothese
est donc, que l'utilisation des techniques de biologie moléculaire pour la détection des
bactéries résistantes a la méticilline, lors des infections nosocomiales du systeme nerveux
central, permettrait de diminuer le surcolt d’une antibiothérapie probabiliste par

glycopeptides.

Ainsi, nous présenterons dans ce document dans un 1% temps une revue de la bibliographie sur les
infections en Neurochirurgie (méningites nosocomiales, abcés cérébraux, empyeémes), les stratégies
diagnostiques proposées ainsi que les antibiothérapies recommandées. Puis, dans un 2°™ temps, nous
présenterons les résultats épidémiologiques obtenus pour la période 2008-2014: type de bactéries

eme

retrouvées, fréquence, résistance aux antibiotiques... Dans une 3" partie, nous exposerons la validation
de méthodes réalisées pour la PCR Xpert MRSA/SA SSTI sous forme du SH FORM44 recommandé par le
COFRAC; ainsi que les lers résultats obtenus pour les patients inclus dans I’étude. Enfin, nous finirons par
une discussion/conclusion sur I'antibiothérapie probabiliste proposée au vu des résultats
épidémiologiques ; et les avantages/inconvénients de la PCR dans le diagnostic des infections a

staphylocoques.

BONNE LECTURE !
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2 GENERALITES

2.1 LES DIFFERENTS TYPES D’INFECTIONS EN NEUROCHIRURGIE

‘ 2. 1.1 INFECTIONS DU SITE OPERATOIRE

On regroupe les infections (du) des site(s) chirurgical(aux) selon Korinek®, d’apres les « guidelines of
the Center for Disease Control » en infection du scalp, ostéite du volet osseux, méningite, empyéme
(extra ou sous-dural) et abceés cérébral. L'infection sous-cutanée n’a pas de caractéristiques spécifiques
dans le cadre de la Neurochirurgie. On retrouve également en Neurochirurgie, les infections dues aux
matériels tels que les ventriculites liés a la présence d’une dérivation ventriculaire externe ou aux
dérivations internes. D’aprés la SFAR (Société Francaise d’Anesthésie et de Réanimation), les infections du
site opératoire, survenant au décours d'une intervention neurochirurgicale, regroupent les infections
superficielles (abcés de paroi et ostéites du volet osseux) et les infections profondes (méningites
postopératoires, ventriculites, abcés et empyémes postopératoires). Le pronostic fondamentalement
différent de ces deux entités impose de bien les différencier, méme si leur physiopathologie est identique.
En effet, I'infection neuroméningée est particuliére dans ce contexte post-opératoire, de part sa potentielle
gravité liée 2 la localisation dans ou au contact du systéme nerveux central.’

L'incidence des infections neuroméningées est relativement faible de I'ordre de 1,7 pour 10 000
admissions a I'hopital. En service de Neurochirurgie, son incidence est variable selon les séries de la
littérature et est de I'ordre de 1 & 10 % ’. De facon synthétique, il est possible de distinguer les infections
neuroméningées précoces qui surviennent dans les 10 premiers jours postopératoires, des infections
tardives qui surviennent au-del3d’. Une étude récente a cependant trouvé une incidence inférieure, avec
une incidence totale de 0,8% pour I'ensemble des infections neurochirurgicales post-opératoires : 0,3% de
méningite bactérienne et 0,2% d’abces cérébraux,® avec comme principaux pathogénes retrouvés S. aureus
dans 50% des cas et Propionibacterium acnes dans 25% des cas.®®

Les facteurs de risques d’infection post opératoire apres craniotomie (analyses multivariées), sont le
sexe masculin, les causes de l'intervention chirurgicale (méningiome et métastase cérébrale), le chirurgien,
I’absence d’antibioprophylaxie, la durée de la chirurgie (> 4 h), la réintervention précoce, et la fuite du LCR.®
A noter que la fuite du LCR et le sexe masculin n’ont pas été retrouvés comme facteurs de risques dans une
étude plus récente ®.

Nous allons définir plus particulierement les méningites d’'une part et les abces cérébraux d’autre
part (mais aussi bien communautaires que post-opératoires car nous pouvons retrouvés les 2 types en
Neurochirurgie) qui sont les infections profondes pour lesquelles nous avons étudié I'épidémiologie au

CHU de Toulouse, pour la période 2008-2014.
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2.1.2 MENINGITE ET INFECTIONS SUR DERIVATION
Bien que l'incidence des méningites post-opératoires soit faible (de 0,3 a 4%), elles peuvent

s’accompagner d’une mortalité importante (20 a 50%).%°

Les méningites nosocomiales en Neurochirurgie
sont retrouvées avec une incidence de 0,8% a 1,5% en post—créniotomie&lo; ces méningites sont
rencontrées suite a une résection de tumeurs ou suite a un traumatisme avec plaie ouverte mais le plus

1011 | e taux d’infection liée a une dérivation

souvent en présence d’une dérivation ventriculaire externe.
varie de 1,8 a 27% *'*'*. La haute variabilité des taux d’infections refléte partiellement les critéres de
définitions non standardisés, les populations de patients hétérogénes, et les variations des techniques des
laboratoires pour la culture du LCR et des DVE. Les infections sur dérivation peuvent étre classées en
précoces ou tardives selon qu’elles surviennent avant ou apres la premiére année de chirurgie. Les
infections précoces sont souvent causées par des germes de la flore cutanée introduits lors de la chirurgie,

et les infections tardives, moins fréquentes (1% annuellement) sont plutdt secondaires a une péritonite ou

a une diffusion hématogéne des bactéries suite a une infection secondaire.**

2.1.2.1 ORIGINE ET FACTEURS PREDISPOSANTS

A. CRANIOTOMIE

Suite a une craniotomie, en cas de méningites, les signes cliniques apparaissent dans un tiers des cas

ere eme

dans la 1" semaine apreés la chirurgie, un tiers dans la 2°"° semaine, et un tiers apres la deuxiéme semaine
avec quelques cas dans I'année suivant la chirurgie initiale. Le risque de méningites post-opératoires peut
étre minimisé par des techniques chirurgicales minutieuses (Tableau ) notamment celles qui diminuent la
probabilité de fuite du LCR. Les autres facteurs associés avec le développement d’une méningite en post-

craniotomie sont une infection au site d’incision, et une durée de chirurgie de plus de 4 heures.*®

B. CATHETER VENTRICULAIRE INTERNE
L'incidence des méningites liée a la mise en place d’un cathéter ventriculaire interne, souvent utilisé

15,16

en cas d’hydrocéphalie, varie de 4 a 17%. Le facteur de risque le plus important est la colonisation du

cathéter au moment de la chirurgie, la majorité des infections se manifestant dans un délai d’1 mois apres

la chirurgie.”>*®

C. CATHETER VENTRICULAIRE EXTERNE (OU DERIVATION VENTRICULAIRE EXTERNE, DVE)
Les cathéters ventriculaires externes sont utilisés pour le suivi de la pression intracranienne ou la dérivation
temporaire du LCR d’un systéeme ventriculaire obstrué ou comme approche de traitement pour les
cathéters internes infectés. Le taux d’infection lié a la présence d’une DVE est approximativement de 8%."
Il est rapporté que le risque d’infections s’accroit avec I'augmentation de la durée de drainage, mais

I’ampleur de 'augmentation par unité de temps est incertaine."’
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Tableau I : Techniques neurochirurgicales permettant de minimiser les risques de méningite post-opératoire, d’apres

van de Beek et al.?

Avant la chirurgie

. Laver les cheveux du cuir chevelu, enlever la saleté et les débris, et couvrir les plaies ouvertes avec un pansement propre

. Couper les cheveux mais ne pas raser.

. Utiliser de la chlorexidine ou une préparation a base d’iode

. Draper le site chirurgical avec des champs adhésifs et un film adhésif transparent pour éviter au matériel implantable d'entrer
en contact avec la peau exposée

. Maintenir le champ stérile avec des techniques aseptiques rigoureuses

. Administrer des antibiotiques en prophylaxie pour atteindre des concentrations tissulaires adéquates avant I'incision.

Pendant la chirurgie

. Minimiser I’'hémorragie et le traumatisme des tissus, éviter I’hypothermie a moins qu’elle ne soit volontairement induite.

Retirer les tissus dévitalisés, grossierement contaminés et les petits fragments d'os

Utiliser une double paire de gants lorsque vous manipulez des dispositifs implantables

. Irriguer le champ opératoire avec une solution physiologique stérile réchauffée

. Effectuer une hémostase chirurgicale prudente, pour éviter les hématomes de plaies postopératoires

. Positionner les dispositifs de drainage du LCR de fagon a maintenir un écoulement continu du liquide ; faire en sorte que le site
de sortie soit positionné pour qu’il n’y ait pas de fuite autour de I’écoulement du liquide céphalo-rachidien ; s’assurer que le
cathéter passe par un tunnel a partir du site d'insertion et fixé sur la peau, de sorte qu'il ne puisse pas étre délogé et qu'il soit
relié solidement a un systéme de drainage stérile ; prélever le LCR dans des conditions stériles.

. Fermer la peau avec soin, les bords de la plaie fixés pour empécher la fuite de LCR, mais avec une bonne perfusion de la peau;
éviter de passer le matériel directement sous I'incision

Apres chirurgie

. Utiliser des drains percutanés pour recueillir 'némorragie post-opératoire; s’assurer que les drains soient tunnelisés de sorte
qu’il n’y ait pas de fuite et qu’ils ne puissent pas étre délogés.

. Appliquer un pansement barriére si nécessaire, en particulier pour empécher le patient d’ouvrir la plaie par inadvertance

. Eviter de mettre une pression sur la plaie dans la période post-opératoire; prendre des mesures pour prévenir les escarres dans
d'autres domaines.

Bien qu’une étude ait montré une augmentation du risque infectieux aprés 5 jours de drainage
externe'’ (avec un pic entre 9 et 11 jours), un essai randomisé et prospectif a montré que changer le
cathéter tous les 5 jours n’était pas nécessaire et que le cathéter pouvait étre laissé en place plus lontemps

sans qu’il n’y ait d’augmentation du risque infectieux.'®

Comme linfection peut étre acquise par
I'introduction de bactéries apres l'insertion d’un nouveau cathéter, changer un cathéter non infecté
pourrait ainsi augmenter le risque infectieux. Les autres facteurs de risques sont les manipulations répétées
du cathéter, la technique d’insertion, la durée de cathétérisation, la fuite du LCR, le blocage du drain, la

survenue d’une hémorragie intraventriculaire.>**

D. CATHETERS LOMBAIRES EXTERNES

Les cathéters lombaires externes sont placés le plus souvent pour aider au diagnostic
d’hydrocéphalie a pression normale et ils ont été associés aux méningites avec des taux allant jusqu’a 5%"°.
Les facteurs de risques associés a ce type de cathéters sont la déconnection avec le systéme de drainage
externe et la présence d’autres infections. Mais une étude récente, incluant 233 patients, a trouvé un taux
bas de 0,8%. Les investigateurs utilisaient un protocole tres strict qui minimisait le risque d’infection (pas de
ponction de surveillance du LCR, drainage du LCR pour un maximum de 5 jours, reconnection stérile apres
déconnection ou cassure du drain, et retrait permanent du cathéter aprés une seconde déconnection ou

cassure).”
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E. TRAUMATISME CRANIEN

L'incidence des méningites, aprés traumatisme cranien, modéré ou sévere, est estimé a 1,4%%. Les
fractures ouvertes sont des complications des blessures de la téte et ont été associées avec un taux de
méningites allant de 2 3 11%.%". La majorité des patients qui développent une méningite, suite a une
fracture fermée du crane, ont une fracture au niveau basilaire qui est responsable d’une connection entre
I’espace sous arachnoidale et la cavité sinusale. Elle est associée a une augmentation du risque d’infection;
taux d’infection qui est rapporté jusqu’a 25% avec un temps médian entre la blessure et le début de la
meéningite de 11 jours. La fuite du LCR est le principal facteur de risque, bien que la plupart des fuites aprés
blessure ne soient pas reconnues. > La plupart se résolvent spontanément dans les 7 jours, mais une
intervention chirurgicale est indiquée si la fuite se poursuit. Les traumatismes craniens sont la cause la

plus importante des méningites bactériennes récurrentes.”

F. PONCTION LOMBAIRE

Les méningites qui se développent aprés ponction lombaire surviennent avec une fréquence
d’environ 1 pour 50 000 cas, avec environ 80 cas annuellement aux Etats Unis. La majorité des cas survient
aprés une anesthésie ou une myélographie vertébrale. Une diminution du risque est constatée en cas de
respect strict des conditions d’asepsie et si les opérateurs utilisent des masques et des chapeaux lors de la
réalisation de I'anesthésie ou de la myélographie.”

La Figure 1 récapitule les principaux mécanismes de survenue des méningites nosocomiales.

Figure 1 : Principaux
mécanismes de survenue des
méningites nosocomiales et
principaux sites d’infection. A :
infection apreés crdniotomie ; B
et C: infection sur dérivation ;
D : infection par
communication avec le
nasopharynx apres
traumatisme crdnien. Figure

adaptée d’apres :,
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En résumé : les causes de méningites nosocomiales sont multiples. Les plus fréquentes sont liées aux

gestes chirurgicaux, en particulier lorsque du matériel (dérivation interne ou externe) est posé.

2.1.2.2 CLINIQUE

La fievre et Paltération de la conscience sont les deux signes les plus souvent retrouvés™>*>***° pien

gu’ils soient non spécifiques et difficiles a reconnaitre chez les patients sédatés, qui viennent juste de subir
une neurochirurgie, ou qui ont une maladie sous jacente qui peut masquer les symptémes.?’ Dans une
étude de 2007 sur 50 cas de méningites nosocomiales de I'adulte, la triade fievre/raideur
méningée/troubles de la conscience étaient présents dans 76% des cas, les céphalées dans 71% des cas, les
nausées dans 74% des cas, la raideur méningée dans 83% des cas, une température >38°C dans 76% des cas
et les troubles de la consience dans 41% des cas.”® Les infections associées a des dérivations peuvent causer
des symptomes non spécifiques comme une fievre peu elevée ou un malaise général. Les signes d’irritation
méningée sont observés dans moins de 50% des cas. Symptdmes et signes infectieux peuvent aussi étre en

rapport avec la partie distale de la dérivation (ex : péritonite ou bactériémie).

2.1.2.3 PATHOGENES

Les bactéries retrouvées dans les méningites nosocomiales varient selon la pathologie et le délai/site

810222325 | o5 méningites se développant apres

de linfection primaire en cas de diffusion hématogene.
neurochirurgie ou chez un patient ayant une hospitalisation prolongée pour traumatisme cranien ou
fracture du crane basilaire, peuvent étre causées par des Staphylocoques ou des bacilles a Gram négatif
aérobie stricte ou aérobie-anaérobie facultatif. Concernant les patients pour lesquels un matériel a été
introduit (ex : DVE), les méningites sont souvent causées par des bactéries de la flore cutanée comme les
Staphylocoques a Coagulase Négative (SCN) et Propionibacterium acnes. La plupart des cas de méningites
consécutives a une fracture du crane basilaire ou précocemment, apres une chirurgie ORL, est causée par
des bactéries qui colonisent le nasopharynx, comme le pneumocoque.’ Le lien cause de
méningite/pathogéne potentiellement impliqué est important a considérer dans I’‘approche de
I"antibiothérapie probabiliste.

Thompson et Albright ont montré que P. acnes représentaient environ 15% des infections du LCR,
avec une leucocytose trés modérée voire absente et des valeurs de glycorachie et protéinorachie
relativement normales. Ces infections sont peut étre sous diagnostiquées car la culture est difficile et

éme

longue. Ainsi les cultures devraient étre conservées jusqu’au 14°™ jour'. Une étude originale®® en 2013
utilisant une technique de pyroséquencage haut débit de ’ARN 16S a montré qu’il existait un microbiote
dans les infections récurrentes sur dérivation externe chez les enfants, comprenant de nombreuses espéeces

bactériennes, dont des germes anaérobies, et des champignons. La composition du microbiote change au
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fur et a mesure du traitement antibiotique et des interventions chirurgicales, mais la persistence d’un
microbiote, malgré I'antibiothérapie, suggére la présence d’un biofilm ; reste a établir ultérieurement quels

sont les liens entre ce microbiote, la réponse au traitement et les réinfections (fréquentes en pédiatrie).

Le Tableau Il donne des exemples de [I'épidémiologie retrouvée dans la littérature.
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Tableau Il : Quelques exemples de la littérature de I’'épidémiologie bactérienne des méningites.

Titre Auteur Année Résultats / Bactériologie Techniques type infection
Th f . , . . . .
€ rr?anagem.ent ,O E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Acinetobacter spp (50 a 60%) puis
neurosurgical patients with
ostoperative bacterial or 5. aureus,...
P . o Anonymous | 2000 | Si fuite de LCR (= rhinorhée ou othérée) et pas de ttt prophylactique : Culture Méningite post-opératoire
aseptic meningitis or external . . .
. . ) S. pneumoniae et moins fréguemment autres germes du tractus
ventricular  drain-associated . . -
N respiratoire supérieur
ventriculitis
SCN 32,1%, S. aureus 23,6%, Entérobactéries 20,6%, autres cocci 11,3%,
) ) o .
Empirical Treatment of Adult P. aeruglfrosa + Acinetobacter spp 85Aa Incndz:nce des staphylocoques Méningite nosocomiale
. . plus élevée dans le groupe avec matériel (64,6%) contre le groupe sans . .
Postsurgical Nosocomial | D. De Bels | 2002 .. . ) L. 3 Culture post chirurgicale de
L matériel (41,5%) (p<0,02) et incidence des entérobactéries plus elevée .
Meningitis - - I'adulte
dans le groupe sans matériel (31,7%) que dans le groupe avec matériel
(13,8%)
Risk factors for neurosurgical
site infections after Total : 81 avec 11 S. aureus, 18 SCN, 4 P. acnes, 4 P. aeruginosa, 20 . .
. o\ AM , . o e Méningite apres
craniotomy: a critical . 2005 | Entérobactéries, 10 autres CG+, 1 anaérobie, 11 cultures négatives, 2 Culture - .
. . Korinek ) craniotomie
reappraisal of  antibiotic Acinetobacter
prophylaxis on 4578 patients
N ial triculiti d . . . . .
osc?co-m.la yen ricut |s.a.1n S. epidermidis 70%, S. aureus 10%, bg- (E. coli, KP, P. aeruginosa) 15%, Ventriculoméningite liée a
meningitis in neurocritical R. Beer 2008 P , N Culture
. anaérobies rares, Candida spp tres rare DVE
care patients
Evaluation of  Microbial 8 patients. séquencage haut débit : présence d'un microbiote ! (les 3 plus | , . .
. . . X o . . ) .| séquencage haut | Infections du LCR associées
Bacterial and Fungal Diversity | Tamara D. fréquentes : Paenibacillus spp, Bacillus spp, Methylobacterium jeotgali L . L
. . . . 2013 . . L . débit : 165 rRNA | a une dérivation (enfants <
in Cerebrospinal Fluid Shunt Simon etc... mais aussi des anaérobies et des champignons) et en culture : 5 S. ot culture 18 ans)
Infection epidermidis, 1 SA+SE, 1 S. lugdunensis, 1 S. aureus
Characteristics of infections Monomicrobienne n=27 : SCN (17) puis P. acnes (4), S.aureus (3),
associated with  external autres(3). Infections du LCR associée
. . L. Walti 2013 | Polymicrobienne n=10 (inclut SCN (9), P. acnes (4), Acinetobacter, Culture .
ventricular drains of a DVE

cerebrospinal fluid

Corynebacterium amycolatum, Micrococcus spp, Mycoplasma hominis
and Bacillus spp (chacun 1)), 11 pas d'identification
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2.1.2.4 DIAGNOSTIC

A. NEUROIMAGERIE

La neuroimagerie est indiquée chez la plupart des patients suspectés de méningite bactérienne
nosocomiale puiqu’elle permet une évaluation de la taille du ventricule et fournit des informations sur
I’existence d’un dysfonctionnement de la dérivation ou si un cathéter est potentiellement contaminé. Un
MSCT scanner avec des capacités de reformatages multiplanaires peut étre utilisé pour localiser les fuites
de LCR. La neuroimagerie peut aussi montrer les expansions de masses (hydrocéphalie, hémorragie,
empyeme sous dural). Ces atteintes du cerveau devraient étre identifiées avant qu’une ponction lombaire

soit réalisée.’

B. BIOLOGIE STANDARD

Le LCR peut étre obtenu par le cathéter, pour les patients ayant un cathéter ventriculaire externe ou
interne, autrement une ponction lombaire est nécessaire. Cependant, chez les patients avec une
hydrocéphalie obstructive, le liquide de ponction lombaire ne reflete pas I'infection du ventricule a cause
du manque de communication entre le ventricule et le liquide lombaire.

A partir du LCR, la numération des cellules et la formule, ainsi que le dosage du glucose et des
protéines, et une coloration de Gram doivent étre réalisés. Le formule leucocytaire est établie apres
cytocentrifugation avec coloration de MGG, elle n’est interprétable qu’a partir de 10 éléments cellulaires
par mm>.*' Généralement, dans les méningites bactériennes, on retrouve typiquement 80-95% de
polynucléaires. Un faible pourcentage de patients avec une méningite bactérienne présente une
prédominance lymphocytaire (définie par une lymphocytose ou une monocytose >50%)°. Dans le cas d’un
LCR hémorragique, il faut interpréter le nombres de leucocytes en fonction de la contamination provenant
du sang (1 leucocyte pour 700 globules rouges).*' Une étude comparant la coloration de Gram et la culture
pour la diagnostic des méningites nosocomiales, a montré que la coloration de Gram était plus spécifique
mais moins sensible que la culture.’ La plupart des études retiennent la définition proposée par Lozier et
coll. en 2002 : examen microbiologique direct positif ou culture positive avec leucocytes dans le LCR
>100/mm?®, protéinorachie > 0,4 g/L et ratio glycorachie/glycémie < 0,5."* Le rapport
glycorachie/glycémie en Neurochirurgie a une sensiblité de 77% avec une spécificité de 87% dans I'étude
de Leib et al.** Une méningite aseptique (réaction inflammatoire uniquement) est définie par les résultats
négatifs de I'examen direct du LCR et par une culture négative en 72h provenant d’échantillons ou
I"antibiothérapie n’a pas été commencée avant la réalisation du prélevement ; elle peut représenter jusqu’a
70% des cas de méningites post-opératoires.*®

Pour les infections liées a une DVE, de nombreuses études concluent sur la variation des parametres

biochimiques et soulignent qu’aucun de ces parametres n’a de bonnes valeurs prédictives négative ou
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positive, sans seuil clair établi.*”*’

Dans un contexte d’hémorragie sous arachnoidienne post-traumatique
ou post-interventionnelle, les critéres biologiques habituels deviennent tous moins spécifiques du fait de la
présence de sang dans le LCR. Pfausler et coll. ont donc proposé le calcul du «CSF cell index» qui établit un
ratio entre les rapports Leucocytes/Globules Rouges dans le LCR et dans le sang:
[Leuco,cr/GR.cr]l/[Leucosanc/GRsancl™®. Si la présence des leucocytes dans le LCR est en relation avec le
saignement, la cellularité du LCR est proche de celle du sang et cet index proche de 1. L'index augmente s'il
existe un recrutement méningé de leucocytes sans rapport avec le saignement, comme au cours d’une
infection méningée. Comme la clairance du sang intraventriculaire est un processus physiologique, le
niveau du cell index est sujet aux fluctuations ; pour cette raison il n’est pas possible d’établir une valeur
cut-off absolue pour prouver linfection. L'augmentation significative du cell index est hautement
indicative d’une ventriculite liée a la DVE chez un patient ayant une hémorragie du LCR. Dans I'étude de
Pfausler, I'augmentation précédait la capacité de diagnostic par les moyens standards (culture) d’environ 3

*® Une culture du LCR positive sans leucocytose ou hyperprotéinorachie est en revanche évocatrice

jours.
d’une contamination de I"échantillon.

La concentration en lactates dans le LCR semble un outil diagnostique supplémentaire intéressant :
une concentration en lactates dans le LCR supérieure au seuil de 350 mg/L (3,85 mmol/L) permet le
diagnostic de méningite avec une sensibilité de 93% et une spécificité de 96%.>” Une theése récente réalisée
au CHU de Toulouse évaluant I'intérét du dosage des lactates dans le liquide céphalorachidien pour le
diagnostic des méningites bactériennes en neurochirurgie propose une valeur seuil de 4,2 mmol/L. (Pierrelé
C.,2014)

Le diagnostic biologique se base sur le résultat de la culture aérobie et anaérobie (obligatoire). De
plus, la culture doit avoir une période d’incubation prolongée avant d’étre confirmée comme négative.
Dans le cas général des LCR, le REMIC®' recommande d’ensemencer une gélose au sang cuit, supplémentée
en facteurs de croissance, et une gélose au sang, incubée toutes les deux a 35°C sous une atmosphére de 5
a 10% de CO,, ainsi qu’un milieu d’enrichissement (cceur cervelle ou équivalent) incubé a 35°C en
atmosphere ambiante. Dans le cas particulier de contexte de chirurgie ORL, de neurochirurgie, ou de
traumatisme cranien ou facial, il faut rechercher aussi les anaérobies (milieu liquide et gélose au sang) au
minimum pendant 10 jours.

Ayant fait I’hypothése que les bactéries forment un biofilm sur le cathéter, Walti et al. (52™
Interscience Conference of Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Abstract 1577) ont testé la sonication
des DVE ou des drains, comparée a la culture du LCR, dans le but d’améliorer la sensibilité. La culture de la
DVE retirée et soniquée a permis une croissance bactérienne plus fréquente dans 13 cas sur 18 (72%) par
rapport a la culture du LCR ventriculaire (7 cas sur 18, soit 39%) (p<0,001)". Jost et al. confirment aussi la
supériorité de cette méthode (9 cas sur 14 soit 74% contre 2 sur 14 soit 14% avec p<0,05)%. Sur ces 14

patients, 5 présentaient une méningite selon les criteres du CDC, soit 4 dont la culture du cathéter soniqué
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était positive, contre 2 avec la culture du LCR standard. Neuf patients ne présentaient pas les critéeres de
CDC pour la méningite ; cependant 5 de ces 9 patients avaient une culture de cathéter soniqué positive
(pour 2 patients le traitement antibiotique était discuté). Deux de ces 5 patients sont restés
asymptomatiques et les 3 autres ont subi un retrait du cathéter ou ont recu une antibiothérapie. En
conclusion, chaque culture positive avec plus de 50 CFU/mL devrait faire suspecter la manifestation ou le
développement d’'une méningite. Les résultats de sonication pourraient améliorer le diagnostic des
infections précoces liées a la DVE ou éliminer une méningite équivoque.®

Ainsi, un effort doit étre fait pour définir ce qu’est une réelle infection du LCR, ce qu’est une
ventriculo-méningite et différencier les infections d’'une contamination et d’'une colonisation de cathéter.
La colonisation du cathéter de drainage ventriculaire externe est définie par de multiples cultures positives
avec des résultats normaux de LCR, et I'absence de signes cliniques significatifs autres que la fievre. Des
résultats anormaux du LCR, comme une pléiocytose en I'absence de cultures positives caractérisent une
suspicion d’infection liée a la DVE, tandis qu’une ventriculo-méningite est définie par une culture positive
avec des résultats anormaux du LCR accompagnés de signes cliniques ou symptdmes appropriés, ainsi

. . . . 17,11
qu’une confirmation par 'imagerie. '

En résumé : les éléments biologiques du diagnostic d’une méningite nosocomiale sont les mémes que
pour une méningite communautaire, & savoir: numération/formule des leucocytes, rapport
leucocytes/hématies, glycorachie/glycémie, protéinorachie. Le « CSF cell index » peut étre utile, en
particulier en cas d’hémorragie méningée ; et la concentration en lactates est un test complémentaire

trés intéressant.

C. PLACE DE LA BIOLOGIE MOLECULAIRE

Banks et al.*> ont évalué la PCR pour la détection rapide des infections sur cathéter de dérivation ou
dans les cas de ventriculostomie. Dix-huit prélevements de LCD sur 86 étaient positifs en culture et en PCR
avec des bactéries a Gram positif (cependant il n’y avait aucun cas de S. epidermidis alors qu’il est le
fréquent dans I'épidémiologie) : ont été identifiées 1 souche de Propionibacterium acnes et 17 S. aureus.
Quarante trois prélevements étaient positifs en PCR mais négatifs en culture. Parmi ces 43, 35
correspondent a des situations cliniques ou l'infection a été traitée avec succés par antibiothérapie (on
peut considérér alors que la culture est négative car inhibée par les antibiotiques) et 8 ont été considérés
comme de faux positifs. Ainsi se pose le probleme des faux positifs en PCR ; cela rend important les
circonstances cliniques dans lesquelles ont été obtenus ces résultats. Dans chacun des 35 cas de patients
avec antibiothérapie, la PCR montre la présence d’ADN bactérien et est restée positive plus lontemps que
gue la culture. Cette étude n’a pas testé de PCR pour la détection des bacilles a Gram négatif et comprenait
peu de cas d’infections a SCN alors qu’il s’agit de germes principaux retrouvés dans les méningites

nosocomiales. Les résultats de cette étude sont donc a considérer avec précaution. Une question reste
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posée quant a la prise en charge si un prélévement est PCR positif et culture négative : cela indique-il la
présence d’ADN dans le cas d’une infection vraie qui justifie un traitement ou que ce patient a un LCR
contaminé a cause de facteurs techniques ?*° En effet, la présence d’ADN bactérien n’est pas
nécessairement corrélée avec |'existence de microorganismes vivants. La charge bactérienne et la viabilité
sont des criteres déterminants de l'infection clinique que la PCR ne peut pas évaluer directement : ainsi, la
culture doit donc étre toujours réalisée non seulement pour évaluer la viabilité des bactéries, mais aussi
pour réaliser I'antibiogramme et ainsi adapter |'antibiothérapie. A I'avenir, la PCR quantitative pourrait étre
utilisée pour quantifier I’ADN, quantification qui est peut-étre nécessaire pour faire le diagnostic d’'une
véritable infection et effectuer le suivi sous traitement de la décroissance de cet ADN. Kupila et al. ont
montré, comme les autres études, que l'approche par la PCR « large spectre » est la seule méthode
permettant d’obtenir une étiologie diagnostic dans certaines situations spécifiques : pendant le traitement
antibiotique ou quand I'agent est de culture difficile (ce qui n’est cependant pas le cas dans la plupart des
méningites nosocomiales). lls ont méme montré qu’en cas de spondylite bactérienne, la PCR est positive

. N L s . . s 1
plus de 12 semaines aprés antibiothérapie par voie parentérale.”

En résumé : pour le diagnostic des méningites nosocomiales, la PCR peut étre d’une grande aide dans
certaines situations spécifiques (au cours d’un traitement antibiotique ou si on recherche des bactéries a
croissance difficile). Cependant, les techniques de PCR manquent encore de sensibilité et de spécificité sur
le LCR; et l'uniformisation des méthodes entre laboratoires est encore insuffisante. La culture reste le

« gold standard ».

2.1.3 ABCES/EMPYEMES

L’abcés cérébral est défini comme une infection focale du parenchyme cérébral qui commence
comme une aire localisée de cérébrite qui se tranforme en une collection de pus encapsulée bien
vascularisée.” Les abces cérébraux représentent environ 8% des masses intracraniennes dans les pays en
voie de développement et de 1 & 2% dans les pays occidentaux*®. D’autres publications rapportent une
incidence de 0,3 a 1,3 pour 100 000 habitants par an, mais celle-ci peut étre plus élevée dans certains
groupes a risques, tels que les patients VIH**. ’abcés cérébral est encore aujourd’hui associé a un haut
niveau de morbidité (le plus elevée dans la quatrieme décennie de la vie), avec comme principales
conséquences : les convulsions (jusqu’a 80% des patients), une persistance de I'altération mentale et un

45
I

déficit moteur focal™. Malgré I'avancée des méthodes diagnostiques et des procédures neurochirurgicales,

la mortalité reste elevée (8 a 32%) et les séquelles sont observées dans 9 a 36% des patients.
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2.1.3.1 ORIGINE / PHYSIOPATHOLOGIE

L'origine des abces reste non élucidée dans 40% des cas méme si ils sont connus pour étre

42,46

fréquemment des complications de la chirurgie intracranienne™ ™. Il existe 3 sources principales possibles :

1) La premiere correspond a la propagation de I'infection a partir d’'un foyer contigu péricranien dans 25 a

50% des cas (comme les sinus, I'oreille moyenne, ou les dents) : infections dentaires, sinusite frontale ou
ethmoidale (souvent propagation au lobe frontale), otite moyenne subaigué ou chronique ou mastoidite
(propagation préférentiellement au lobe inferieur temporal et cervelet)

2) La deuxiéme source est une dissémination hématogéne d’un point de départ distant (tel qu’un abces du

poumon ou empyeme, endocardite, infection de la peau et infection intra-abdominal) dans 15 a 30% des
cas. Chez certains patients avec un abceés cryptique, il est possible de retrouver une origine cardiaque, une
maladie cardiaque congénitale, comme le foramen ovale perméable (FOP) ou une fistule pulmonaire
artérioveineuse. Le FOP est un facteur contributif primaire aux abcés cérébraux en permettant au matériel
infecté de by-passer les poumons, et d’entrer dans la circulation générale. De nombreux abcés de source
hématogene sont multifocaux et localisés dans la distribution de I'artére cérébrale moyenne, spécialement
lors de maladies congénitales cardiaques cyanotiques, et ceux qui proviennent d’un site contigu, cause
42,43

généralement un abces solitaire.

3) La troisiéme cause est une inoculation directe (comme un traumatisme cranien ou une neurochirurgie)

dans 8 3 19% des cas.*>***"*3

En ce qui concerne les abcés cérébraux nosocomiaux, Yang et al.*’ retrouvent un pourcentage
d’abces cérébraux nosocomiaux post chirurgicaux de 18% sur une série de 1986 a 2004. Ce pourcentage
augmente sur cette période et passe de 12% entre 1986 et 1995 et a 25% entre 1996 et 2004. Le taux
d’infection global était de 0,17% (31 cas/18600 patients opérés) aprés procédures neurochirurgicales
(craniotomie, craniectomie, ventriculostomie, placement d’un cathéter ventriculopéritonéal.) Dans cette
étude, le délai moyen entre la procédure neurochirurgicale et la détection de I'abces cérébral se situe entre

8 et 35 jours avec une moyenne de 20 jours.

2.1.3.2 CLINIQUE

Un abces peut se présenter sous la forme de 4 syndromes principaux, a savoir : une expansion d‘ une

masse locale, une hypertension intracranienne, une destruction diffuse du tissu cérébral, et un déficit
. 43 . T .

neurologique local.” Dans la plupart des cas, des facteurs de risques prédisposants, comme une maladie
congénitale cyanogéne, un déficit immunitaire, ou la présence d’un foyer septique peuvent étre identifiés
et doivent étre recherchés. Il existe des variations marquées dans les signes cliniques et les symptémes. La
présentation clinique dépend de I'origine de l'infection, du site, de la taille, du nombres de lésions, de la
structure cérébrale spécifique impliquée, des perturbations anatomiques voisines impliquant les

4,45

citernes, les ventricules, les sinus veineux duraux et toutes lésions cérébrales secondaires.”™ Les patients

25



présentent fréguemment des signes d’augmentation de la pression intracranienne (céphalées,
nausées/vomissements, altération de I'état mental), de déficit neurologique local, et de la fievre (bien

30 4433051 | a5 convulsions ne sont pas rares, se

gu’elle puisse étre absente entre 30 a 76 % des cas ).
produisant en moyenne dans environ 25-34% des cas.** Pour les abcés nosocomiaux, méme si les signes
cliniques peuvent étre communs aux autres infections postopératoires de neurochirurgie, il est admis que
devant I'apparition d’une fievre, d’une altération progressive de la conscience ainsi que d’'un nouveau
déficit moteur local, un abcés cérébral devrait étre suspecté. Nathoo et al. rapportent que les céphalées, la
fievre, la raideur de nuque sont les signes cliniques les plus communs. La durée des signes varie de 1 jour a
8 semaines.”” Il faut prendre en compte que la prescription d’antibiotiques oraux ou d’analgésiques peut
causer des reliefs temporaires des symptémes et prolonger I’évolution de la maladie. Ainsi le diagnotic
d’abces cérébral, notamment dans la population pédiatrique, peut parfois étre retardé.>

Tseng et al. ont montré en analyse multivariée que : étre un homme (OR = 12, p=0,002), avoir un
score de Glasgow (GSC) >12 (OR = 6,20; p = 0,019) et I'absence de signes de sepsis (OR= 761,49, p<0,001)
sont les principaux facteurs d’évolution favorable (Pour rappel, le GSC est un indicateur de I'état de
conscience se basant sur 3 critéres : I'ouverture des yeux, la réponse verbale et la réponse motrice L’échelle
va de 3 (coma profond) a 15 (personne parfaitement consciente)). Cette différence de sexe n’est pas
retrouvée dans d’autres études. Les autres facteurs n’ont pas été retrouvés comme significatifs, a part la
culture positive a cocci & Gram positif qui semble étre un facteur pronostique positif d’issue favorable®. Il a
été montré que le décés est en premier lieu d a I'infection systémique ou a la pathologie initiale (ex : stade
du cancer) plutét que directement a I'abcés cérébral en lui-méme, suggérant que méme si I'antibiothérapie
pour contréler I'abcés est hautement efficace, le facteur décisif de survie du patient reste dépendant de la

capacité de I’'hGte a combattre I'agent pathogene en cause.

En résumé : un patient avec un abcés cérébral se présente typiquement avec un ou plusieurs des
symptémes suivants : fievre, céphalée, conscience altérée ou signe neurologique locale incluant

convulsions, déséquilibre, dysphagie ou déficit sensorimoteur.*

2.1.3.3 PATHOGENES

La proportion de cultures mixtes est assez importante, et va jusqu’ a 29%"* voire 37% lorsque le
diagnostic est effectué par des techniques de métagénomique™. En analyse univariée, Masalma et al. ont
trouvé un lien entre infection monomicrobienne et otite moyenne, et entre infection plurimicrobienne et
sinusite ou infections dentaires.”® La tableau Ill propose quelques exemples de I’épidémiologie retrouvée
dans la littérature. Les bactéries les plus fréquentes sont les Streptococcus (viridans et du groupe milleri) et
les anaérobies, ainsi que S. aureus et S. epidermidis ; et les entérobactéries pour les abces secondaires a la
chirurgie ou a un traumatisme cranien. L'ensemble de ces données montre cependant la distribution

hétérogene selon I'origine de I'abces.
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Tableau Il : Quelques exemples de la littérature de I'épidémiologie bactérienne des abcés.

Titre Auteur | Année Résultats / Bactériologie Techniques | Types d’ infection
En fonction de la source de I'abceés (et de sa localisation) :
®» sinus paranasal (lobe frontal) : Streptococcus (souvent groupe “milleri”’), Haemophilus spp, Bacteroides spp (non-fragilis),
Fusobacterium spp
Glenn E. = infections otogéniques (lobe temporal, cerebellum) : Streptococcus spp, Enterobacteries spp, Bacteroides spp (inclut B. fragilis) o
Brain Abscess Mathisen 1997 | ®» dissémination métastatique (lésions multiples) dépend de la source : 1) Endocardite (S. aureus, Streptococcus viridans) ; 2) culture abceés cérébral
tractus urinaire (Enterobacteriacea, Pseudomonaceae) ; 3) Intra-abdominal (Streptococcus spp, Enterobacteriaceae, Anaerobies) ;
4) abcés du poumon (Streptococcus spp, Actinomyces spp, Fusobacterium spp)
®» Traumatisme pénétrant (dépend du site de la blessure) : S. aureus, Clostridium spp, Enterobacteriaceae
®» Post-opératoire : S. epidermidis, S. aureus, Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae
Risk factors for neurosurgical
S|te.|nfect|ons a.ft.er AM Total : 140 infections avec 28 S. aureus, 24 SCN, 52 P. acnes, 4 P. aeruginosa, 21 Entérobactéries, 5 autres CG+, 2 anaérobies, 4 Abcés/empyémes
craniotomy: a critical Korinek 2005 ltures négativ culture N X R
reappraisal of antibiotic orine cultures negatives apres craniotomie
prophylaxis on 4578 patients
Brain abscess in 142 patients: Pathogeénes les plus communs : cocci a gram + (Staphylocoques et Streptocoques) suivi par les anaérobies et les Entérobactéries.
factors influencing outcome Tseng JH 2006 | Autres : Haemophilus, Pseudomonas. Candida albicans, Aspergillus fumigatus sont aussi retrouvés mais trés rarement. 52% culture abces cérébral
and mortality infection monomicrobienne et 16% infection plurimicrobienne et 32 culture stérile.
Postneurosurgical Nosocomial 52% avec un seul pathogene (50% de bacilles a Gram négatif : E. cloacae , E. coli, P. mirabilis, Salmonella, K. pneumoniae, P. abces cérébraux
Bacterial Brain K.-Y.Yang 2006 aeruginosa ; 25% de streptocoques et 13% de staphylocoques). 29% environ d'infections mixtes (E. cloacae, E. coli, P. mirabilis, S. culture nosocomiaux post
Abscess in Adults aureus, S. epidermidis, A. baumanii, K. pneumoniae, C. koseri, Streptococcus viridans). 19% de cultures stériles. chirurgicale
Spectre des microorganismes chez 945 patients avec abces cérébraux traités chirurgicalement : Culture stérile 284 (30%). Cocci
Brain Abscess: Management gram +: S. aqureus 136 ( 14,4%), Streptococcus milleri 94 (9,9%), S. epidermidis 64 (6,8%), autres Streptococcus 59, S. pneumoniae
and Outcome Analysis of a Nathoo.N 2010 25, Streptococcus viridians 13, E. faecalis 8. Bacille gram +: Clostridium welchii 5, Nocardia 3, P. acnes 1, autre bg+ non identifé culture Abceés cérébraux
Computed Tomography Era : ' 1.Mycobacterium tuberculosis 23. Bacille gram - :Proteus mirabilis 68 (6.8%) Enterobacteriaceae 15, Pseudomonas aeroginosa 13 traités par chirurgie
Experience with 973 Patients Bacteroides spp. 31 (3.3) E. coli 23, K. pneummoniae 22, E. cloacae 15, M. morganii 9, Citrobacter 6, A. baumannii 4, S. marcescens
4. 23 Champignon 6 (0.6%), pas de données 15 (1.6%)
Selon les facteurs prédisposants, pour les patients ayant un abcés dont I'origine est cardiaque ou un shunt droit et gauche :
Streptococcus, Peptostreptococcus, Staphylococcus.
D.Muzum ® En cas d’intervention neurochirurgicale : Staphylocoques, Streptococcus. o
Brain abscess: An overview dar 2011 ®» En cas de traumatisme cranien ouvert : Staphylocoques, Streptocoques, Clostridium et Entérobactéries. culture Abceés cérébral
®» Une dissémination hématogéne ou métastatique est plus fréquente quand il y a augmentation de I'immundépression, de
transplantation d’organe, chimiothérapie contre le cancer : patients VIH, sous chimiothérapie ou corticoides, et transplanté
d’organes : champignons, Pseudomonas spp, Toxoplasma, Staphylococcus et Streptococcus.
Streptococcus spp 55 (54% ) (Streptococcus milleri 32, Streptococcus oralis/sanguis 3, S. pyogenes 1, S. pneumoniae 4, S. bovis 1,
Pyogenic brain abscess, a 15 | J.Helweg- 2012 Streptococcus spp 14), Staphylococcus 16 (15%) (S. aureus 14, SCN 2), BGN 8 (8%) (E. coli 2, Haemophilus spp 5, Pseudomonas 1), culture Abcés cérébral
year survey Larsen Anaérobies 17 (17%) (Fusobacterium 4, Actinomyces 2, Prevotella 2, Peptostreptococcus 2, autres anaérobies 7), Nocardia 2 (2%),
autres especes 4 (4%)
Culture positive 68% (monomicrobienne 77%, plurimicrobienne, 23%)
Clinical characteristics and Matthijs C. Streptococcus viridans 13%, S. pneumoniae 2%, Enterococcus 0,8%, autres streptocoques non spécifiés 18%, S. aureus 13%, S.
A 2014 | epidermidis 3%, autres staphylocoques non spécifiés 2%, Proteus spp 7%, K. pneumoniae 2%, E. coli 2, autres Enterobacteriae 2%, culture Abces cérébral
outcome of brain abscess Brouwer

Pseudomonas spp 2%, Nocardia 1%, Corynebacterium 0,8%, Actinomyces spp 0,8%, M. tuberculosis 0,7%, Haemophilus spp 2%,
Peptostreptococcus 3%, Bacteroides spp 6%, Fusobacterium spp 2% Parasites 0,1% Fungi 1%, autres 13%
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Dans I'étude de Masalma et al. utilisant la métagénomique, sur les 76 especes détectées, 44
bactéries identifiées n’avaient jamais été retrouvées dans les abces cérébraux dont 22 espéces non
cultivables (Tableau 1V). Ces bactéries non cultivables proviennent de la flore buccale ou sinusale et étaient

retrouvées dans les abcés polymicrobiens.*®

Tableau IV : Bactéries détectées chez 51 patients, en utilisant une technique de séquencage de ’ARNr 165.*

Mo, of Pationts/
Mo of Patents/ Specses Mame Piwlum Mao. of Clones
Specios Mame Phybem Mo, of Clones Campyiobacter showas Protectactera T
Freviousty reported taxa Fifacton sk Firmicutes i
[GenBank accession no.) (Catonels morbs Firmicutes i
Strpplococcus Frerrredies Firrmacutes 11/890 Pseudormenas futes Protecbacteria 1"
Fusabactenr Auclestum Fusobacteria B34 T —— Proteobacien e
MICAOMONGS MCTos Firmacuties 6139 Patrobacter succhwmandens Protesbaciera "
H’mﬁmm Actinobaciona 5802 TE,EIII:!I.I"I"ICH"IES arfidensia Proteocbactedia ll”
Streplococcus preumonise  Firmacutes 47200 Uncutured BA10 (GUSS2680Y  Bacteroidetas
Haemaphilus aphrophilus Protechectena 4134 Uncadtered BATT (GUSSZEET}  Baclemidetes
Staphyiecaccus aureus Firmécutas 300 Uncultered BA12 (GUSO2E82)  Bacteroidetes
Escnenchia col Protecbactena anas Uncultured BA1Z (GUSO2E83)  Firmicutes "
Emtarobacter clopcoa Protacbacters 2/58 Uncutured BA1A (GUSS2684)  Synergistetes 1"
Porptiyromanas endodoniahs  Bacteroidetes 2723 Uncultered BATS (GUSO2EE5)  Firmicutes T
Eubsacteriur bracty Firmiutes 2/ Uncultured BATG (GUSOPEE6)  Bacteroidetes "
Citrobacter kosen Proleabactena 1100 Uncuftured BA17 (GUSS2687)  Bacteroidetes e
Haemophilis parsinfivenzas Proteobactera 17100 Uncultured BATE (GUSSPEES  Bacteroidetes 18
Rt preurmarioe Proteobacteria 1100 Uncultered BA1S (CUSO2E8%  Bacteroidetes T
Mocarcks abscessus Actinabaciena 1736 Uncultured BAZ0 (GUSO2ES0Y  Firmicutes "
Porphyramanas gingivalis Bacteroudetes 133 Uncultered BAZ? (GUESPES?)  Firmicutes "
Sﬂ'ﬂmms consfelatus Firmacutas 1430 Uncultured BAZS “:\-.Ubg,zﬁga* Firmicutes -”l-l
Bacteroides fragils Hacteroxdetes 170 Uncultured BAZ4 (GUSOPEM)  Profecbactsnia 1]
Prewntnlia baronisa Bacteroidates na Uncutured BAZS (GUS97694)  Bacteroidetes "
Dighster pneumosintes Firmicutas 1n3 Uncultered BAZE (GUSO2E36)  Bacteroidetes w2
Frevotela oris Bacterondktes 1Nz Uncultured BAZT (GUSO2E57)  Firmicutes "
Frevotels buccse Hacteroudetes 10 Uncuitered BAZS (GUSOZESE)  Firmicutes 1
Paptostrepiococcus stomatis Firmacutas 1/8 Uncutered BAZS (GUSIZE990  Firmicutes "
Gifoyphita wadsworthia Proteobacteria /8 Uncultured BAZD (GUSSZ700)  Bacteroidetes Wi
Campylobacter grocilis Prolecbactena 4 Uncuitered BAZ1 (GUSSIT0T  Profesbactes Ve
Actinomyces meyer Actinobacteria 1/6 Uncutered BAS? (GUSSZT02)  Firmicutes 18
Micrococows wiows Actinobactona 173 X - - — - ]
Stenoophomons et Prowktern 17 el et ot e st
Campyinhacter rectus Protecbactena 11
Mycoplasma fauwcium Tenancutas 115
Freponema maltophilam Spirchaetes 1 Fubacterirmn nodatum Firmacutos 104
Unsculiuned BAZT (GLERS2ED) Firmacutas 143 Burkholderia mm Protechactena 1145
Ta?gammmggn“ﬁ?‘f Porphyromonas asaccharolytica Bacteroxdetes 12
En o Protaobacters 31138 Enterococcus raffnoses Firmacutes 12
Mocardia cavmes Actinobactona 17100
Prevatels hepannalytica Baclesoeietes 1/96
Clostridium clostrdiforme Firmacutas 1727
Fusobacterurm aocis Firrmacutes 1727
Tannereda forsythenss Hacteromdetes 1720
Massilia timonas Protecbacteria 1115
Bacterodes hoepannolyticus Bacterosdetes 115
Hacteroudes thelaotaomcron  Haclerosdeles 1132
Paswdomonas tnvials Protecbactena 110
Streplococcus DarasampLIINS Firmacutas 1/8

48,53
1.

La combinaison des 2 études de Masalma et a ont permis de démontrer une forte association de

I'immunodépression avec la toxoplasmose et la nocardiose (p<0,01), de la chirurgie cérébrale avec les
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entérobactéries et les bétaprotéobactéries (p=0,02), d’infection monomicrobienne (principalement le
Pneumocoque) avec les otites (p=0,04), d’infections plurimicrobiennes avec les sinusites et les défauts
dentaires (p<0,01) et les infections plurimicrobiennes avec Streptococus spp, Prevotella spp,
Peptostreptococcus spp, Staphylococcus spp, Campylobacter spp, Fusobacterium spp, Porphyromonas spp,
autres anaerobies, Mycoplasma faucium, et bactéries non cultivables (p<0,02 pour tous ces
microorganismes)*®. Ceci suggére que les abcés cérébraux secondaires a une otite pourraient étre traités
en probabiliste par une antibiothérapie antipneumococcique tandis que les abcés secondaires a une
sinusite ou a une infection dentaire par une antibiothérapie standard : métronidazole + B-lactamine.

Parmi les patients ayant une sinusite ou une infection dentaire, 2 groupes microbiologiques ont été
principalement identifés (un composé de Peptostreptococcus spp, Fusobacterium spp et/ou S. intermedius,
mais sans bactéries non cultivables, et un second groupe composé de Bacteroides spp, bactéries non
cultivables, M. faucium et entérobactéries) sans spécificité clinique ou épidémiologique retrouvée. Cela
serait a priori sans impact sur le management puisque lI'antibiothérapie métronidazole + B-lactamines
couvrirait la plupart des bactéries que I'on retrouve dans ces groupes.”® Plusieurs études utilisant la
métagénomique avaient déja montré qu’environ 50% de la flore orale est non cultivable.>* ™’

Dans I'étude de Tseng et al., 49 patients (sur 142) ont eu des hémocultures prélevées puisqu’ils
présentaient des signes d’infection systémique (fievre et leucocytose). Parmi eux, 13 (26,5%) ont eu une
hémoculture positive dont 7 (14,2%) avec le méme pathogene que dans I'abces (il n’est cependant pas
précisé de quel pathogeéne il s’agissait).”® Vingt et un patients ont eu un prélévement de LCR car ils
présentaient des signes de méningites sans signe d’hypertension intracranienne et pour 5 la culture était

positive avec le méme pathogéne que dans I'abcés suggérant la rupture de I’abcés dans le ventricule®.

En résumé : il est important, pour les abcés cérébraux, de connaitre le foyer initial (sinusite, otite,
bréche...) afin de mettre en place une antibiothérapie adaptée. La majorité des bactéries de la flore oro-
pharyngée est non cultivable mais sensible au traitement classiquement recommandé : métronidazole +

B-lactamines.

2.1.3.4 DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIQUE

A. NEUROIMAGERIE

La neuroimagerie est bien sdr indispensable et inclut le CT scanner avec contraste et I'IRM. L'image
typique est le plus souvent une lésion hypodense avec un anneau de réhaussement de contraste.”” Le CT
facilite la détection précoce, la localisation exacte, la caractérisation précise, la détermination du nombre,
de la taille, du stade de I'abcés. Il détecte aussi I’hydrocéphalie, I'augmentation de la pression, I'cedeme et
les infections associées comme I'empyéme sous dural, la ventriculite, et peut ainsi aider a planifer un

traitement, et permettre I'évaluation de I'efficacité thérapeutique.”® Les corticostéroides peuvent diminuer
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le renforcement de la paroi de I'abces. De nombreuses études décrivent l'interét des différents types

d’'imageries.”***

B. BIOLOGIE STANDARD

La détection des bactéries pathogénes est le plus souvent obtenue par culture, a partir du pus de
drainage neurochirurgical. Mais la culture reste stérile dans 9 a 63% des cas,"*° dépendant
essentiellement de la qualité de la culture des germes anaérobies. Le REMIC recommande pour les abcés
cérébraux de faire parvenir I’échantillon dans une seringue bouchée (sans l'aiguille) ou dans un milieu de
transport permettant la conservation des bactéries. Il recommande aussi pour les suppurations
intracraniennes d’ensemencer les mémes milieux que dans le cas général du LCR auxquels il faut rajouter,
un milieu liquide et une gélose au sang pour la recherche d’anaérobies; éventuellement une gélose
sélective pour les bacilles a Gram négatif ou pour rechercher les streptocoques, en fonction du caractere
polymicrobien de I'examen microscopique. Ces milieux doivent étre conservés au moins 5 jours pour les
aérobies et au minimum pendant 10 jours pour les anaérobies.*

Les abcés cérébraux sont la seule infection de systeme nerveux central pour laquelle une ponction
lombaire n’est pas recommandée, voire peut étre contre indiquée. Dans une étude avec 193 patients,
I’'analyse du LCR a montré une pléiocytose non spécifique avec augmentation des protéines et une culture
négative dans 41,5% des cas (80 patients), une méningite bactérienne dans 36,8% des cas (71 patients) et
un LCR normal chez 31 patients. Ce conseil de non réalisation n’est pas seulement d{ a I'absence d’aide au
diagnostic mais aussi parce que I'augmentation de la pression intracranienne liée a l'effet de masse
augmente le risque de hernie lors du geste compliquant I’état clinique du patient*’. Cependant, la ponction
lombaire pourrait étre justifiée en I'absence d’hypertension intracranienne et si présence de signes de

méningite ou de ventriculite comme I’ont montré Tseng et al.”®

C. ROLE DE LA BIOLOGIE MOLECULAIRE

La PCR combinée au séquencage de I'ADN est la seule technique utilisable pour le diagnostic

41,58

étiologique des d’abcés cérébraux en cas d’antibiothérapie en cours ou de germe non cultivable, ce qui

avait déja été montré dans des études précédentes chez des patients avec d’autres types d’infections.

41,58

Finalement le séquencage de I’ARN 16s est plus sensible que les méthodes phénotypiques et

permet notamment la détection d’organismes parfois difficile a obtenir en culture comme Gemella

41,58

morbillorum, Fusobacterium necrophorum, Aggregatibacter aphrophilus. Des cas d’infections a

Mycoplasma hominis, reconnu comme pathogéne émergent, ont pu étre identifié par PCR.****

Mycoplasma

faucium a également été mis en évidence alors qu’il n’était jusque 13 pas répertorié dans la littérature.”®
Tsai et al. ont montré par exemple que sur 14 prélévements, 10 cultures positives I'étaient aussi en

PCR ARN 16S (7 en séquente totale et 3 en partielle) et que les méthodes phénotypiques d’identification et

le séquencage étaient concordantes. Les 4 cultures négatives I’étaient aussi en PCR. *® Une PCR spécifique
30



de Streptococcus spp a permis de détecter correctement les especes de streptocoques dans une premiere
étape. *® La PCR ARN 16S peut aussi étre appliquée sur des cultures pures pour permettre I'identification de
bactéries difficiles a classer de part leurs propriétés phénotypiques. Ce fut le cas pour l'identification de
Nocardia otitidiscaviarum® chez un transplanté rénal et de Abiotrophia adiacens®® developpé chez un
patient apres neurochirurgie

Le séquencage de la ARN 16S n’est pas cependant pas suffisant pour les échantillons qui contiennent
des flores mixtes, car cette approche donne des séquences non interprétables mixtes.**>*® Dans I’étude de
Masalma et al. *®, le séquencage mutiple a permis de résoudre ce probléme en réalisant un séquencage par
2 techniques différentes qui sont I'analyse de banques de clones d’ADN 16S et le pyroséquencage a haut
débit. Cette étude a permis d’identifier 72 espéces contre 22 en culture (p=0,017) et 14 en séquencage
unique (p=0,048). Le pouvoir du séquengage multiple a été montré notamment chez 1 patient pour lequel
la culture a permis d’obtenir 2 espeéces bactériennes contre 6 en séquencage haut débit.>® Jusqu’a 16
pathogénes pour 1 patient ont été retrouvés avec une méthode de séquengage multiple (contre 14 en

culture)®®. Dans la deuxieme étude de métagénomique de Masalma et al.*

utilisant le clonage et le
séquencage, 6 bactéries (provenant de 5 échantillons) ont été retrouvées en culture et pas en PCR; un tel
écart résulte probablement d’un biais de clonage ou séquengage du géne codant I’ARN 16S. En particulier, il
est peu probable que les méthodes utilisées pour la lyse cellulaire, I'extraction et la purification de I’ADN, le
choix des primers, la PCR, les conditions de clonage, notamment la large gamme d’amorces utilisées, soient
équitablement réparties a toutes les bactéries présentes dans I’échantillon plurimicrobien. Il faut noter que
I’ADN de chaque bactérie entre en compétition avec les mémes réactifs, donc celui présent avec la plus
petite concentration pourrait étre sous amplifié.! Dans une autre étude, le pyroséquencage a permis
d’analyser tous les germes présents dans l'abces. Sur 51 patients, 19 ont présenté des infections
polymicrobiennes, montrant que cette stratégie était plus discriminative et capable de retrouver des
especes non cultivables et non obtenues par le séquencage classique de I’ARN 16S (p<0,01). Le
développement des techniques de biologie moléculaire pourrait aussi aider a la mise en évidence des

bactéries anaérobies; la plupart étant difficilement cultivables. Ainsi, 40% d’anaérobies ont pu étre

retrouvées dans des abcés cérébraux par PCR 16S.>?

En résumé : les techniques de PCR ARN 16S peuvent avoir un intérét dans le cas de patients déja sous
antibiothérapie au moment du prélevement mais peuvent s’avérer inefficaces dans le cas de flore mixte.
lls existent des techniques de séquengages multiples plus difficiles a mettre en ceuvre et plus colteuses

mais dont la supériorité a été démontré. Reste a évaluer leur interét en pratique clinique.
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2.2 QUELLE PRISE EN CHARGE DES PATIENTS ET QUELLE ANTIBIOTHERAPIE UTILISER ?

2.2.1 QUELQUES DONNEES DE LA LITTERATURE

2.2.1.1 MENINGITES

Le traitement probabiliste des méningites inclut généralement la vancomycine pour les bactéries a
Gram positif et la ceftazidime, le céfépime, cefotaxime ou le méropénéme pour couvrir les bactéries a
Gram négatif.

Pour le traitement des infections a SARM, de nombreuses études ont démontré |'efficacité de

I’association céfotaxime + fosfomycine.”>® Il existe une synergie vraie car la fosfomycine restaure la
sensibilité par inhibition de I'expression de la PLP2a, a condition que les souches soient sensibles a la
fosfomycine. Concernant le suivi de I'efficacité de I'antibiothérapie, certaines équipes recommandent une
ponction lombaire de contréle pour contréler la pénétration maximale de céfotaxime et de fosfomycine
dans le LCR. Cette ponction devrait étre effectuée une heure apres la perfusion d’antibiotiques
(concentration maximale a une heure).®’ De Bels et al.' ont montré (Tableaux V et VI) que la sensibilité des
bactéries retrouvées dans les méningites a la combinaison céfotaxime + fosfomycine est de 70,8% dans le
groupe avec matériel de dérivation et de 87,8% dans 'autre groupe sans matériel de dérivation (p <0,005).
L’association in vitro avec la fosfomycine s’est révélée efficace avec d’autres antistaphylococciques,
notamment avec le linézolide et la moxifloxacine.®®

Place des glycopeptides

La vancomycine ou la teicoplanine peuvent étre administrées avec de la rifampicine et en cas d’échec
par traitement systémique, un traitement par instillation directe dans le ventricule pourrait étre réalisée
tous les 3 jours.® Dans I'étude de De Bels et al., la sensibilité 3 la vancomycine est significativement plus
faible dans le groupe sans matériel comparée a la sensibilité au céfotaxime ou a la combinaison céfotaxime
+ fosfomycine et elle est équivalente a céfotaxime + fosfomycine dans le groupe avec matériel (Tableaux V
et VI). La sensibilité de I'association vancomycine + cefotaxime était significativement plus elevée que celle
de I'association cefotaxime + fosfomycine dans le groupe avec matériel, mais cela est du a la présence de 5
SCN résistants a la fosfomycine dans le groupe avec matériel. (Tableaux V et VI') Au vue de ces résultats, les
auteurs ont proposé pour le traitement des patients avec méningites en neurochirurgie, soit un
traitement empirique par céfotaxime seul pour les patients sans matériel de dérivation et un traitement
par cefotaxime + haute dose vancomycine pour les patients avec ventriculostomie ou matériel de
dérivation. Un relais par un traitement approprié doit avoir lieu dés que le micoorganisme est isolé et que
les résultats de I'antibiogramme sont connus. Ces propositions doivent étre évaluées ultérieurement, en
observant la mortalité et la morbidité.
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Tableau V : Epidémiologie bactérienne et sensibilité aux différents antibiotiques chez 41 patients® sans matériel de

dérivation, d’apreés Bels et al.

BACTERIES TOTAL CTX VAN CTX-FOS CTX-VAN

SAMS 11 11 11 11 11
SAMR 0 0 0 0 0
SCNMS 5 5 5 5 5
SCNMR 1 0 1 0 1
Autres coccis 5 3 5 3 5
Entérobactéries 13 13 0 13 13
Pseudomonas spp 2 0 0 0 0
Acinetobacter spp 0 0 0 0 0
Corynebacterium spp 3 3 3 3 3
Anaérobies 1 1 1 1 1
Total 41 36 (87,8%) 26(63,4%)° 36(87,8%) 39(95,1%)

® Les 41 patients ont subi une chirurgie spinale ou craniotomie, sans matériel de dérivation insérés avant ou pendant la procédure.
b p<0.05 par comparaison entre VAN contre CTX, et VAN contre CTX+Fos. P<0,01 pour VAN contre VAN+CTX. Pas de différence
significative entre CTX, CTX+FOS et CTX+VAN

Tableau VI : Epidémiologie bactérienne et sensibilité aux différents antibiotiques chez 65 patients® avec matériel de

dérivation d’aprés Bels et al.

BACTERIES TOTAL CTX VAN CTX-FOS CTX-VAN
SAMS 9 9 9 9 9
SAMR 5 0 5 3 5
SCNMS 18 18 18 18 18
SCNMR 10 0 10 5 10
Autres coccis 7 2 7 2 7
Entérobactéries 9 9 0 9 9
Pseudomonas spp 5 0 0 0 0
Acinetobacter spp 2 0 0 0 0
Corynebacterium spp 0 0 0 0 0
Anaérobies spp 0 0 0 0 0
Total 65 38(58,5%) 49 (75,4%)" " 46 (70,8%)° 58 (89,2%)"®

® Les 65 patients comprennent 31 patients pour lesquels le matériel de dérivation était la seule procédure et 34 patients pour
lesquels la procédure principale était une craniotomie mais qui ont aussi eu une dérivation du LCR. Concernant ces 34 patients ils
ont été classés pour les microorganismes, dans le groupe matériel de dérivation parce que la méningite était liée au matériel de
dérivation.

b p < 0,05 contre CTX, © non significatif contre CTX-FOS, d p < 0,05 contre CTX-VAN, © Pas de différence significative avec CTX, f p <
0,001 contre CTX, & p < 0,01 contre CTX-FOS

Place du linézolide

Il existe des cas rapportés de succés du traitement d’'une méningite a SARM chez un patient transplanté
allogénique de moelle par linézolide (3 autres cas seulement avant celui-ci décrivaient le succes du
linézolide). L'utilisation de linézolide est également possible en cas d’échec d’un traitement précédent ou
d’options thérapeutiques limitées’®. Une pénétration & 66% dans le LCR est retrouvée et les concentrations
sont supérieures a la CMI dans le sérum et le LCR entre chaque injection. Toutefois, une variation
importante de la pharmacocinétique est observée et un dosage du linézolide pourrait permettre

d’optimiser les profils individuels de pharmacocinétique/pharmacodynamique’.
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Pour le traitement des infections a bacilles a Gram négatif

Place du méropénéme

Le méropéneme est clairement I'antibiotique de choix parmi les carbapénémes car il est 4 a 16 fois
plus efficace que I'imipénéme pour traiter une infection a Entérobactéries avec des CMI allant de 0,03 a
0,25 pg/mL et peut étre actif sur 20% des souches de Pseudomonas aeruginosa résistants a I'imipénéme
par imperméabilité.”” De plus, il est maintenant bien reconnu que le méropénéme induit moins d’effets
secondaires de type convulsions que I'imipénéme et pénétre bien tous les tissus et les liquides corporels
incluant le LCR®. Chez les patients ayant déja recu une antibiothérapie large spectre, la ceftazidime peut
étre proposée pour couvrir Pseudomonas aeruginosa et le méropénéme est I'antibiotique de choix pour les
Entérobactéries productrices de BLSE/hyperproductrices de céphalosporinases ou pour Acinetobacter. Pour
les souches d’Acinetobacter baumanii multirésistantes, un traitement par colistine en intraveineux, ou
intraventriculaire ou intrathécal a donné de trés bonnes réponses, en particulier chez les 8 patients traités
en intraveineux + intrathécal.”>”*

Place de la fosfomycine

Pour les entérobactéries, une revue récente montre que la fosfomycine est un agent antimicrobien
actif de facon stable, dans le traitement des Entérobactéries BLSE.*” La fosfomycine a un faible poids
moléculaire et une relativement longue demie vie (5,7 = 2,8 heures), elle pénétre donc facilement dans de
nombreux tissus, dont le LCR, et atteint les CMI nécessaires pour inhiber la croissance des
microorganismes.®® Pfausler et al. rapportent que de hautes doses de fosfomycine (8 g trois fois par jour)
pourraient fournir des concentrations antimicrobiennes adéquates dans le LCR pour la période entiere de
traitement et que la fosfomycine combinée avec d’autres classes d’antibiotiques diminuent le

2% 3 montré que la fosfomycine en combinaison

développement de résistance.®® Effectivement une étude
avec les carbapénemes a un effet synergique qui maximise I'activité antibactérienne et minimise le risque
de résistance sur des souches de K. pneumoniae ou E. coli BLSE, P. aeruginosa multi résistant, et sur un
pourcentage substantiel de K. pneumoniae produisant une carbapénémase. Par exemple un cas rapporté
en 2014, chez un patient atteint d’'une méningite associée a un shunt ventriculopéritonéal (VPS), due a une
K. pneumoniae BLSE, fait état du succes du traitement par méropéneme (1 g IV toutes les 8 heures) et
fosfomycine haute dose (8 g IV toutes les 8 heures) aprés le retrait chirurgical du VPS. Des CMI par
méthode E-test avaient été réalisées pour vérifier la sensibilité de la souche. La ponction lombaire réalisée
aprées 10 jours de traitement était retrouvée stérile. Aprés 3 semaines de traitement, aucun trouble de la
conscience ni aucune séquelle neurologique n’étaient retrouvés.

La synergie a aussi été retrouvée avec d’autres antibiotiques comme les aminosides, la tigécycline, la

colistine.
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Cas particulier des infections a Propionibacterium acnes

Pour les infections de dérivation liées a P. acnes, le retrait du cathéter, suivi d’une mise place

e

temporaire d’une DVE et le traitement a haute dose par pénicilline G** a été recommandé par certains
auteurs. Pour les infections séveéres a P. acnes, pénicilline G et ceftriaxone sont considérées comme les
antibiotiques de choix, suivi par vancomycine et daptomycine en cas d’allergie aux B-lactamines ou de
résistances antimicrobiennes.'® Selon la SFAR’, pour les infections post-opératoires, I'amoxicilline a forte
dose (2g, 6 ou 8 fois par jour) en association avec la clindamycine ou la rifampicine est généralement
efficace.

Le Tableau VIl résume les recommandations de traitement probabiliste des méningites nosocomiales en

fonction du site de I'infection.

Tableau VIl : Recommandations du traitement antibiotique probabiliste des méningites nosocomiales selon I'origine

de l'infections, d’aprés Thunkel et al. 3

Origine Bactéries pathogénes communes Antibiotiques®
Infection post Bacille a Gram négatif aérobie facultatif Vancomycine + céfépime,
neurochirurgicale et aérobie (incluant P. aeruginosa) S. ceftazidime ou méropénéme”
aureus, SCN (spécialement S. epidermidis)
Cathéter ventriculaire SCN (spécialement S. epidermidis), Vancomycine + céfépime,
ou lombaire externe S. aureus, Bacille a Gram négatif aérobie ceftazidime ou méropénéme”

facultatif et aérobie (incluant P.
aeruginosa), P. acnes

Trauma pénétrant S. aureus, SCN (spécialement Vancomycine plus céfépime,
S. epidermidis), bacilles a Gram négatif ceftazidime ou méropénéme”
aérobie facultatif et aérobie (incluant P.
aeruginosa).
Fracture du crane S. pneumoniae, H. influenzae, Vancomycine + une céphalosporine
basilaire Streptococcus 8 hémolytique du groupe A de 3°™ génération (ceftriaxone ou

cefotaxime)

? Les doses quotidiennes recommandées pour les antibiotiques chez I’adulte avec une fonction rénale et hépatique normales sont les suivantes :
Vancomycine 15 mg/kg toutes les 8 a 12 heures pour maintenir une concentration sérique de 15 a 20 ug/mL ; céfépime 2 g toutes les 8 heures,
ceftazidime 2 g toutes les 8 heures, ceftriaxone 2 g toutes les 12 heures, et céfotaxime 2 g toutes les 4 a 6 heures. Pour les patients avec allergie
sévere a la pénicilline ou aux céphalosporines, aztréonam 2 g toutes les 6 a 8 heures ou ciprofloxacine 400 mg toutes les 8 a 12 heures peuvent étre
utilisé pour le traitement des infections causées par les BGN.

® Le choix de I'agent spécifique devrait étre basé sur la sensibilité des bacilles a Gram négatif aérobies.

L'IDSA recommande une antibiothérapie de 21 jours pour les méningites a bacilles a Gram négatif.

La SFAR recommande pour les ventriculites et les méningites post-opératoires une durée de 15 jours
d’antibiothérapie pour les bactéries relativement sensible aux traitements (Staphylocoques métiS,
Entérobactéries et P. acnes) a 3 semaines pour les autres. L'évolution favorable puis la guérison doivent
étre confirmées par des controles du LCR sous et éventuellement a I'arrét du traitement. Et pourtant pour
les méningites nosocomiales, la SFAR précise que I’évaluation de la réponse au traitement est avant tout

clinique, et ne repose pas sur une surveillance systématique du LCR sous traitement, méme si Il parait
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toutefois logique de proposer un contréle microbiologique du LCR en cas de réponse clinique
insatisfaisante (persistance de la fievre ou déficit neurologique)®.

L'antibiothérapie sera secondairement adaptée au(x) germe(s) identifié(s) et aux données de
I"antibiogramme. Dans ce choix, il faut alors privilégier, selon la SFAR, les antibiotiques a bonne diffusion
méningée comme les quinolones, la fosfomycine, le bactrim ou la rifampicine. Ainsi les associations
fréquentes sont donc :

- quinolones + rifampicine ou fosfomycine pour les Staphylocoques méti S

- vancomycine, fosfomycine ou linézolide pour les Staphylocoques méti R

- céphalosporines de 3° génération + quinolones pour les Entérobactéries

- ceftazidime, le céfépime ou les carbapénémes pour les Pseudomonas, Acinetobacter ou Entérobactéries

BLSE/céphalosporinase déréprimée

En résumé : la base de I'antibiothérapie probabiliste des méningites nosocomiales doit comporter une
C3G associée a la fosfomycine, ou a la vancomycine d’aprés les derniéres recommandations. Aprés
identification de la/des bactérie(s) responsable(s) et obtention de I'antibiogramme, I'antibiothérapie doit
étre réévaluée. Pour les infections a SARM ou SCNMR, le linézolide doit rester une alternative ; le
méropénéme est utile en cas d’Entérobactéries BLSE ou CEPD ou de bacilles a Gram négatif non

fermentants en particulier.

2.2.1.2 ABCES CEREBRAUX

" A. Traitement médical

L’antibiothérapie initiale doit étre a large spectre et pouvoir traverser la barriere hémato-encéphalique.
Le traitement probabiliste doit couvrir les germes anaérobies: I'association principalement
recommandée est C3G + métronidazole, avec ajout de la vancomycine s’il existe une notion de
traumatisme pénétrant ou d’intervention neurchirurgicale. En post-chirurgical, en particulier, il y a un
risque d’infection a SMR et d’une résistance variable des bacilles a Gram négatif résistant aux C3G. Dans les
formes post-chirurgicales, la possibilité d’utiliser des nouvelles molécules semblent attractive, étant donné
leur spectre d’action et leur facilité d’administration (tigécycline, daptomycine, linézolide). Il n’y a pas
encore d’expériences cliniques rapportées avec la daptomycine et la tigécycline. Pour le linézolide, il y a
quelques évalutations cliniques de son efficacité’® néanmoins avec des résultats contradictoires non
expliqués dans 1 cas.”” Certaines études ont démontré les qualités pharmacocinétiques de cet
antibiotique.”

En fonction des facteurs prédisposants (en particulier du type d’abceés, cf. tableau V), cette
antibiothérapie probabiliste peut étre administrée jusqu’a ce que le pus soit drainé chirurgicalement et la
sensibilité aux antibiotiques rendue par le laboratoire. Arlotti et al. recommandent (grade D) que le
prélevement d’abces soit réalisé en dehors de toute antibiothérapie ou dans un délais de 3 jours suivant le
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début de I'antibiothérapie. Si la culture est négative, I'antibiothérapie large spectre devra étre poursuivie
selon la cause prédisposante (étiologie) et la localisation anatomique de I'abcés.”® Il a été montré que
I'ampicilline, le céfuroxime, le cotrimoxazole, la ceftazidime, et le metronidazole atteignaient les
concentrations thérapeutiques nécessaires dans le pus intracranien, et ont été administré avec succes dans
plusieurs combinaisons.”’

Pénicilline et chloramphénicol ont lontemps été le traitement de référence en antibiothérapie
probabiliste mais sont maintenant remplacés par Cefotaxime/Ceftriaxone/Ceftazidime, Vancomycine et
métronidazole.* En ce qui concerne la durée de I'antibiothérapie, Arlotti et al. considérent prudent (grade
C) une durée de 4 a 6 semaines pour le traitement des abces traités chirurgicalement et 6 a 8 semaines
pour le traitement intraveineux des abces traités seulement médicalement.* Généralement, “des triples
hautes doses “ d’antibiotique intraveineux pendant 2 semaines suivies par 4 semaines de thérapie par voie
orale sont recommandés ; dans le cas des patients immunodéprimés, le traitement est donné de 4 a 12
mois*®. Le métronidazole pénétre facilement les abcés cérébraux et et les concentrations résiduelles sont
de 40 mg/mL. Cet antibiotique a une parfaite activité bactéricide contre les anaérobies mais n’est pas actif
contre les germes aérobies dont les streptocoques et contre les germes microaérophiles. Etant donné
I’excellente concentration intralésionnelle et la grande probabilité d’anaérobies, beaucoup d’experts
proposent de I'utiliser chez la plupart des patients avec un abces cérébral.” Pour les abcés du cerveau en
post-opératoires, la SFAR recommande une durée de I'antibiothérapie de I'ordre de 3 mois, avec un suivit
I'efficacité de

scanographique nécessaire en complément de I'examen clinique pour juger de

I’antibiothérapie’.

Tableau VIII : Proposition d’une antibiothérapie probabiliste des abcés cérébraux selon leur origine d’aprés.4

Abces venant de sinus
paranasaux, de l'oreille
moyenne et d’origine dentaire

Abces post-
traumatiques

Abces post-chirurgicaux Abces métastatique

ou cryptogénique **

Cefotaxime 2 g/6h

+ métronidazole 500
mg/8h

+/- rifampicine
10mg/kg/j

Linézolide 600 mg/12h

Ou vancomycine 40-60 mg/kg/j
en perfusion continue (ajusté a la
clairance a la créatinine) apres
une dose de charge de 15 mg/kg
ou 10-15 mg/kg/6h jusqu’a une
concentration sérique de 15-25
mg/L + rifampicine 10mg/kg/j

+ méropénéme 2 g/8 h

Ou Piperacilline-tazobactam 4,5
g/6h

Cefotaxime 2 g/6h

+

métronidazole 500 mg/8h
Ou

Pipéracilline/tazobactam 4,5
g/6h*

Cefotaxime 2g g6h
+/-

Metronidazole 500mg
Ou
Ampicilline/sulbactam
100/50 mg/kg g6h

Il a été montré que les carbapénemes en monothérapie, pouvaient étre une alternative au traitement

cefotaxime + métronidazole quand ils sont utilisé en conjonction avec le traitement neurochirurgical pour

traiter les abceés cérébraux bactériens’® (mais la conception non randomisée de I’étude peut avoir introduit

un biais).
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Dans le PILY 2014, il est précisé qu’en attendant les données microbiologiques de la ponction
neurochirurgicale, I'antibiothérapie probabiliste doit tenir compte de la porte d’entrée et du contexte :

- origine locorégionale ou indéterminée (Streptocoques, BGN, pneumocoque, anaérobies) : ceftriaxone
ou céfotaxime + métronidazole

- origine post-opératoire ou traumatique ouverte (SAMR, BGN type Pseudomonas...) : vancomycine +
céfépime ou ceftazidime ou méropénéme

- origine traumatique fermée (pneumocoque, streptocoques, H. influenzae): vancomycine +
ceftriaxone ou céfotaxime + métronidazole ou fosfomycine+céfotaxime+métronidazole.
Il est précisé que la durée de I'antibiothérapie n’est pas consensuelle ; elle doit étre d’'un minimum de 3

semaines, par voie IV, dans tous les cas.

Cas particuliers

Pour les patients avec une immunité lymphocytaire diminuée, Nocardia asteroides et Toxoplasma
gondii sont plus fréquents et pour eux, un traitement respectivement par méropénéme pour le 1° et par
sulfonamide et pyriméthamine pour le 2™ est le plus efficace. Dans les cas spécifiques de déficit en
lymphocyte T, Cryptococcus neoformans est commun, ainsi la 5 flucytosine et I'amphotéricine B peuvent
étre utilisés. Pour les patients atteints de lymphomes ou leucémies, l'infection par P. aeruginosa est
commune et les carbépnémes et/ou aminosides sont les plus efficaces. Pour les transplantés rénaux,
patients cancéreux et ceux sous corticothérapie, Listeria est plus commun et un traitement par amoxicilline

est le plus efficace.”

Intérét des corticoides ?

En ce qui concerne l'utilisation des corticoides pour lutter contre I'cedeme environnant, il n’existe pas
de réelle étude controlée randomisée. Cependant, ils sont recommandés en périopératoire pour réduire la
pression intracranienne et éviter une hernie cérébrale aigué mais uniquement chez les patients montrant

des signes de méningites ou un cedéme cytotoxique disproportionné mettant la vie en danger.*

B. Traitement chirurgical

Les abceés pyogenes requierent une intervention chirurgicale tandis que les abcés tuberculeux sont
gérés de facon conservatrice. L'approche initiale est de drainer I’abcés a travers un foret pour craniotomie.
Si le pus est trop épais ou si un drainage insuffisant est suspecté, la procédure suivante serait d’utiliiser un
drainage avec un trou de trépan.”?

Bien que l'abceés soit une pathologie dont le traitement est essentiellement chirurgical, Arlotti et al.
recommandent que le choix des patients pour une approche médicale soit réalisé sur une base personnelle.

IIs considérent que les meilleurs candidats sont ceux dont la taille de I'abceés est petit (<2,5 cm), en bonne
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conditions cliniques initiales (GCS >12) et dont I’étiologie est bien connue (recommandations grade C) ou
dans le cas de multiples abces, apres chirurgie de I’'abcés (>2,5 cm ) causant un effet de masse, ou chez les
patients a risques sérieux de fonctionnement (ou d’opération), méme si pour ces patients, la décision finale

doit étre considérée en fonction du (mauvais) pronostic de chaque cas (recommandations grade D).

En _résumé : une approche mutidisciplinaire est nécessaire entre le neurochirurgien, I'anesthésiste,
I'infectiologue, le neuroradiologue et le microbiologiste pour le succés du management d’un abcés

cérébral. Le drainage de I'abcés est souvent indispensable ; ainsi qu’une antibiothérapie au long cours.

2.2.2 LES PRATIQUES AU CHU DE TOULOUSE

Un protocole nommé « Infections neuroméningées - Antibiothérapie (aprés prélévements
bactériologiques) » est disponible au CHU de Toulouse depuis 2010 (Annexe 1). Ce protocole était appliqué
uniquement au sein du service de Neurochirurgie de Rangueil. A Purpan, il n’existait pas de protocole. Nous
avions constaté que le méropénéme remplacait de plus en plus le céfotaxime en couverture des bactéries a
Gram négatif ; et qu’une dérive de prescription du linézolide était observée. Les services étant réunis au
sein de I'h6pital Pierre Paul Riquet depuis mai 2014, une révision de ce protocole a été proposée pour une
meilleure harmonisation des pratiques. Ce protocole proposait un traitement probabiliste par céfotaxime
+ fosfomycine ou céfotaxime + vancomycine en cas de probléme d’approvisionnement de la fosfomycine.

Pour rappel, les spécialités « Fosfocine » injectable ont fait I'objet de difficultés de production et
donc d’approvisionnement. De plus, I'importation de spécialités venant d’Espagne (« Fosfocina IV » — Lab.
ERN SA) ont rencontré également des difficultés de méme ordre pour des raisons industrielles. Aussi, un
contingentement a été recommandé par ’ANSM (le 24/05/2011) ; I'antibiotique devant étre strictement
réservé aux méningites et autres infections séveres bactériologiqguement documentées, a Staphylocoques
résistants a la méticilline et/ou a bacilles 3 Gram négatif multirésistants, en I'absence d’alternatives
thérapeutiques. Le laboratoire SANOFI-AVENTIS a informé le 28 mai 2014 que le contingentement était

terminé et les spécialités référencées au CHU de Toulouse étaient donc a nouveau disponibles.

2.3 RAPPELS : RESISTANCES BACTERIENNES

2.3.1 RAPPELS : ENTEROBACTERIES ET RESISTANCE AUX B-LACTAMINES

Il existe 5 groupes d’entérobactéries, classées selon leur résistance naturelle auxB-lactamines "*%::
GROUPE 0: Salmonella, Proteus mirabilis. Ces bactéries sont naturellement sensibles a toutes les béta-
lactamines.

GROUPE 1: E. coli et Shigella sécretent naturellement une céphalosporinase constitutive de bas niveau

(AmpC de la classe d’Ambler). Selon le niveau d’expression, le phénotype de résistance naturelle varie entre
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sensibilité a toutes les B-lactamines et une sensibilité intermédiaire a I'amoxicilline +/-inhibiteurs et aux
ClG.

GROUPE 2 : Klebsiella et Citrobacter koseri sécretent naturellement une pénicillinase de bas niveau (type
TEM ou SHV) qui leur confere une résistance a I'amoxicilline, a la pipéracilline et a la ticarcilline.

GROUPE 3 : Enterobacter, Serratia marcesens, Hafnia alvei, Citrobacter freundii, Morganella morganii,
Providencia... Les bactéries composant ce groupe possédent une céphalosporinase de type AmpC,
inductible par les B-lactamines (notamment par I'imipénéme, le céfoxitine et I'acide clavulanique, visibles in
vitro) car régulée par un facteur de transcription AmpR. Le phénotype de résistance est marqué par une
résistance aux aminopénicillines +/- aux inhibiteurs et aux C1G et aux C2G. Selon les espéces, il s’ajoute une
résistance ou une sensibilité intermédiaire au céfuroxime.

GROUPE 4 : Yersinia enterocolitica et Serratia fonticola. Ces deux espéeces sont caractérisées par la
sécrétion de deux enzymes, une céphalosporinase inductible de classe C donc résistante aux inhibiteurs et
une pénicillinase sensible aux inhibiteurs. Cette derniere est chez Yersinia enterocolitica une pénicillinase
chromonomique de bas niveau et une BLSE chromosomique pour Serratia fonticola qui hydrolyse les
pénicillines et des céphalosporines. Les phénotypes de résistance induit par ces deux couples d’enzymes
sont assez proches : ils associent une résistance aux aminopénicillines, carboxypénicillines et C1G.

GROUPE 5 : Le groupe 5 comprend Proteus vulgaris et Proteus penneri qui expriment une céfuroximase leur
conférant une résistance aux aminopénicillines, aux C1G et au céfuroxime ainsi qu’une sensibilité aux
aminopénicillines + inhibiteurs.

Parmi les phénotypes de résistances acquises touchant les C3G, les plus importants sont :

e Le phénotype « céphalosporinase de haut niveau ou déréprimée» est principalement rencontré
chez les Entérobactéries du groupe 3, en cas de dérepression partielle ou totale du gene codant
leur céphalosporinase. Cette hyperproduction confere une résistante a au moins une C3G, aux C2G,
et aux céphamycines et aux pénicillines avec ou sans inhibiteurs. Les C4G restent le plus souvent
sensibles. L'acquisition de céphalosporinase plasmidique peut engendrer le méme phénotype de
résistance.

e Depuis quelques années, des céphalosporinases plasmidiques (CMY-2, DHA...) conférent des
phénotypes de résistance comparables aux « céphalosporinases déréprimées » aux Entérobactéries
des groupes l et Il.

e Le phénotype BLSE « béta-lactamase a spectre étendu », rencontré chez toutes les Entérobactéries
et conférant une résistance a toutes les béta-lactamines sauf carbapénémes et céfoxitine. Ce
phénotype est caractérisé par une sensibilité accrue aux associations béta-lactamines + inhibiteurs.

La fréquence croissante de ces résistances a entrainé une augmentation importante de la consommation
des carbapénemes; y compris en antibiothérapie probabiliste. Cela a eu pour conséquence aussi de

sélectionner de nouvelles résistances avec |'apparition des carbapénémases. Ces enzymes hydrolysent

40



toutes les B-lactamines, y compris les carbapénémes et limitent ainsi drastiquement les alternatives
thérapeutiques.
Le tableau IX résume les principaux phénotypes de résistance naturelle et acquise aux Béta-lactamines des

Entérobactéries.

En résumé : ces différents phénotypes de résistance sont a prendre en compte pour la mise en place d’'un
traitement antibiotique probabiliste ou documenté. Un des objectifs de ce travail était d’évaluer la
fréquence de résistances chez les Entérobactéries afin de réévaluer la place du méropénéme. Une
meilleure connaissance de I'épidémiologie locale nous permettrait d’assurer un usage plus raisonné de

cette molécule.

Tableau IX : Profils de résistance naturelle et acquise des Entérobactéries aux béta-lactamines.

IR U O N N O BN N T
S S/l R R R R R R

Amoxicilline
Amoxicilline + Acide S S/ S R R S S/I/R R

clavulanique
Pipéracilline S S R S R S R R
Piper + tazobactam S S S S S S S/I/R R
Céfalotine S S/l S R R R R R
Céfoxitine S S S S/I/R S/I/R S/I/R S R
Céfotaxime S S S S S S S/I/R R
Ceftazidime S S S S S S S/I/R R
Céfépime S S S S S S S/I/R S
Carbapénémes S S S S S S S S

2.3.2 RAPPELS : STAPHYLOCOQUES ET RESISTANCE A LA METICILLINE

Le gene de résistance a la méticilline (mecA) code pour une PBP (« Penicillin Binding Protein »)
additionnelle (en plus de PBP A a D ou PBP 1 a 4) ayant une faible affinité pour les B-lactamines.
L'expression du gene mecA chez les SARM permet de poursuivre la synthése de la paroi malgré
I'inactivation des autres PBP par les béta-lactamines®’. Quatre classes de génes faisant partie du complexe
mec ont été décrits,® ils différent par leur organisation génétique (A a D). Cette résistance est portée par
un chromosome et peut &tre transmise par un transposon transporté par un plasmide.®

La cassette chromosomique SCCmec est un élément génétique mobile qui contient le gene mecA

mais aussi les génes ccrAB qui codent pour des recombinases agissant sur I'insertion et I’excision au niveau
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du chromosome (Figure 2) . Son site spécifique d’insertion ou d’excision est donc médiée par ces
recombinases (ccr) et par la présence de séquences répétées directes et inversées (DR) aux extrémités de
SCCmec. De plus la cassette SCC peut porter d’autres génes de résistance ou des séquences d’insertion
(15431, 151272), transposons (Tn4001, Tn554) ou plasmides (pUB110, pT181).

SCCmec est un fragment de 21-67 kb qui s’intégre dans un site unique proche de l'origine de
réplication du chromosome de S. aureus (orfX). Cette cassette peut aussi étre présente chez les SCN mais
s’intégrer & une région du chromosome analogue.?* La présence d’éléements SCCmec similaires chez les
SARM et les SCN suggérent fortement le transfert horizontal de la cassette SCCmec. Les souches de SAMS
peuvent contenir des cassettes SCC sans le géne mecA ou des éléments SCCmecA ayant perdu la région

81,86

contenant le géne mecA.®> Pour S. aureus, 8 différents types de cassette ont été retrouvées et il existe

8788 ou de variants notamment pour le type IV ®. Ce

probablement beaucoup de SCCmec non typables,
dernier type est présent dans beaucoup plus de fonds génétiques que les autres types, incluant des

souches épidémiques de SARM, acquises a I’hopital et en communautaires, suggérant une mobilité accrue.

Cassette SCCmec
A
o N
A corB 1S1272 mecR1 mecA 15431 mec  orfx
CCr . ~— - / | /

Region

méticilline .

& .\ .\‘ ;.

SR

.f’
Normal PBP -2 Altered PBP-2A

Figure 2 : Composition de la cassette SCCmec et synthése d’une nouvelle PLP : PLP2a (d’aprés Rybak et al., 2005,

Pharmacotherapy).

Pour détecter la résistance a la méticilline, on utilise en 1¥® intention, des tests phénotypiques :
mesure des diamétres d’inhibition autour des diameétres de céfoxitine et moxalactam ; et/ou CMI de
I’oxacilline (systémes automatisés de CMI en milieu liquide, ex : Vitek2, bioMérieux). La céfoxitine est plus

sensible pour la détection de la résistance a la méticilline chez S. aureus et le moxalactam chez les SCN
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(recommandations CA-SFM, 2013). Pour les SARM, des PCR multiplex ciblent spécifiquement i) la jonction
entre le cadre de lecture ouvert conservé orfX de S. aureus et la cassette SCC contenant le gene mecA ; ii) le
gene mecA lui-méme et parfois des séquences spécifiques de S. aureus pour le différencier des SCN. Des
tests d’agglutination détectant la nouvelle PLP2a existent aussi (ex : Clearview PBP2a, Alere).

Un variant du gene mecA, mecALGA251 ou mecC a été récemment mis en évidence dans les souches
de SARM humaines et animales mais aussi dans des souches de SCN, dans un nouveau type de cassette,

(type XI) en France et dans toute I'Europe®>®

. Ce nouveau variant est souvent détecté par les tests
phénotypiques et le test d’agglutination PBP2a ; par contre, les kits commerciaux de PCR ne le détectent

pas. Une PCR spécifique mecC est nécessaire.

2.3.3 RAPPELS : STAPHYLOCOQUES ET RESISTANCE A LA FOSFOMYCINE

La fosfomycine (acide phosphonique dérivé : acide L cis-1,2-epoxypropyl phosphonique) inhibe Ila
synthése de la paroi bactérienne a un stade plus précoce que les les B-lactamines, en inhibant la synthese
des acides muramiques et n’a pas de résistance croisée avec les B-lactamines. La fosfomycine est un
analogue structural du PEP et se fixe de fagon covalente a une cystéine du site actif de I'enzyme murA ( ou
UDP-N acétylglucosamine énolpyruvyltranférase, enzyme responsable de la synthése des acides
muramiques) °*. Son mode d’action est bactéricide. Par ailleurs cette enzyme étant intracytoplasmique,
I'antibiotique doit pénétrer dans la cellule bactérienne et y parvient grace a deux systémes de transport
actif : le systeme GlpT, partiellement constitutif, et le systeme UhpT, inductible par le glucose 6 phosphate
(G6P), qui contrélent les transports physiologiques respectifs du L-a-glycérophosphate et des hexoses

phosphates.®

2.3.3.1 RESISTANCE NATURELLE

Parmis les SCN, la résistance a la fosfomycine de Staphylococcus saprophyticus est bien connue,
puisqu il s’agit d’'un agent fréquent d’infection urinaire en communautaire et que la fosfomycine est
souvent donnée en probabiliste. La premiére étude fut celle de Loulergue et al. en 1984, qui ont montré en
étudiant la résistance a la fosfomycine chez S. saprophyticus et chez les autres especes de SCN, les résultats
suivants :

e Sur 45 souches de S. saprophyticus testées, 42 sont inhibées par une CMI >32 pg/mL, pour la
fosfomycine, et 3 souches sont inhibées par une CMI=32 ug/mL.

e On observe une CMI>32 pg/mL pour 5/26 souches de S. cohnii et S. xylosus et 1/24 souches de S.
epidermidis. Parmi les 26 souches de S. capitis, S. auricularis, S. hominis et S. warneri, 18 répondent
avec une CMI>32 pg/mL (5/5 S. capitis, 1/3 S. warneri, 7/12 S. hominis et 5/6 S. auricularis).”

Ainsi, on distingue les SCN considérés comme « résistants naturellement » comme S. saprophyticus et S.

capitis de ceux qui sont « souvent résistants » comme S. auricularis, S. warneri, S. haemolyticus ou S.
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hominis mais pour lesquels aucune donnée publiée ne permet de dire que c’est vraiment une résistance

naturelle (et pour lesquels certains isolats apparaissent sensibles). 9%

2.3.3.2 RESISTANCE ACQUISE

La résistance acquise a la fosfomycine est principalement chromosomique mais peut étre
plasmidique, elle n’est pas croisée avec les autres antibiotiques. La résistance chromosomique est souvent
due a un défault du transport de 'antibiotique par les systemes GIpT et/ou UhpT. La résistance plasmidique
s’explique par inactivation enzymatique de I'antibiotique par ouverture du noyau époxyde. FosB, enzyme
magnésium dépendante inactivant la fosfomycine retrouvée chez les bactéries a gram positif tels que S.
aureus, est 'un des 3 enzymes apparentés (fosA, fosB, fosX) conférents la résistance a I'antibiotique®.
L'enzyme catalyse I'addition nucléophile de I'une des L-cystéine (L-Cys) ou bacillithiol (BSH), un thiol unique
natif de bas poids moléculaires chez les bactéries a Gram positif, au C1 de la fosfomycine, résultant en un
composé modifié sans propriétés bactéricides.”

Le géne fosB a une dispersion mondiale car il a été rapporté dans six endroits différents en France et
aussi au Japon.” De plus, ce géne semble avoir une grande hétérogénéité chez certaines souches de
S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus et S. warneri (variabilité de I'hybridation avec
des amorces spécifiques).”

Dans le traitement de S. aureus, la fosfomycine ne devrait jamais étre utilisée en monothérapie

(sélection rapide et fréquente de mutants résistants).*
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3 MATERIELS ET METHODES

3.1 RECUEILS EPIDEMIOLOGIQUES 2008 A 2014

L’extraction des données a partir du logiciel informatique de laboratoire (SIL) MOLIS® utilisé par les
laboratoires de biologie médicale au CHU de Toulouse a permis de recueillir les paramétres suivants : le
numéro du dossier, la nature du préléevement, le service (Neurochirurgie Purpan/Rangueil), les
nom/prénom/date de naissance du patient, la date du préléevement, le type de prélevement, le/les
bactérie(s) retrouvée(s). Ce systeme d’extraction a été réalisé pour la période 2008-2014, pour les LCR/LCD
d’une part et les préléevements profonds (abces cérébraux et autres) d’autre part. Pour chaque patient,
nous avons obtenu le nombre de prélévements réalisés, le nombre de prélevements positifs et le genre et
I'espéce bactérienne identifiée. Pour les patients ayant eu au moins un prélévement de LCR/LCD positif, le
profil de sensibilité a certains antibiotiques, les caractéres biochimiques comprenant hématies et
leucocytes dans le sang et le LCR, la glycémie, protéines/glucose/lactates dans le LCR et le temps de pousse
ont été obtenus en se connectant sur chaque dossier via MOLIS®. Le temps de pousse a été retrouvé grace
au systeme de tracabilité de la MICBSP (MICrobiologie Bactériologie Sans Papier présente dans MOLIS). La
sensibilité aux C3G a été relevée pour les Entérobactéries; a la ceftazidime, aux carbapénemes, a la
ticarcilline, ticarcilline+acide clavulanique, aztréonam pour les bacilles a Gram négatif non fermentants
(type Pseudomonas) ; et a la céfoxitine/moxalactam, fosfomycine, vancomycine pour les Staphylocoques.
L'ensemble des ces données a été collecté sou Microsoft excel 2010, a partir duquel ont été réalisé les
figures. Les statistiques descriptives ont été réalisées sous ce méme logiciel.

Pour les pus profonds, notre intéret s’est porté sur abcés cérébraux (et les empyémes) ; en intégrant
d’une part uniquement les pus nommés : abcés cérébraux et d’autres part les empyémes (intraduraux,
extraduraux, sous-duraux ou nommées « collection sous dural »). La difficulté d’identification de ces pus
profonds était liée au bon remplissage du bon de demande avec indication de la nature exacte du
prélevement réalisé. Ainsi, nous avons di éliminer un certain nombre de prélévements pour lesquels les
renseignements cliniques étaient manquants. Les abcés nommés duraux, intra ou extraduraux ont été
exclus (sauf 2 ou était noté en renseignement clinique qu’il s’agit d’'empyemes sous duraux) car ils sont le
plus souvent associés a I'étage rachidien. Les abcés du cerveau ont été inclus dans les abces cérébraux
(bien qu’en théorie il puisse s’agir d’'un empyeéme sous ou extradural). D’autre part, nous avons regroupé
ensemble les autres pus ; la classification de ces prélevements étant rendue difficile par la diversité des
noms donnés avec l'idée que méme regroupés ensemble, cela pourrait donner une idée de I'écologie
générale. (exemple : Tableau XIV pour les prélévements de S. aureus) Pour les empyemes, seulement 12
prélevements ont été inclus, 4 étaient nommés «collection intradurale ou sous-durale ou extra-durale), 2

autres étaient nommeés « abceés craniens » mais il était noté qu’il s’agissait d’empyémes en renseignement
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clinique. De rares prélévements n’ont pas été exclus bien qu’il ne s’agisse pas tout a fait de prélévements
spécifiques de neurochirurgie mais conservés car réalisés dans le service. (des exemples sont donnés

surlignés en jaune Tableau XIV pour le cas des S. aureus)

3.2 ETUDE DE 17 DOSSIERS PATIENTS : MENINGITES A ENTEROBACTERIES 2010-2014

La période d’observation va de 2010 (date d’instauration du protocole) a 2014 sur le CHU de
TOULOUSE (Services de Neurochirurgie de RANGUEIL et PURPAN). Les patients ayant au moins 1 LCR positif
a Entérobactéries ont été sélectionnés (seul critére d’inclusion).

Les parameétres suivants ont été relevés : pathologie neurochirurgicale, présence de matériel de
dérivation, analyses biochimiques, cytologiques et bactériologiques y compris le temps de pousse, signhes
cliniques dont la fievre, traitement antibiotique antérieur, colonisation ou infections antérieures, le
traitement probabiliste et la réévaluation a 72h de I'antibiothérapie, le changement de matériel et enfin
I’évolution du patient. Les données ont été obtenues a partir du dossier patient ou a partir du logiciel
ORBIS®. Un dossier sur 17 était indisponible (patient décédé) mais certaines données ont pu étre

récupérées sur ORBIS®.

3.3 CONSOMMATION DES ANTIBIOTIQUES EN NEUROCHIRUGIE DE 2010 A 2014

Pour la consommation des antibiotiques, |'extraction a été réalisée entre 2011 et 2014 (données de
2010 non disponibles) par la Pharmacie selon I’'année et les services. Ces données nous ont été fourni par la
pharmacienne responsable du pdle de Neurologie (Pauline CLAVET). Les logiciels utilisés sont HYPERION qui
permet d’obtenir les consommations des médicaments par secteur (ainsi que les antiseptiques et autres) et
est interfacé avec COPILOTE (logiciel de production a Logipharma) et MAGH2, logiciel de commande des
médicaments.

Les unités de service (UA) utilisées pour I'extraction de la consommation d’antibiotiques sont les
suivantes: Neurochirurgie 2521, 2522, 2523, 2524, 2531, 2532, 2533, 2534, 2539). Pour les antibiotiques,
uniquement les formes injectables étaient comptées. Le prix total était obtenu en multipliant le prix d’une

unité (flacons) par le nombre totale d’unités.

3.4 ETUDE SUR L’APPORT DE LA PCR SPECIFIQUE S.AUREUS ET DE LA RECHERCHE DU
GENE MECA DANS LES MENINGITES NOSOCOMIALES

3.4.1 OBJECTIFS DE L'ETUDE
L'objectif de cette étude est d’évaluer si la mise en place d’une technique de PCR rapide pour la
détection de S. aureus et du gene mecA permettrait d’instaurer un traitement probabiliste par

vancomycine uniquement chez les patients pour qui la détection du géne mecA serait positive. En effet, en
46



théorie si le géne mecA n’est pas présent, le céfotaxime permettrait de couvrir un SAMS. Pour cela, il faut
donc une méthode sensible et spécifique, et obtenir si possible une valeur prédictive négative de 100%.
Ainsi, si la PCR est négative, on ne doit pas retrouver de résistance a la méticilline sur I'antibiogramme.
Cette étude a eu I'accord du Comité d’Ethique du CHU de Toulouse (cf Annexes 2 et 3).

Pour cette étude, nous avons choisi de tester les performances du kit Xpert MRSA/SA SSTI (Cepheid)
qui permet d’obtenir un résultat environ en 1h. Nous allons dans la suite de ce paragraphe, présenter ce
test, la validation de méthodes que nous avons réalisée (ce test n’étant pas validé sur les LCR/LCD par le

fabricant), et les critéres d’inclusion des patients.

3.4.2 PRESENTATION DU TEST XPERT® MRSA/SA SSTI

Le mécanisme de résistance a la méticilline peut étre facilement détecté en utilisant soit le gene
mecA, soit la cassette chromosomique staphylococcique SCCmec—OrfX jonction comme marqueur.”® Bien
gue le gene mecA soit central pour la détermination de la résistance a la méticilline, il n’est pas spécifique
des SARM ; on le retrouve aussi chez les SCN. Ainsi, les techniques de PCR basées sur la détection du gene
mecA sont aussi positives pour les SCN. En revanche, les analyses basées sur la détection de la jonction
SCCmec—OrfX sont spécifiques de S. aureus. L'avantage d’utiliser cette jonction comme molécule cible, et
que (si I'intégration est correcte) une seule amorce ciblant la jonction avec des amorces spécifiques pour
chaque type de SCCmec et 1 seul sonde englobant la jonction SCCmec—Orf X peuvent suffire pour identifier
et confirmer la résistance a la méticilline dans une seule analyse®.

Utilisation prévue par le fournisseur

Le test Xpert MRSA/SA SSTI (Skin and Soft Tissue Infection) de Cepheid réalisé sur le GeneXpert® Dx
System est un test de diagnostic in vitro qualitatif congu pour la détection de S. aureus et de S.aureus
résistant a la méticilline (SARM) sur écouvillon lors d’infections de la peau et des tissus mous. Le test utilise
la PCR en temps réel automatisée pour détecter ’ADN du SARM/SA. Ce test est congu pour étre utilisé en
association avec d’autres tests de laboratoire, comme la culture qui sert a récupérer des souches pour la
conservation (typage épidémiologique entre autres si besoin) et pour la réalisation de I'antibiogramme. Le
test Xpert MRSA/SA SSTI n’est pas indiqué pour contrdler le traitement des infections a SARM/SA.

Quant au test Xpert MRSA/SA BC, il a été concu pour la détection de S.aureus et du S.aureus résistant
a la méticilline (SARM) dans les hémocultures positives.

Nous avons donc voulu adapter une méthode (portée B), c’est-a-dire modifier une méthode validée
(ici sur la peau et tissu mou pour Xpert MRSA/SA SSTI et les hémocultures pour Xpert MRSA/SA BC) pour
I'ajuster aux besoins du LBM/du client (patient/prescripteur) (ici sur les LCR/LCD de neurochirurgie)

Principe de la procédure

Le systéme GeneXpert automatise et integre I’extraction d’échantillons, I'amplification de I’ADN et la

détection de la séquence cible, en utilisant la PCR en temps réel. Ce systeme utilise des cartouches jetables
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et a usage unique, qui contiennent les réactifs PCR. Le test Xpert MRSA/SA SSTI comprend des réactifs pour
la détection du SARM et du SA, un contréle du traitement de I’échantillon (CTE) pour controler I'extraction
appropriée des bactéries ainsi que la présence d’inhibiteur(s) lors de la réaction PCR. Le CTE s’assure
également que les conditions de réaction PCR (température et temps) sont appropriées pour la réaction
d’amplification et que les réactifs PCR sont fonctionnels. Le contréle de la sonde consiste a vérifier la
réhydratation des réactifs, le remplissage des tubes de PCR dans la cartouche, l'intégrité de la sonde et la
stabilité du fluorochrome. La présence de S .aureus est détecté par le géne spa. La résistance de S. aureus a
la méticilline est détecté par le géne mecA et par la cassette SCCmec. La résistance des SCN a la méticilline

est détecté par le géne mecA.

3.4.3 CRITERES D’INCLUSIONS, D’EXLUSIONS DES PATIENTS
Les patients sont inclus par les médecins des services de Neurochirurgie de Rangueil (et ensuite par
les services de Neurochirurgie de Pierre Paul RIQUET). Les critéres d’inclusion sont les suivants :
e Adultes: age > 18 ans
e Admis dans le service de neurochirurgie : en unité fonctionnelle, en surveillance continue ou
en réanimation
e Présentant une suspicion d’infection du SNC :
o méningite ou empyeme (pas d’inclusion des abcés cérébraux car prélevements de
LCR non contributifs), pour lesquels le praticien sur un faisceau d’arguments
cliniques, biologiques ou paracliniques décide de traiter une infection du SNC par
une antibiothérapie probabiliste
o nosocomiale : plus de 48h apres leur admission ou dans les 30 jours suivants une
intervention chirurgicale ou dans I'année suivant la pose de matériel.
Au total, a la date du 07/03/2014, 12 patients ont été inclus.
Les criteres de non inclusion : Patient mineur et traitement antibiotique en cours au moment du

prélvement de LCR.

3.4.4 VALIDATION DE METHODES
Le résumé des souches utilisées, des dilutions effectuées et des tests utilisés est aussi présenté dans
le SH-FORM 44 situé dans la partie Résultats.

A. Echantillons et souches utilisés

Tous les LCR et LCD de Neurochirurgie rendus stériles en culture ont été conservés a 5+3°C a partir
du début de la période de validation de méthode. Les LCR/LCD ont ensuite été poolés (les liquides d’aspect
hématique n’ont pas été intégrés). Nous avons utilisé, selon les manipulations (1 a 4), la souche de

référence S. aureus ATCC 25923 sensible a la méticilline, ainsi que des souches patients dont la sensibilité a
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la méticilline était connue (antibiogramme standard réalisé + PCR mecA). Des dilutions différentes ont été
réalisées selon les expérimentations.

B. Réalisation des différentes expérimentations

Expérimentation 1

Pour la souche de SARM, nous avons utilisé une souche patient (cefoxitine = 15 mm et moxalactam = 15
mm ; PCR mecA positive) et pour la souche de SAMS, nous avons utilisé la souche de référence S. aureus
ATCC ® 25923. Des dilutions ont d’abord été réalisées a partir d’'une solution mere en sérum physiologique
a 0,5 McFarland (=10® UFC/mL, d’aprés CA-SFM 2013) ?’. Les dilutions ont ensuite été réalisées dans les
LCR/LCD poolés (les cultures des liquides poolés ont été vérifiées comme stériles). Chaque dilution (10°,
10%, 10%, 10" UFC/mL) a été testée 3 fois avec le coffret Xpert MRSA/SA SSTI avec la souche de SARM et la
souche ATCC et une fois avec le coffret Xpert MRSA BC, afin de comparer les performances des 2 kits. Pour
la PCR, 100 pL de chaque dilution ont été mis dans le tampon. Un LCD positif a S. aureus métiS a été testé
avec 100 plL et 10 pL BC et avec 100 pl le coffret SSTI. Au total, 35 tests ont été réalisés.

Une culture quantitative a été réalisée en paralléle sur gélose au sang incubé 24 h a 37°C (10 pL en strie
centrale puis étalement sur toute la boite). La sensibilité a la céfoxitine et au moxalactam avait été testée
sur gélose Mueller-Hinton selon les recommandations du CA-SFM 2013

Expérimentation 2

Au vu des résultats (dilutions a 10% et 10" UFC/mL négatifs lors de la manipulation 1), les dilutions suivantes
10° 10°, 10%, 10°, ont été testées 2 fois (dilutions en sérum physiologique cette fois) avec deux souches de
patients : une souche de SARM et souche de SA (uniquement 10>, 10" UFC/mL avec SAMS pour le coffret
BC). Au total, 14 tests ont été réalisés.

Expérimentation 3

Chaque dilution (10°, 10%, 10%, 10 UFC/mL) a été testée 1 fois avec ajout de 1 mL dans le tampon pour voir
si une meilleure sensibilité était obtenue avec 2 souches de SARM de patients différents avec le coffret
SSTI. Trois souches patients de SCN sensibles a la méticilline ont testées a 10° UFC/mL avec 100 pL dans le
tampon. Deux souches patients de SCN métiR ont testés a 10, 10°, et 10° pour une et 10°, 10* pour I'autre.
Au total, 16 tests ont été réalisés.

Expérimentation 4

Quatre souches patients de SCN métiS a 10° ont été testées avec 1 mL afin de s’assurer de la bonne
spécificité du test. Six souches patients de SCN métiR a 10* ont été testées avec 100 L et 7 souches

patients de SCN métiR a 10° ont été testées avec 100 pL. Au total, 17 tests ont été réalisés.
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4 RESULTATS

4.1 EPIDEMIOLOGIE DES INFECTIONS DE NEUROCHIRURGIE ENTRE 2008 ET 2014

‘ 4.1.1 MENINGITES NOSOCOMIALES

4.1.1.1 FREQUENCES DES INFECTIONS

Au total, 2823 LCR ont été prélevés entre 2008 et 2014 sur les 2 sites, 209 étaient positifs a cocci a
Gram positif (soit 7,4%) (staphylocoques, entérocoques, streptocoques) et 97 a bacilles a Gram négatif (soit
3.4%) dont 39 a Entérobactéries (soit 1,38 %) (Tableau X).

Entre 2008 et 2014, 188 patients avaient au moins 1 LCR positif parmi les 1117 patients, ce qui
correspond a 16,8% des patients prélevés (patient possiblement infecté = patient avec au moins un LCR
positif a une bactérie donnée). Vingt quatre patients parmi eux ont présenté une méningite nosocomiale a

Entérobactéries, soient 2,1 % (parmi les patients possiblement infectés, ils représentent 12,8%).

Tableau X : Nombre de prélévements positifs par année.

Nombres de patients 153 148 147 150 172 156 191 1117
Nombres de LCR/LCD 479 420 333 430 364 344 453 2823
Nbmoyen deLCR/LCD | 5 284 | 2,27 2,87 2,12 2,21 2,37
par patient 2,53
LCR/LCD positifs 3 CG+ 2 31 13 2 27 2 52 209
(%) (8,8%) | (7,4%) | (3%) | (51%) | (7.4%) | (6,4%) | (11,5%) | (7,4%)
LCR/LCD positifs 3 BG- 19 17 5 5 9 14 28 97
(%) 4%) | (4%) | (1L5%) | (12%) | (25%) | (41%) | (6,6%) | (3,4%)
LCR/LCD positifs a 3 8 3 2 6 13 4 39
Entérobactéries (0,6%) | (1,9%) | (0,9%) | (0,5%) | (1,6%) | (3,8%) | (0,8%) | (1,4%)
LCR/ LCD stériles 414 369 311 401 321 295 272 2383
(%) (86,4%) | (87,9%) | (93,4%) | (93,3%) | (88,2%) | (85,8%) | (60%) | (84,4%)

Ce tableau prend en compte tous les LCR, y compris les LCR de contréle comme en témoigne le grand

nombre de LCR stériles (>80%, a I'exception de I'année 2014 = 60%). Pour un méme patient, plusieurs LCR
sont parfois prélevés et positifs au méme germe ou a un germe différent. En 2014, on constate une
augmentation du nombre de LCR a CG+ (11,5%) et a BG- (6,6%) avec cependant moins d’Entérobactéries
(0,8% en 2014 contre 3,8% en 2013). Cela est d( a une augmentation des bacilles a Gram négatif non
fermentants avec notamment un patient avec 6 LCR positifs avec Acinetobacter baumanii, un autre avec 4
LCR positifs a Pseudomonas aeruginosa. A noter aussi en 2013, un pic de méningites a Entérobactéries

(3,8% contre 1,4% en moyenne les autres années) (Tableau X, Figure 3).
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Figure 3 : Pourcentage des différents nombres de prélévements retrouvés chez les patients entre 2008 et 2014.

Ainsi, 51%, 20%, 11%,6% des patients ont eu respectivement 1, 2, 3, 4 préléevements de LCR/LCD.
Certains patients ont eu jusqu’a 17, 25 voir 32 prélévements de LCR.

Le pourcentage de patients positifs (au moins un préléevement positif Figure 4) varie par année (de
9% a 24% entre 2008 et 2014). A noter qu tous les staphylocoques ont été pris en compte (méme ceux
considérés comme potentiellement contaminants, nous avons donc probablement surestimé le nombre de

patients infectés).

Figure 4 : Pourcentage de patients infectés par catégories de bactéries principales par années.

(« bactéries » = Nombre de patients avec au moins 1 prélévement positif & « bactérie »/Nombres de patients prélevés dans I'année*100. Un patient
n’est compté qu’une seule fois dans la catégorie « totaux » si plusieurs de ces LCR sont positifs dans la méme année, mais si les bactéries sont
différentes, il est compté ensuite dans chaque catégorie, ce qui explique que la somme des pourcentages de chaque catégorie de bactérie peut étre
supérieure a la catégorie « totaux »)

51



En 2013, on constate une augmentation des patients infectés a Entérobactéries (5,1%). En 2014, on
constate au contraire une diminution de cette population mais une augmentation du nombre total de
patients infectés (24%), due aux patients infectés par les SCN, et une augmentation d’infections a P. acnes
(déja observée en 2013), et également a bacilles a Gram négatif non fermentants .

Pour les patients avec au moins un LCR positif, nous nous sommes proposé de regarder également la

biochimie des LCR. Les résultats globaux et puis par bactéries sont présentés ci-apreés.

4.1.1.2 BIOCHIMIE

Les tableaux Xl et XIl regroupent les paramétres biochimiques obtenus, en globalité et par types de germes.
e Lavaleur des protéines élevée pour les BGN non fermentants s’expliquent en partie par un patient
qui a une valeur de protéine a 55 g/L.
e Pour les SCN, le rapport glycorachie/glycémie est en moyenne supérieur a 0,4.
e Pour P. acnes, le CELL index varie entre 0 et 10 pour 13 patients et 1 patient avait un CELL INDEX a
342. En remplacgant la valeur 342 par la valeur la plus haute de la série (9,42), la moyenne est de
3,38 et le CV de 100%. Le CELL INDEX est nettement plus bas pour P.acnes.
e Pour I'ensemble des bacilles a Gram négatif, la protéinorachie et les lactates semblent supérieures
a celle des autres germes ; et la glycorachie inférieure.
Les CV sont tres importants pour I'ensemble des ces parametres, notamment pour les SCN et pour P.acnes
qui parfois sont responsables d’infections et parfois de simples contaminants. Pour une représentation plus
aisée, des diagrammes a moustaches ont été réalisés sauf pour le parametre CELL INDEX car la dispersion

des valeurs était trop importante (de 0 a 74460) (Figures 5 a 8).
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Tableau XI : Valeurs cytologiques et biochimiques des LCR.

Parametres biochimiques/ CELL INDEX Protéines Glycorachie/Glycémie Lactates

types de germes

Tous les LCR positifs Moyenne 4610,8 (114) 2,35 (177) 0,48 (82) 6,5 (74)
Ecart-type 12193,6 4,83 0,28 4,5
cv 2,6 2,06 0,58 0,7
LCR a Enterobactéries Moyenne 4695,2 (9) 5,29 (17) 0,14 (5) 11,99 (10)
Ecart-type 7485,4 3,99 0,14 4,52
cv 1,6 0,75 1,02 0,37
LCR a S.aureus Moyenne 3183,59 (9) 1,95 (14) 0,35 (6) 8,46 (4)
Ecart-type 4529,39 2,04 0,26 3,09
cv 1,42 1,05 0,73 0,37
LCR & SCN Moyenne 4722,5 (51) 1,3 (80) 0,49 (42) 4,57 (33)
Ecart-type 13137,5 1,6 0,18 2,31
cv 2,8 1,2 0,38 0,50
LCR a BGN non fermentants Moyenne 3878,25 (11) 5,32 (17) 0,36 (5) 9,25 (10)
Ecart-type 8536,71 13,03 0,40 4,94
cv 2,20 2,49 1,10 0,53
LCR a P.acnes Moyenne 27,1 (14) 1,64 (24) 0,71 (11) 3,6 (14)
Ecart-type 90,7 2,74 0,15 2,03
cv 3,3 1,67 0,22 0,56

Entre parenthese : nombres de patients pour lequels le paramétre était disponible ou calculable. Le nombre est le méme pour les 3 parametres statistiques



Tableau Xll : Valeurs du CELL INDEX en fonction des bactéries responsables de la méningite.

BGN non
Totaux | Entérobactéries S. aureus SCN fermentants P. acnes
valeur minimum 0,0 0,7 1,9 0,0 1,0 0,0
Q1 2,3 7,1 102,3 2,3 79,2 1,0
Médiane 35,3 382,6 381,8 22,2 3171 2,3
Q3 1033,1 5556,5 7372,7 762,9 2854,8 4.4
valeur maximum 74460,2 20018,7 11519,3 65152,3 28585,7 342,2

Figure 5 : Représentation des valeurs de la protéinorachie selon le type de bactérie. Les valeurs maximums n’ont pas

été intégrées car trop élevées, en particulier celle du patient avec méningite a BG- non fermentant a 55g/L.

Sur ce graphique, on constate que la protéinorachie semble en général plus elevée pour les
Entérobactéries, toutes les valeurs sont supérieures a 1 g/L. Pour les SCN et P.acnes, un quart des valeurs
est inférieur a 0,4 g/L, ce qui correspond au seuil. Toutefois, il faut rappeler que pour les liquides
hémorragiques, la protéinorachie est d’interprétation délicate car la présence de 1000 globules rouges

augmente approximativement la protéinorachie de 0,1g/L.
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Figure 6 : Représentation des valeurs du rapport glycorachie/glycémie selon le type de bactéries.
Les Entérobactéries sont celles présentant le rapport le plus bas, avec une valeur maximum en dessus du
seuil, de méme que pour S. aureus. Pour P. acnes, le rapport est souvent normal. Pour SCN, la valeur seuil

diagnostic (0,5) correspond a la médiane.

Figure 7 : Représentation des valeurs des lactates selon le type de bactéries.
Les lactates sont le plus bas pour les SCN et pour P. acnes (entre la moitié et les trois quarts des valeurs
sont en dessous du seuil de 4 mmol/L) et les valeurs les plus élevées sont obtenues pour les

Entérobactéries.
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Figure 8 : Représentation en pourcentage des éléments de la formule de tous les LCR pour lesquels une
formule a été réalisée.
On retrouve une médiane respectivement de 76, 10 et 9 pour les polynucléaires, lymphocytes et

monocytes.

4.1.1.3 BACTERIES RETROUVEES

34,8% des LCR avec culture positive avaient un examen direct positif (pour 6,4% I'examen direct
n’était pas réalisé). Parmi ces LCR, 47,8% des LCR avec culture positive a BGN avaient un examen direct
positif (pour 15% I’examen direct n’était pas réalisé), 34,6% des LCR avec une culture positive a CGP avaient
un examen direct positif (pour 3.8% I'examen direct n’était pas réalisé).La Figure 9 présente le nombre de

prélevements positifs selon le type de germes.

Figure 9 : Nombre de
préléevements positifs
par année par type de
bactéries dans les
LCR/LCD (N.B. : 1 seul
préléevement  positif
par patient est pris en

compte).
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En 2013, aucun Staphylococcus aureus n’a été retrouvé mais on note une augmentation des « germes
autres » et aussi des infections a Entérobactéries. En 2014, un nombre assez important d’infections a SCN
(21 souches), 5 infections a Pseudomonas aeruginosa et 4 a Acinetobacter spp sont mises en évidence. On
note également la présence non négligeable de P. acnes notamment en 2013 et 2014. En 2013 et en 2014,
8 patients étaient infectés a « germes autres » (Figure 10).

Parmi les germes « autres », E.faecalis, Corynebacterium spp et les streptocoques oraux sont les plus
bactéries les plus fréquemment retrouvées. En 2013, 8 patients étaient infectés a bactéries autres, dont 1
patient qui avait une infection mixte a Actinomyces meyeri + Haemophilus spp + Streptococcus intermedius
suivi d’'un prélévement ultérieur positif a S. oralis. En 2014, 8 patients étaient aussi infectés a bactéries
autres, dont 4 infections mixtes, respectivement a :

- E. faecalis + S. epidermidis + S. hominis + Corynebacterium spp
- A. baumannii + M. luteus + S. epidermidis
- S. salivarius + S. epidermidis

- Bacillus spp + P. acnes + P. aeruginosa.

Figure 10 : Nombre de prélévements positifs par bactéries « autres » dans les LCR /LCD (N.B. : 1 seul prélévement

positif par patient est pris en compte).
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Au total, sur les 7 ans de I'étude épidémiologique, on retrouve environ 8% de S. aureus, 44% de SCN,
11% de P. acnes, 11% d’Enterobactéries, 10% de bacilles a Gram négatif non fermentants (6% de P.
aeruginosa, 4% d’A. baumannii) et 16% d’autres germes (dont 3,8 % d’E. faecalis, 3,8% de Streptococcus

spp, 3% de Corynebacterium spp, 1,3% de Micrococcus spp) (Figure 11).

Figure 11 : Pourcentage de différentes espéces bactériennes retrouvées dans les prélévements positifs de LCR /LCD

parmi les patients infectés entre 2008 et 2014 (a gauche : bactéries principales et a droite bactéries « autres »).

4.1.1.4 DETAILS PAR BACTERIES ET TYPES DE RESISTANCE

A. STAPHYLOCOQUES

a) Résistance aux antibiotiques

Pour les staphylocoques a coagulase négative (SCN) (Figure 12) :
e 57,4% sontdes S. epidermidis
e 148% ont été rendus SCN (ce qui veut dire que lI'espéce n’a pas été identifiée car
considérée comme contaminant)
Au total, on a retrouvé 102 souches de SCN mais seulement 87 souches pour lesquelles les données de
I'antibiogramme étaient complétes (correspondent aux souches incluses dans cette figure) (pour 95
souches, nous avions une donnée sur la résistance a la méticilline). Au total, sur les 7 ans (Figure 12) :
e 57% des SCN sont résistants a la méticilline
e 39% des SCN sonts résistants a la fosfomycine mais pour certaines espéces cette résistance
est naturelle ou trés fréquente.

e 44,8% ont une CMI a la vancomycine > ou égale a 2.
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Figure 12 : Nombre des différentes espéces de SCN dans les LCR /LCD entre 2008 et 2014.

Pour les 17 souches de Staphylococcus aureus (Figure 13):
e 4 souches sont métiR
e une seule est résistante a la fosfomycine
e une seule a une CMI a la vancomycine = 2 mg/L (résistante a la méticilline et CMI

teicoplanine < 0,5 mg/L)

Figure 13: Nombre de S. aureus et de SCN et leur sensibilité aux antibiotiques (méticilline, fosfomycine et

vancomycine) entre 2008 et 2014.
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En regardant I’évolution par année pour les staphylocoques a coagulase négative et S .qureus (Figure 14) on
constate que le nombre de SARM est tres faible (1 ou 0 chague année), on ne peut pas conclure sur

I’évolution de la résistance chez les SCN qui semble aléatoire, I'effectif est faible.

Figure 14 : Evolution des résistances a la méticilline et la fosfomycine chez les staphylocoques entre 2008 et 2014.
Les effectifs étant trop faibles pour pouvoir calculer un pourcentage, le nombre de souches de SCN et de SA pour lequel il y avait un

antibiogramme (respectivement en gris foncé et jaune) a été intégré au graphique pour pouvoir comparer.

La résistance a la fosfomycine reste faible chez S. epidermidis (Figure 15). Au total sur les 7 ans, 16%
de résistance (9 souches sur 56). On ne note pas d’augmentation ou de diminution notable au cours des
années. Pour les autres espéces, la résistance a la fosfomycine était de 100% pour S. warneri (7/7), S.
hominis (3/3) et S. haemolyticus (4/4) et de 89% pour S. capitis (8/9). Aucun antibiogramme n’a été fait
pour 'espece S. auricularis.

La résistance de S. epidermidis a la méticilline est en moyenne sur les 7 ans de 66%, il n'y pas
d’évolution notable de cette résistance au cours des années (courbe parallele entre celle représentant le
nombre de souche de résistant a la méticilline avec celle représentant le nombre de souches total de S.

epidermidis ayant un antibiogramme réalisé).

Figure 15 : Evolution de S. epidermidis résistant a la méticilline et a la fosfomycine entre 2008 a 2014.
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b) Délai de pousse

Dans I'objectif de pouvoir arréter I'antibiothérapie probabiliste a 72h en cas de culture négative, il a été

observé le temps de pousse des cocci a Gram positif (Figure 16).

Figure 16: Pourcentage du temps de pousse des cocci & Gram + entre 2008 et 2014 dans les LCR/LCD
(Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Enterococcus spp, Micrococcus spp). Tous ont été pris en compte, y compris

ceux possiblement contaminants.

Au total, 9% (11 patients, 12 souches de SCN car 1 patient avaient 2 souches) ont mis plus de 72 h a
pousser. Le tableau XIII décrit les cas ou la culture était positive apres 72 h.

e Un seul cas certain de SCN a été pris en compte et traité car il s’agissait d’une véritable suspicion de
méningite nosocomiale. Pour les autres cas, il s’agissait probablement d’une contamination car le
patient était cliniguement bien et/ou sortant et/ou le liquide étuvé repiqué stérile.

e Un autre cas a été traité mais le patient présentait une collection sous cutanée positive a S.
epidermidis + E.coli + S. condimenti.

e On constate aussi qu’il n’y a qu’un seul S. epidermidis alors qu’il s’agit pourtant du SCN le plus

fréquemment rencontré.

En conclusion, les souches de SCN responsables de méningite nosocomiale poussent dans les 72
premieres heures. Au-dela de ce délai, il est important de repiquer le liquide étuvé afin de confirmer la
positivité ; et de collecter les informations cliniques et radiologiques afin de confirmer ou non la suspicion

de méningite nosocomiale.
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Tableau Xllil : Description des cas ol le délai de culture des SCN était supérieur a 72 h.

Délais de
pousse Délais de
sur COS pousse sur Quantité
Bactéries ou PVX thioglycolate rendue Commentaire Conclusions
Liqguide  étuvé  repiqué
stérile. S. epidermidis dans
tres peu |liquide de drain et
S. capitis Stérile 5j abondant hémoculture Contaminant probable
Liqguide  étuvé  repiqué
tres peu | stérile. Vraie suspiscion de
S. warneri Stérile 5j abondant méningite nosocomiale Pris en compte
Trés peu
S. epidermidis Stérile 5j abondant Liquide étuvé repiqué stérile | Contaminant probable
tres peu Patient sortant.
SCN Stérile 4j abondant Liquide étuvé repiqué stérile | Contaminant probable.
tres peu Absence d'information.
S. capitis Stérile 5j abondant Liquide étuvé repiqué stérile | Contaminant probable.
Liquide étuvé repiqué
stérile.
2 types différents de
SCN Stérile 5j non rendue | staphylocoques Contaminant probable.
tres peu
Stérile 8j abondant
S. haemolyticus tres peu | Liquide étuvé repiqué
+S. warneri Stérile 8j abondant stérile. Contaminant probable.
tres peu | Liquide étuvé repiqué | Contaminant probable.
S. hominis Stérile 4] abondant stérile.
tres peu | Liquide étuvé repiqué | Contaminant probable.
SCN Stérile 5j abondant stérile.
tres peu | Liquide étuvé repiqué | Contaminant probable.
SCN Stérile 5j abondant stérile.
Connu dans collection sous
cutanée a S. epidermidis, E.
coli, S.condimenti.
Téléphoné et traité par
tres peu | linézolide + céfotaxime + | Contaminant probable ?
S. warneri 4] Stérile abondant rifampicine douteux
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B. ENTEROBACTERIES
Les Enterobacters spp représentent environ la moitié des Entérobactéries dans les LCR/LCD, (mais cette
proportion augmente au cours des années) suivis a égalité par Klebsiella spp. et E. coli (Figure 17).

On constate une augmentation des Entérobactéries en 2013, avec 5 souches d’Enterobacter.

Figure 17 : Répartition des différentes entérobactéries entre 2008 et 2014 dans les LCR/LCD.

La Figure 18 présente la résistance des entérobactéries aux céphalosporines de troisieme génération.

Figure 18 : Nombres d’Entérobactéries et profils de résistances aux C3G entre 2008 et 2014 dans les LCR/LCD.
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Au total, 25 souches d’Entérobactéries ont été retrouvées, 27 souches sont intégrées dans la figure ci-
dessus (2 Enterobacter sauvages au départ, ont exprimés ensuite une céphalosporinase hyperproduite
(CEPD)). ). Huit Enterobacter sur 13 avaient une CEPD (ou plut6t sur 15 si on prend en compte le fait que 2
étaient sauvage au départ) Entre 2010 (date d’écriture du protocole d’antibiothérapie de neurochirurgie) et
2014, 7 souches sur 12 (ou sur 14) exprimaient une CEPD. En 2014, 1 Enterobacter sur les 2 retrouvés
exprimait une CEPD. Une seule souche était BLSE (K. pneumoniae).

En ce qui concerne le temps de pousse, toutes les souches ont poussé en moins de 24 h.

C. PSEUDOMONAS AERUGINOSA

En ce qui concerne les résistances de Pseudomonas (Figure 19), pour 13 sur 14 souches
I'antibiogramme était donné, 2 ATB ont été réalisés par diffusion en milieu gélosé (en 2014) (absence de
CMI). Neuf souches sur 14 présentent une résistance (R ou I) a ticarcilline, ticarcilline + acide clavulanique
et aztréonoam (aucune en 2014). Les autres types de résistances ont été rarement retrouvés : 1 seule
souche est résistante a la ciprofloxacine, 1 seule est résistante a l'imipéneme et intermédiaire au
méropénéme (di a la perte ou déficit de la porine OprD) et enfin 1 seule souche exprimait une probable
céphalosporinase (CMI CAZ > 68 et CMI FEP = 16). Cing sont sauvages (dont 3 « intermédiaire » uniquement
a l'aztréonam). Il s’agit des 5 souches de 2014.

Aucun Pseudomonas multi-résistant répondant a la définition suivante n’est retrouvé (souche
résistante a au moins 3 des classes d’antibiotiques suivantes : aminosides (gentamicine, amikacine,
tobramycine), carbapénémes (impénéme, méropénéme), céphalosporines (ceftazidime), fluoroquinolones

(ciprofloxacine), et pénicilline anti- Pseudomonas (pipéracilline +/- tazobactam)

Figure 19 : Profils de résistances de Pseudomonas aeruginosa entre 2008 et 2014 dans les LCR /LCD.
Toutes les souches ont poussé en 24 h, sauf une en 48 h.
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D. ACINETOBACTER

On retrouve 8 souches d’Acinetobacter, 2 correspondent a I'espéce Iwoffi et les 6 autres a I'espece

baumannii. Aucune souche n’est résistante a I'imipéneme (une souche | au méropéneme et a I'imipéneme

mais antibiogramme réalisé par diffusion en milieu gélosé). Deux souches étaient résistances a la

ceftazidime dont une également intermédiaire aux pénéemes.

E. PROPIONIBACTERIUM ACNES

Vingt cing souches ont été retrouvées. Toutes les souches sont sensibles a I'amoxilline et aux C3G.

Ce germe étant connu pour pouvoir étre contaminant, il est proposé dans cette partie, de regarder si un

diagnostic de méningite voire d’infection du systeme nerveux central était retenu ou non pour ces 25

souches. Dix prélévements étaient stériles sur milieu COS anaérobie ou PVX sous CO, et ont donc poussé

uniquement a partir du bouillon d’enrichissement thioglycolate. Le temps moyen de pousse est de 4,8

jours (CV = 31%) (Figure 20). Au total :

o

15 souches pour lesquelles il s’agit de probable contamination :

- 10 pour lesquelles il est noté dans le dossier « absence d’infections ou de méningites »

- 5 pour lesquelles il existe un probleme infectieux autre (exemple : 1 pneumopathie, 1 ventriculite a

Pseudomonas aeruginosa, 1 infection urinaire...)
4 pour lesquelles il n’y a pas de conclusion car pas assez d’argument mais il s’agit de possibles
contaminations.
6 pour lesquelles il s’agit de véritables infections olU Propionibacterium a été pris en compte pour le
traitement antibiotique. Si on regarde le temps de pousse de ces 6 souches, on constate qu’une seule a
poussé en 24 h et trois en 48 h (sur gélose au sang CO; et thio) ; une autre a poussé en 10 jours (thio
uniquement) mais le patient était déja sous cefotaxime + linézolide car des prélevements de collections
étaient déja positifs, et enfin 1 a poussé en 5 jours (thio positif en 5 jours), ce patient a été traité devant
les résultats de ses prélevements per-opératoires (S. epidermis + S. caprae) mais ne présentait pas de
syndrome infectieux clinique aprés ablation du matériel infecté. Pour 3 patients, d’autres prélevements
avaient été réalisés et étaient aussi positifs (DVE, DVP, et collection frontale) a P. acnes. Parmis ces 6
patients, pour 2 le CELL index était calculable (4,8 et 345) ; ce sont les deux patients pour lesquels les
CELL INDEX étaient les plus élevés dans cette catégorie. La protéinorachie était en moyenne a 0,84 g/L
(dosée pour 6 patients, CV = 60%), le rapport glycorachie/glycémie n’était disponible que pour un

patient et les lactates a 5,56 mmol/L (dosés pour 3 patients).
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Figure 20 : Nombre de souches P. acnes selon leur temps de pousse entre 2008 et 2014 dans les LCR/LCD (1 souche

n’a pas été intégrée puisqu’ elle n’a poussé que apres repiquage du thio qui était négatif).

Sur tous ces préléevements, seulement 3 examens directs étaient positifs, et il s’agit bien de 3 cas

d’infections vraies.

4.1.2 PRELEVEMENTS DE PUS PROFONDS

Les pus profonds en Neurochirurgie correspondent a de nombreux types de prélevements différents,
dont entre autres: les abcés cérébraux, les empyémes, les abcés/ostéites des volets craniens, les
hématomes, les cicatrices peropératoires, les prélevements de rachis... etc... Dans le tableau XIV, sont
répertoriés sans aucune distinction, le nombre total de patients, de pus profonds, selon le type de bactéries
retrouvées et par année.

Au total, 578 patients ont été prelevés, parmi eux, 352 patients avaient au moins un prélevement de
pus positif, ce qui correspond a 61% des patients prélevés. En moyenne sur les 7 années (Figure 21) :
- 22% des prélévements sont plurimicrobiens (ce taux est relativement stable au cours du temps)
- 46% des prélévements sont positifs a cocci a Gram + et parmi eux 39% a Staphylococcus spp. On note
cependant un pic de la proportion des prélevements positifs a CG+ et a Staphylococcus spp. en 2014
(respectivement 78% et 67% des préléevements)
- 18% sont positifs a bacille a Gram négatif et parmi eux 12% a Entérobactéries. On observe, comme pour

les prélévements de LCR/LCD, un léger pic des infections a Entérobactéries en 2012-2013.
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Tableau XIV : Nombre de prélévements positifs des pus profonds par année.
Ce tableau prend en compte tous les pus profonds. Pour un méme patient, plusieurs pus profonds sont parfois

prélevés et positifs au méme germe ou a un germe différents. Le nombre de patients a augmenté en 2012 et 2013.

Années 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 TOTAL
Nombre de patients 65 66 59 73 113 120 82 578
Nombre de pus profonds 121 133 128 157 215 272 127 1153
Nombre de prélevements/patient 1,86 | 2,02 | 2,17 | 2,45 | 1,90 | 2,27 | 1,55 1,99
Nombre de pus profonds positifs a CG+ 50 63 44 73 85 119 99 533
(%) (41%) | (47%) | (34%) | (46%) | (40%) | (44%) |(78%)| (46%)
Nombre de pus profonds positifs a

33 48 33 67 74 105 85 445

5“”’”’(’5)”“” (27%) | (36%) | (26%) | (43%) | (34%) | (38%) | (67%) | (39%)
(]

Nombre de pus profonds positifs a BG- 32 23 15 22 36 58 26 213

(] (o] (o] (o] (o] (o] (o] (o] (o]

(%) (26%) | (17%) | (12%) | (14%) | (17%) | (21%) | (20%) | (18%)

Nombre de pus profonds + a Entérobactéries 13 7 11 10 31 48 17 137

(%) (11%) | (5%) | (9%) | (6%) |(14%) | (17%) | (13%) | (12%)

Nombre de pus profonds plurimicrobiens 30 30 16 29 51 62 39 257

(] (o] (o] (o] (o] (o] (o] (o] (o]

(%) (25%) | (23%) | (13%) | (18%) | (24%) | (23%) | (31%) | (22%)

Nombre de pus profonds stériles 47 61 67 57 82 101 60 475

(%) (39%) | (46%) | (52%) | (36%) | (38%) | (37%) | (47%) | (41%)

Figure 21 : Pourcentage de patients potentiellement infectés par catégories de bactéries par année dans les pus

profonds.

« bactéries » = Nombre de patients avec au moins 1 prélévement positif a « bactérie »/Nombres de patients prélevés
dans I'année*100. Un patient n’est compté qu’une seule fois dans la catégorie « totaux » si plusieurs de ses
prélevements de pus profonds sont positifs dans la méme année. Mais si les bactéries sont différentes, il est compté
ensuite dans chaque catégorie. Dans un méme prélévement, si il y a plusieurs bactéries « autres », 1 seul cas est
comptabilisé.

67




Cette figure montre la place importante de S. aureus. En 2011 et 2014, la moitié des patients infectés
I’étaient a S. aureus. Les patients ayant une infection a bacilles a Gram négatif non fermentants ont
augmentés : 1% en 2012 contre 7,3% en 2014. Le nombre d’infections a Entérobactéries et SCN parait
assez stable bien que le nombre d’infectés totaux ait diminué en 2014. Le nombre d’infectés a P. acnes
semble avoir augmenté en 2014 (bien peut étre di au fait que cette bactérie est depuis 2013

systématiquement recherchée).

4.1.2.1 ABCES CEREBRAUX

4.1.2.1.1 BACTERIES RETROUVEES

Une partie importante des prélevements (27%) sont des infections mixtes (plurimicrobiennes) tandis que
31% ont des cultures stériles (Figure 22). Il est a noter aussi une part importante Streptococcus spp. dans ce

type d’infections.

Figure 22 : Nombres de préléevements positifs par bactéries et par année dans les prélévements monomicrobiens

pour les abcés cérébraux (ainsi que nombre de prélévements stériles et mixtes)

La Figure 23 souligne cette importance des streptocoques du groupe Milleri (CIA: S. constellatus, S.
intermedius, S. anginosus) retrouvés chaque année (sauf 2010), et qui représentent environ 1/3 des
souches (10 souches sur 33), suivis de S. aureus (15%, 5 souches sur 33) retrouvés surtout en 2013 et 2014

puis avec une importance moindre : des Entérobactéries, de P. acnes, des SCN.
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Figure 23 : Nombre des différentes espéces de bactéries retrouvées uniquement dans les infections

monomicrobiennes (abceés cérébraux) entre 2008 et 2014.

La Figure 24 présente les bactéries retrouvées dans les infections mixtes des abcés cérébraux. On constate
que dans ces infections mixtes, on retrouve essentiellement des SCN, des Entérobactéries et des

anaérobies. Cela évolue tres peu selon les années.

Figure 24 : Nombre de prélévements positifs par bactéries dans les infections mixtes des abceés cérébraux entre 2008

et 2014.(Les souches d’anaérobies sont : 4 Peptostreptococcus spp, 1 Peptococcus spp, 1 Prevotella spp, 1 anaérobie

non identifiée) A noter que les 3 SCN retrouvés en 2009 font partis de la méme infection mixte.

69



La Figure 25 confirme ces observations. Ainsi, on retrouve essentiellement des SCN (9/47, 19% contre 10%
dans les infections monomicrobiennes), des Entérobactéries, mais des germes prédominants dans les
infections mixtes par rapport au monomicrobiennes sont aussi les anaérobies (15%, Peptostreptococcus
essentiellement et Fusobacterium 10,6%) ainsi que les bactéries du groupe HACCECK (essentiellement
Haemophilus aphrophilus et paraphrophilus) et Actinomyces spp a 8,5%. La proportion de chaque bactérie

est plus homogeéne dans les prélévements plurimicrobiens.

Figure 25 : Nombre des différentes bactéries retrouvées uniquement dans les infections plurimicrobiennes des abcés

cérébraux entre 2008 et 2014.

4.1.2.1.2 DETAIL PAR BACTERIES ET TYPES DE RESISTANCE

A. STREPTOCOQUES CIA

Ces bactéries sont retrouvées plus fréguemment dans les prélevements monomicrobiens que
polymicrobiens (Figure 26). On constate que I'espece la plus fréquemment retrouvée est S. intermedius et
que I'espéce S. constellatus est toujours retrouvée en monomicrobien. Une seule souche de S. anginosus a
été retrouvée. Toutefois I'effectif est faible et les techniques d’identification ne permettent pas de bien
différencier ces différentes especes.

Concernant les profils de résistance aux antibiotiques, aucune résistance particuliere n’est a rapporter.
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Figure 26: Répartition des streptocoques CIA par année dans les abcés cérébraux (M= monomicrobien

P=Plurimicrobien).

B. STAPHYLOCOQUES
Pour les staphylocoques a coagulase négative (SCN) (Figure 27) :
- Uespéce S. epidermidis est la plus retrouvée (4 sur 12 dont 3 rendus SCN) suivi de I'espéce S. hominis (2
fois)
- Les 3 especes entourées en 2009 font partie de la méme infection mixte. Elles étaient significatives, car
retrouvés 3 fois chacune dans 3 prélévements.
- En 2010, un SCN (antibiogramme rendu multisensible) est retrouvé dans un abcés, mais est considéré
comme contamination car une infection par Pseudomonas aeruginosa était suspectée (retrouvé dans le
prélevement d’écoulement d’oreille externe).
- Pour les 12 SCN (2 souches n’ont pas d’antibiogramme) :

* 3 souches sont métiR (3 S. epidermidis), dont une est aussi fosfomycine résistante.

* 4 souches sont résistantes a I'érythromycine et aucune a la clindamycine (mais probable

résistance inductible).

Pour les 7 souches de Staphylococcus aureus :
e 2 souches sont métiR
e Parmis les souches métiS, 3 sont erythroR et toutes sont clindaS (mais probable résistance
inductible)
e Aucune souche n’est résistance a la fosfomycine ni a la rifampicine ni au linézolide

e Aucune souche n’a de CMI a la vancomycine 2 2.
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Figure 27: Répartition des SCN en fonction des années dans les abcés cérébraux (M= monomicrobien

P=Plurimicrobien).

C. ENTEROBACTERIES

Les principales souches d’Entérobactéries retrouvées sont (Figure 28) :

-2 E. coli et 1 E. aerogenes dans les infections monomicrobiennes

-1 E. coli, 1 E. aerogenes, 1 E. cloacae, 1 K. pneumoniae, 1 P. vulgaris et 1 P. mirabilis dans les infections

plurimicrobiennes.

Figure 28 : Répartition des différentes entérobactéries par année dans les abcés cérébraux (M= monomicrobien

P=Plurimicrobien).
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Dans une infection mixte, une souche de E. cloacae était retrouvée avec une souche de E. aerogenes qui

avait une CEPD (2012). Une seule souche était BLSE (K .pneumoniae) (Figure 29).

Figure 29 : Nombre d’Entérobactéries et profils de résistance aux C3G entre 2008 et 2014 dans les abcés cérébraux.

4.1.2.2 EMPYEMES
: Le tableau XV résume I'épidémiologie des empyémes (dans lesquels sont inclus les prélévements intitulés

collection extra ou sous-durale).

Tableau XV : Bactéries retrouvées dans les empyémes entre 2008 et 2014.

Stériles 3
S. aureus 3
S. aureus + H. alvei 1
S. epidermidis 1
Ochrobactrum anthropi et P.acnes 1
Aerococcus +S. schleiferi + S. aureus + levures 1
Entérobactéries 2
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Pour les 5 souches de Staphylococcus aureus :
e Aucune souche n’est résistante ni a la méticilline, ni a la fosfomycine, ni a I'oxfloxacine, ni a la
vancomycine.
e 3 souches sont résistantes a I'érythromycine et sensible a la clindamycine (probable
résistance inductible)
Pour les 3 souches d’Entérobactéries :
e 1E. colisauvage
e 1K. pneumoniae sauvage

e Et1 Hafnia alvei (CEPD) ont été retrouvés.

4.1.2.3 « PUS AUTRES »

4.1.2.3.1 BACTERIES RETROUVEES

Quinze pour cent des prélevements sont des infections mixtes (plurimicrobiennes) et 38% ont des

cultures stériles. On constate immédiatement la place majoritaire de S.aureus

Figure 30: Nombre de prélévements positifs par bactéries et par année dans les préléevements monomicrobien des

pus « autres « (avec les prélévements stérils et mixtes) pour la période 2008 a 2014.
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Sur les 7 ans, parmi les prélevements positifs, on retrouve donc une proportion de 42% de Staphylococcus
aureus, 17% de Propionibacterium acnes, 16% de SCN, 12% d’Entérobactéries et 5% Pseudomonas

aeruginosa et environ 2% d’Enterococcus faecalis, Streptococcus spp et Corynebacterium spp (Figure 31).

Figure 31 : Pourcentage des bactéries retrouvées uniquement dans les infections monomicrobiennes entre 2008 et

2014 dans les pus « autres ».
Dans les prélévements plurimicrobiens, on constate toujours une part important de S. aureus et de SCN.
Comme pour les autres prélevements, une augmentation de la part des Entérobactéries est observée en

2013-2014. La répartition des bactéries est cependant stable au cours des années (Figure 32).

Figure 32 : Nombre de prélévements positifs par bactérie et par année entre 2008 et 2014 dans les prélévements

plurimicrobiens des pus « autres ».
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Les germes les plus fréquents et retrouvés de facon équitable sont S. aureus, les Entérobactéries et les SCN
dans les prélévements plurimicrobiens (Figure 33). Pseudomonas aeruginosa est retrouvé faiblement que
ce soit dans les prélevements mono (5%) ou plurimicrobiens (3%). Parmi les anaérobies :

- En 2008 : anaérobie S au flagyl associé @ Aeromonas veronii + E. corrodens + S. anginosus + S. oralis

- En 2009 : Prevotella spp (associé a Actinomyces spp)

- En 2011 : Peptostreptococcus (S. aureus + S. anginosus + B. uniformis)

- En 2012 : Peptostreptococcus + Veillonella (dans le méme prélévement) / Clostridium perfringens et
Clostridium sordelii dans le méme prélevement mixte associé a S. aureus et Pantoea

- En 2013 : Peptostreptococcus (associé a P. mirabilis + E. avium)/ Peptostreptococcus (S. aureus +
Haemophilus / Peptostreptococcus (P. granulosum + SCN)

- En 2014 : B. thetaiotaomicron + F. magna (dans le méme prélévement) associé a H. parainfluenzae et S.
aureus

Au total, la moitié des bactéries anaérobies retrouvées sont des Peptostreptoccus spp. (F. magna,

anciennement Peptostreptococcus).

Figure 33 : Pourcentage des bactéries retrouvées uniquement dans les infections plurimicrobiennes entre 2008 et

2014 des pus « autres ».

4.1.2.1.2 DETAILS PAR BACTERIES PRINCIPALES ET LE TYPE DE RESISTANCE

A. STAPHYLOCOQUES
Parmi les prélévements positifs a S.aureus (en dehors des prélevements nommés abcés cérébraux ou
empyémes) 53% sont des abces quelque soit leur nature (50% si on en exclut 4 qui ne sont pas purement

de la Neurochirurgie : abcés veinite bras, abces fesse, abcés dorsal, nécrose de la base de la verge), 20%
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sont des prélevements « pieéces opératoires » et 5% des biopsies. Le tableau XVI résume ces types de

prélévements.

Tableau XVI : Type des prélevements profonds dans lequels a été retrouvé S. aureus, période 2008-2014.

Les prélevements surlignés en jaune sont ceux qui n’ont pas été considéré comme des prélevements de Neurochirurgie.

Type de prélevements

Type de prélevements

Abceés

Scalp

Abceés cicatrice lombaire

Collection sous cutanée

Abceés crane

Abcés abdomen droit

Abceés duraux

Abceés colonne

Abceés extra-duraux

Abces créte iliaque perop

Abcés dos+ matériel ostéosynthése

Abces de paroi

Abcés matériel rachis

Abces paroi lombaire

Abces para-vertébral

Abceés paroi thorax

Abces plaie chirurgicale

Abces paroi nuque

Abces plaie dorsale nécrosée

Abcés disque vertébral

Abceés rachis

Abceés dorsal

Abcés région temporale / os

Abces fesse

Abceés sous-duraux

Abceés os

Abceés tissus mous crane

Abces poche sous cutanée de la pompe

Abceés volet cranien

Abces radioguidée-spondilodiscite

Biopsie ss cutané fosse post

Abceés sur neuro stimulateur

Craniectomie

Abceés veinite bras

Collection cedéme crane

Abces voie d'abord cerebelleux perop

Ecoulement plaie op lombaire

Abcés-tumeur vertébrala

Moelle osseuse L4 L6 / épidurite

Biopsie disque cervical dt

Ostéite volet crane

Biopsie os L4

Pieces op ablation volet cranien

Biopsie os rachis

Pieces op cranioplastie

RlRr|RPR|IRPR|IRP|IRP[R[RLRIN|IRPR[D|RPRIN|RP|RP|RP|RPR|R[O[NMO|w(N

Biopsie paravertébral gauche T7

RlRr|R|IRPRIRIRIRPRIRPR[R[R[R|IRPR|IRPR[IRPR|IRPR|RPR|RPR|DR[RPR[RLR|W|~

Cicatrice lombaire + écrou en regarde du

Pieces op granulome ss cutané 1 pertuis cutanée + écrou + pieces opératoires 1
Pieces op laminectomie C2 C7 1 Cicatrice crane post op 1
Pieces op os crane 5 Cortex 1
Pieces op os escarre T12 1 Crane sous-dural. 2
Pieces op rachis 2 Fistule iliaque ghe 1
Piéces op tissu cérébral / dure mére 1 Hématome(?) sacrum 1
Pieces op volet 4 Liquide peri stimulateur 1
Pieces op reprise cicatrice fosse postérieure 1 Liquide superficiel cervical 1
Pieces opératoires cicatrice crane 1 Niveau fixateur externe av- bras poignet g 1
Pieces opératoires: os, crane, hématome sous

dural 1 Nécrose de la base de la verge 1
Pieces opératoires + fibrose tissu 1 | Suture occipitale crane 1
Profond rachis cervical 1 Pus point de ponction kt arteriel

Tissu osseux / Contact matériel 1 Pvt profond lombaire (dont 1 plaie)

Valve LCR + ss cutané crane 1 |Sous cutané sus aponevrotique colonne

Volet cranien, craniofix, 1 Pus tissus fibreux peri electrode crane
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La grande majorité sont donc des abceés, le plus souvent sous duraux, extraduraux, craniens, rachidiens, de
parois (cependant, sans précision du type de paroi dont il s’agit...). Au total, sur tous les préléevements
d’abceés (en dehors des cérébraux) entre 2008 et 2014, 34% sont positifs a S. aureus, ce qui confirme la
encore la place majoritaire de cette bactérie.
Concernant les résistances observées pour S. aureus (Figure 34):

e 14,7 % sont métiR en moyenne sur les 7 ans

e Aucune souche n’est résistance a la fosfomycine ni a la rifampicine ni au linézolide

e Aucune souche n’a une CMI a la vancomycine ou a la teicoplanine supérieure ou égale a 2

Figure 34 : Evolution des résistances a la méticilline entre 2008 et 2014 de S.aureus dans les pus « autres ».

Ainsi, on constate qu’il n’y a pas de réelle augmentation des SARM entre 2008 et 2012 alors que le nombre
de S. aureus total est plus important (diminution de la résistance). Une augmentation apparait en 2013

mais revient a 11% en 2014 (2 souches sur 18). Le faible nombre de souche rend difficile I'interprétation.

B. ENTEROBACTERIES

E. coli et Enterobacter spp sont majoritaires et retrouvés chacun a 30% (méme proportion que dans les
abceés cérébraux). E. coli, Enterobacter spp, Proteus spp, et K. pneumoniae représentent tous ensemble 80%
des Entérobactéries retrouvées dans les pus « autres » (Figure 35).

En 2013, certaines espéces moins communes ont été retrouvées, tel que P. vulgaris (également aussi dans

un prélévement d’abcés cérébral) ou encore S. liquefaciens ou C.koseri.
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Figure 35 : Répartition des différentes Entérobactéries en fonction des années (M=monomicrobien P=Plurimicrobien)
dans les pus profonds « autres », pour la période 2008-2014.
Dans les pus profonds, 7 souches avaient une céphalosporinase hyperproduite (sur 27 souches
d’Entérobactéries du groupe 3, soit environ 26% de CEPD parmis le groupe 3) (Figure 36) :

e 2 M. morganii (sur 2 souches retrouvées)

e 4 Enterobacter cloacae (sur 13 souches retrouvées, aucun Enterobacter aerogenes n’avait de

CEPD)

e 1C. freundii (sur 1 souche retrouvée)
Trois souches exprimaient une BLSE (Figure 36) :

e 2 K. pneumoniae (sur 6 souches retrouvées)

e 1E. coli(sur17 souches retrouvées)

Figure 36 : Nombre d’Entérobactéries et profils de résistances aux C3G entre 2008 et 2014 dans les pus « autres ».
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Au total, 17% des Entérobactéries étaient résistantes aux C3G (12% de CEPD et 5% BLSE) dans I’ensemble
des prélevements de pus profonds (autres que abces cérébraux et empyémes). Ce nombre est beaucoup

plus important que celui retrouvé dans les LCR/LCD ou dans les abcés cérébraux ou empyémes.

4.2 LES CONSOMMATIONS D’ATB ENTRE 2010 ET 2013 EN NEUROCHIRURGIE

Entre 2011 et 2014, la consommation du méropénéme a été multipliée par 10 dans le Péle de
Neurosciences et par 13 en Neurochirurgie. En paralléle, la consommation de I'imipénéme a diminué de
7,5 fois et de 5,6 fois respectivement dans le p6le Neuroscience et en Neurochirurgie. En 2014, la
consommation de méropéneme + imipéneme dans le pdle neuroscience représente 5% de Ia
consommation globale des carbapéneme de I’'hopital. Plusieurs explications peuvent étre données :

1) D’une part, son utilisation remplace de plus en plus celle de I'imipénéme car cette molécule présente
moins d’effets indésirables au niveau neurologique (convulsions) et rénal et permet donc une
augmentation des posologies.

2) L'augmentation de la fréquence des Entérobactéries avec un phénotype de type BLSE ou CEPD
encourage |utilisation des carbapénémes en antibiothérapie probabiliste en attendant les résultats de
I"antibiogramme.

Concernant les autres antibiotiques utilisés en Neurochirugie :

- L'utilisation du céfépime a nettement augmenté entre 2011 et 2014 (x5 pour le pGle Neurosiences et x7
pour la Neurochirurgie), mais tend a rediminuer en 2014.

- La consommation de ceftazidime a également diminué en 2014 malgré I'augmentation des bacilles a
Gram négatif non fermantents, probablement parce que c’est le méropénéme qui a été utilisé dans ces cas.
La consommation de C3G + C4G dans le pdéle Neurosciences en 2014 correspond a 9,5% de la
consommation globale de céphalosporines de I’hdpital.

- La fin du contingentement de la fosfomycine est sGrement la raison a la fois de la forte augmentation de
consommation de fosfomycine en 2014 mais aussi de la diminution de celle de la vancomycine, bien que
non proportionnelle. Sa consommation en neurochirurgie semble représenter environ 60% de la
consommation globale de I’'hopital contre 2% pour la vancomycine.

Les consommations d’antibiotiques pour le P6le Neurosciences et la Neurochirurgie sont présentées dans

le Tableau XVII.
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Tableau XVII: Consommation (en euros) entre 2011 et 2014 des formes injectables de cefotaxime, ceftriaxone,

ceftazidime, cefepime, vancomycine, métronidazole, fosfomycine.

‘ 2011 2012 2013 2014
C3G/C4G Hopital 152 769 150 178 186 423 198 756
Pole Neurosciences 3626,15 4 060,62 4179,72 5400,79
Céfotaxime Neurochirurgie 2 249,62 2 865,89 3347,13 4 159,05
Pole Neurosciences 1326,34 1532,36 1471,28 1 200,20
Ceftriaxone Neurochirurgie 744,5 653 593,1 371,5
Pole Neurosciences 1170,63 1702,28 2 543,47 1638,48
Ceftazidime Neurochirurgie 616,28 940,24 1706,19 993,21
Pole Neurosciences 2 715,40 6 937,70 14 004 10577,20
Céfépime Neurochirurgie 1679,20 8022,58 | 12036,20 | 9185,10
Carbapénéemes Hopital 578 140 490 949 607 894 538 181
Pole Neurosciences 2513,37 9552 21 265,14 | 24 930,72
Méropénéme Neurochirurgie 1552,2 6602,82 20148,75 | 20602,47
Pole Neurosciences 15 321,57 9321,18 7 576,25 2076,69
Imipénéme Neurochirurgie 9 490,25 6271,54 5 840,89 1687,51
Hopital 84 878 79 733 43 316 76 517
Pole Neurosciences 2 535,30 2 581,82 4 300,89 2 223,59
Vancomycine Neurochirurgie 2022,53 2 007,61 3632,74 1534,15
Hopital 23574 7503 11 622 35 264
Pole Neurosciences 13 343,40 990 306 22 479,40
Fosfomycine Neurochirurgie 9 753,60 1069,20 198 22 037,40
Hopital 16 784 16 726 17 582 18 345
Pole Neurosciences 303,84 509,76 734,76 428,76
Métronidazole Neurochirurgie 86,04 151,2 163,44 220,68

(Prix des antibiotiques : METRONIDAZOLE 500MG/100ML (0.5%) INJ FL BBRAUN ECOFLAC 0,36€, FOSFOCINE 1G INJ PERF FL*8,5€,
FOSFOCINE 4G INJ PERF FL*19,8€, VANCOMYCINE 1G INJ IV FL MYLANREMPLACE / 901476975 MYLAN PC 01, VANCOMYCINE 1G INJ
IV FL SANDOZ 2,25€, VANCOMYCINE 250MG INJ IV FL MYLANREMPLACE / 901486975 MYLAN PC 01, VANCOMYCINE 250MG INJ IV
FL SANDOZ, 1,15€, VANCOMYCINE 500MG INJ IV FL MYLANREMPLACE / 901466975 MYLAN PC 01, VANCOMYCINE 500MG INJ IV FL
SANDOZ 1,21€, CEFOTAXIME 0.5G INJ IM/IV FL PANPHARMA 0,47€, CEFOTAXIME 1G INJ IM/IV FL PANPHARMA 0,51€,
CEFTRIAXONE 1G INJ IV/IM/SC FL PANPH 0,50€, CEFTRIAXONE 500MG INJ SC/IM/IV FLMYLAN 0,68€, CEFTAZIDIME 1G INJ IV/IM FL
PANPH 1,02€, CEFTAZIDIME 2G INJ IV/IM FL PANPH 1,39€, CEFTAZIDIME 500MG INJ IV/IM FL PANPHO,85€, AXEPIM 1G INJ FLSUITE
RUPTURE 92153112 BRISTOL 01, CEFEPIME 1G INJ IV /IM FL PANPHARMA, 6,1€, CEFEPIME 2G INJ IV /IM FL PANPHARMA 11,9€,
IMIPENEM/CILAST 500MG/500MG PERF FLPANPHARMA 3,19€, MEROPENEM 1G INJ FL MYLAN, MEROPENEM 1G INJ FL

PANPHARMA*REMPLACE / 92572PANPHARMA PT 01 5,97€)
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4.3 ETUDES DES 17 PATIENTS AVEC MENINGITE A ENTEROBACTERIES : REVISION DE
L’ANTIBIOTHERAPIE PROBABILISTE DES MENINGITES A ENTEROBACTERIES

Dix sept patients sur 816 prélevés ont fait une méningite a entérobactéries, soit environ 2%.

Nous avions sur les 17 patients : 8 hommes et 9 femmes, avec une moyenne d’age de 49 ans (29-73 ans).
Le temps de pousse n’était jamais supérieur a 24 h. Méme les prélévements ensemencés en fin d’aprés-
midi avaient une culture positive le lendemain matin (sauf pour 1 patient qui était déja sous antibiothérapie
pour une infection a Enterobacter connue : le thio était positif en 5 jours, puis le repiquage en 1 jour). Les

caractéristiques biochimiques des LCR sont résumées dans le Tableau XVIII.

Tableau XVIII : Biochimie des LCR des 17 patients inclus.

valeur minimum 0,7 1,22 0,04 51
Q1 7,1 2,53 0,08 9,175
Médiane 382,6 4,63 0,08 13,1
Q3 5556,5 5,82 0,11 15,65
valeur maximum 20018,7 16,90 0,39 17,2

En ce qui concerne les pathologies neurologiques, les hémorragies (ou hématomes) étaient
secondaires a une rupture d’anévrismes dans la majorité des cas ou secondaires a une malformation
artério-veineuse dans 2 cas et spontanée dans 1 cas. Tous les patients présentaient au moins de la fievre
avec le plus souvent un trouble de consciences (et pour certains d’entre eux nausées, vomissements,
céphalées ou raideur de nuque). Treize patients étaient porteurs d’'un matériel (drain lombaire, DVE) au
moment du prélevement. Sur ces 13 patients, 10 ont eu un retrait de matériel, 1 pas de retrait et pour 2
nous n’avions pas de renseignements sur la prise en charge (dont 1 déces). Les patients sans matériel sont
un post op de canal lombaire et une reprise de craniectomie.

Parmi les bactéries retrouvées, la majorité sont des Enterobacter cloacae ou aerogenes (12 souches sur 17).
On retrouve aussi des souches de E. coli, K. pneumoniae ou oxytoca et P. mirabilis. Parmi les 12 patients

avec infection a Enterobacter, 6 ont eu une culture de leur DVE et elle était positive a Enterobacter.

Les caractéristiques des patients sont résumées dans le Tableau XIX.
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Tableau XIX : Caractéristiques des 17 patients avec méningites a Entérobactéries.

Caracteristiques Nombres de patients

Pathologies neurologiques
Hémorragie 9
Méningiome/Glioblastome/Tumeur
(exérese ou prises en charges de manifestations neurologiques) 5
Post op canal lombaire 1
AVC 1
Reprise de volet de craniectomie 1
Entérobactéries retrouvées
12 (dont 7 avec enterobacter
Enterobacter (cloacae ou aerogenes) ( v
CEPD)
Escherichia coli + Proteus mirabilis 1
Escherichia coli 1
Klebsiella (pneumoniae ou oxytoca) 3 (dont 1 BLSE)
Matériels
DVE 13
Drain lombaire 1
Aucun 2
DVE apreés prélevement 1
Evolution
Déces ou limitation thérapeutique 8
Rentré a domicile 6
Transfert dans autres services 2
Inconnu mais en vie 1
Traitement probabiliste anti BGN
Méropéneme 4
Céfotaxime 10
Ceftazidime 1
Aucun 2

Parmi les 7 patients avec une souche d’Enterobacter exprimant une CEPD :

e 6 avaient recus un traitement probabiliste par cefotaxime (description des cas ci-dessous)

e 1 n’avait pas eu de traitement probabiliste mais avait uniguement été traité quand le résultat
de la culture a été obtenu avec antibiogramme par méropénéme. Ce patient avait été traité
par tazocilline puis imipéneme pour une pneumopathie a Citrobacter koseri 1 mois avant

Parmi les 10 patients traités en probabiliste par cefotaxime : 9 sont positifs a Enterobacter (6 ont une

céphalosporinase déréprimée et 3 sont sauvages).
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Parmi ces 6 Enterobacters avec CEPD,

Deux étaient d’abord sauvage dans le LCR, puis le traitement par cefotaxime a été poursuivi en
ajoutant de la ciprofloxacine. Dans les préléevements suivants, on retrouvait une CEPD
probablement sélectionnée par le traitement.

Un était sauvage dans |'aspiration trachéale 20 jours auparavant. Le patient a recu un
traitement par pipéracilline-tazobactam + amiklin. La souche a été retrouvée hyperproductrice
de céphalosporinase 8 jours plus tard, toujours dans les AT. Un traitement probabiliste de la
méningite par Cefotaxime a quand méme été initié.

Une souche était déja hyperproductrice de céphalosporinase dans les AT (aucune notion de
traitement pour cette colonisation ou infection pulmonaire n’a été retrouvée dans le dossier).
Un patient a été traité par méropéneme devant I'examen direct positif a bgn. Trois jours plus
tard un traitement en relais par bactrim + ciprofloxacine a été envisagé pour épargner le
méropéneme. Ce patient avait été traité la semaine précédante par cefotaxime + zyvoxid en

probabiliste puis arrété sur une bactério négative et une cellularité normale

Parmi les 3 Enterobacters avec phénotype sauvage, 2 ont été traités en relais par méropéneme, 1 patient

était décédé avant le résultat de la culture.

Parmi les 4 patients traités en probabiliste par méropénéme (3 en 2013 et 1 en 2014) :

Pour un patient, le traitement probabiliste par méropéneme était justifié par la présence d’une
Klebsiella pneumoniae BLSE dans les aspirations trachéales et I'urine.

Pour un autre patient, le traitement probabiliste par méropéneme était aussi justifié, devant la
découverte d’'un examen direct positif a bacille a Gram négatif chez cette personne connue
pour ostéite récidivante a Pseudomonas aeruginosa.

Pour 2 autres patients, (1 enterobacter cloacae sauvage et une Klebsiella oxytoca sauvage), la
justification du traitement probabiliste par méropénéme n’a pas été retrouvée au vu des

données disponibles dans MOLIS et dans ORBIS.

En conclusion, pour les 7 patients avec une CEPD, ou retrouve :

- soit une antériorité d’Enterobacter de phénotype sauvage traité par céfotaxime (+ quinolones) ou

tazocilline,

- soit une antibiothérapie antérieure par cefotaxime ou tazocilline dans le mois précédent,

- soit déja connu pour une souche CEPD dans un autre prélévement (AT).
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4.4 VALIDATIONS DE METHODES DU TEST TEST XPERT MRSA/SA DANS LES LCR / LCD

Les résultats sont présentés dans le SH FORM 44 ci-dessous.

Une aide a l'interprétation et la validation technique des différents cas pour I'interprétation a été réalisé a

partir des cas de la validation de méthode (Annexe 5).

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE :

Détection de S.aureus et de la résistance a la méticilline dans le liquide céphalorachidien (

LCR et LCD )

Portée A [] ; Portée B X

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte/Mesurande :

Détection rapide et simultanée de I’ADN de Staphylococcus aureus
(SA) et de la résistance a la méticilline. Séquences cibles brevetées :
- Protéine A staphylococcique (spa)
- Geéne de résistance a la méticilline (mecA)
- Cassette chromosomique staphylococcique mec
(5CCmec) insérée dans le site chromosomique attB du SA

Principe de la Méthode :

Amplification en chaine par polymérase (PCR) en temps réel

Type d'échantillon primaire :

Validé par fournisseur sur échantillons cutanés, pus, tissus mous
Validé sur site pour Liquide céphalorachidien et liquide de dérivation

Type de récipient, additifs :

Bouchons transparent pour liquide de ponction

Prétraitement de I'échantillon :

Aucun

Unités :

Détection / Absence de détection

Intervalles de référence / valeur
. !
d’interprétation” :

Les valeurs du cut-off qui permettent l'interprétation du systéme
Xpert ne sont pas données par le fournisseur. Toutefois dans notre
étude, chaque fois qu’un CT est détecté, il est considéré comme
positif.

Marquage CE (Oui/Non) :

Oui
Portée (A/B) Adaptation (B) de méthodes
Codage C.N.Q. (s'il existe) : NA

Equipement (instrument, analyseur, etc.)

Genexpert DX 16 System - N° série : 704001
Annexe: Manuel d’utilisation

Référence du réactif :

Réactif : GXMRSA/SA-SSTI-CE-10
GXMRSA-SA-BC-CE-10

Matériau d'étalonnage (références) :

NA

MISE EN CEUVRE

Opérateur(s) habilité(s) ayant réalisé la
vérification/validation de méthode :

ROLLAND Angele, GRARE Marion, GARCIE Christophe

Procédure de validation/mode opératoire :

http://srv-kalilab/PG-BIO-MS-QUAL-019

Procédure de gestion de la portée flexible :

http://srv-kalilab/PG-BIO-MS-QUAL-018

Période d’étude* :

Période de validation : Janvier a mai 2014

Date de déclaration d’aptitude :

25/05/2014

Autorisation d’aptitude par :

GRARE Marion

Date de 1° utilisation :

1* patient inclus dans I'étude en juin 2014 (test non
utilisé actuellement en routine)
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http://srv-kalilab/PG-BIO-MS-QUAL-018

MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera ses points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous)

5M Points critiques Echelle Eléments/moyens de maitrise Documents (procédure, instruction,
de (formation du personnel, enregistrement, ...)
criticité | vérification expérimentale, jeux
d’essai, ...)
Identitovigilance 5 Formation du personnel Personnel habilité et présence de
préleveur et du pré- modes opératoires.
analytique Procédure d’identitovigilance du
laboratoire :
http://srv-kalilab/IT-PERI-PREA-002
Préparation du 2 Information des patients et Biologie du CHU de TOULOUSE
patient préleveurs sur les http://chu-
préconisations avant le toulouse.manuelprelevement.fr
prélevement ) )
Gestion des navettes et température de
Type de contenants | 3 transport
Formation des préleveurs http://srv-kalilab/PG-PERI-MS-PREA-002
Contrat avec logistique CHU :
Nature et volume de 2 http://srv—kaIiIab/DE—BIO—MS—QUAL—Oll
0 I’échantillon Controle a réception . , .
k] Acheminement échantillons :
s — http://srv-kalilab/PG-PERI-MS-PREA-002
_,:% Délai et 2
< température avant Gestion logistique (navettes, | Procédure de gestion des non
2 traitement enceintes de transport) conformites
= analytique http://srv-kalilab/PG-BIO-MS-QUAL-003
=
Interférences 2 Controéle a réception Enregistrement des non-conformités
(élimination des échantillons | dans MOLIS
hémorragiques) http://srv-kalilab/IT-PTI-PREA-008
Conditions de 1 Métrologie des frigos ou les Instructions de conservation des
conservation des échantillons sont conservés échantillons
échantillons (cartographie et suivi des http://srv-kalilab/IT-PTI-BACT-049
2 telmp.eratures avlec ‘Vlgltemp). Cartographie des enceintes minimum
Réactifs conservés a
A - tous les 5 ans
Conditions de température ambiante http://srv-kalilab/MT-BIO-MS-METR-013
conservation et
d’utilisation des Suivi des températures par des sondes,
réactifs sur le logiciel Vigitemp
Utilisation simplifiée du logiciel
Vigitemp :
http://srv-kalilab/IT-BIO-MS-METR-001
Exigences 1 Suivi des conditions Fonctionnement du GeneXpert entre 15
environnementales environnementales et30°C.
5 pour le matériel Climatisation et suivi de température par
2 un thermometre mini-maxi
s Procédure de gestion des conditions

environnementales
(http://srv-kalilab/PG-BIO-MS-
QUAL-008)
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http://srv-kalilab/IT-PERI-PREA-002
http://chu-toulouse.manuelprelevement.fr/
http://chu-toulouse.manuelprelevement.fr/
http://srv-kalilab/PG-PERI-MS-PREA-002
http://srv-kalilab/DE-BIO-MS-QUAL-011
http://srv-kalilab/PG-PERI-MS-PREA-002
http://srv-kalilab/PG-BIO-MS-QUAL-003
http://srv-kalilab/IT-PTI-PREA-008
http://srv-kalilab/IT-PTI-BACT-049
http://srv-kalilab/MT-BIO-MS-METR-013
http://srv-kalilab/IT-BIO-MS-METR-001
http://srv-kalilab/PG-BIO-MS-QUAL-008
http://srv-kalilab/PG-BIO-MS-QUAL-008

Surveillance des Pour les CIQ, chaque test Manuel utilisateur
dérives inclut : Procédure de validation technique*
:.f -un contréle du traitement
“E’ de I’échantillon/contréle
3 interne (SPC/IC)
> -un contrdle de vérification
S de la sonde (Probe Check
;g Control, PCC).
® Maintenance/métrologie des
= équipements
Contamination Test unitaires — absence de Test unitaires
risques de contamination
Conservation et Conservation des réactifs a NA
conditions température ambiante
g d’utilisation
5 Acceptation a Procédure de gestion des stocks
= réception des Gestion des stocks par le http://srv-kalilab/MT-PTI-APPR-001
2 réactifs, gestion des personnel formé et habilité Utilisation du logiciel Kalilab pour gérer
% stocks les stocks.
= Reconstitution des Test préts a I'emploi NA
réactifs, étalons,
controles
o Limites de la Bibilographie Documents fournisseur,
E méthode Essai sur site Voir résultats des essais dans la
Jé'; rubrique « limite de détection »
Causes d’incertitude Non quantifiables en Enregistrement de I'essai sur site (cf. SH
de mesure méthode qualitative GTA 14)
Bibliographie
Enregistrements d’habilitation du
< Competence et ﬁtetr;'c”?r(\ell—kalilab/de—PTI—QUAL—OO4
'tETS . mainti,en de Habilitation et qualification *
§ compétence du du personnel aux techniques Lecture des plagues API
& | personnel http://srv-kalilab/IT-PTI-BACT-045
T

*Cette procédure ne figure pas dans le systéme de gestion documentaire du laboratoire (Kalilab) mais a été

intégré en dans la partie conclusion de ce document (elle a été rédigée uniquement dans le cadre de I'étude et ne

sera diffusée que si la technique est employé de fagon définitive)
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http://srv-kalilab/de-PTI-QUAL-004
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Echantillons utilisés : S.aureus ATCC 25923 et différentes souches de patient (S. aureus et différentes especes de SCN

métiR et métiS)

REPETABILITE
Applicable [X ; non applicable (a justifier) []
CV (%)
N E = V (9
Echantillons LIRCR Moyenne cart CV (%) ¢ .M) retenu par le Conclusion
valeurs (N) type fournisseur X
laboratoire
SARM s 3 27,4 0,3 1 NA <5% CONFORME
Géne mecA
3 0,
SARM Géne SCC 28,6 0,4 1 NA <5% CONFORME
SARM s 3 27,3 0,3 1 NA <5% CONFORME
Géne Spa

Commentaire : les tests de répétabilité ont été réalisés afin d’évaluer les performances de la méthode,
méme si non applicables pour une méthode qualitative de portée B, et surtout pour des tests unitaires. Pour
réaliser ces tests, nous avons utilisé une souche patient de SARM a 1 0° UFC/MI dans 3 cassettes diffé-
rentes passées en méme temps dans l'automate. Pour évaluer la répétabilité, nous avons regardé les Ct
des 3 géenes amplifiés par cette technique. Dans les 3 cas, le test Xpert SSTI a rendu comme résultat « SA
positif, SARM positif ».

Les résultats ont permis de montrer une trés bonne répétabilité des tests. La répétabilité est conforme aux

attentes du laboratoire.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable [X ; non applicable (a justifier) []

Nombre de Ecart-

CV (%) CV (%) retenu par le
0,
pR— Moyenne (Ct) CV (%)

. . Conclusion
type fournisseur laboratoire

Echantillons

Cf résultats dans les tableaux ci dessous

Commentaire : les tests d’évaluation de la fidélité intermédiaire ont été réalisés afin d’évaluer les perfor-
mances de la méthode, méme si non applicables pour une méthode qualitative de portée B et non éva-
luables pour un test unitaire. Ce que nous avons souhaité regardé, c’est la reproductibilité de la détection (
valeurs des CT) des différents génes et la reproductibilité de la réponse du test, en utilisant différentes
souches de S. aureus et SCN résistants et sensibles a la méticilline. Les statistiques ne sont calculées que
pour les dilutions 10* et 10° UFC/mL (10° étant Ia limite de détection de la technique).

Les résultats ont permis de montrer de tres bonnes performances en terme de fidélité intermédiaire, y com-
pris en évaluant la détection des genes un par un, et les résultats en nombre de Ct. La fidélité intermédiaire

est conforme aux attentes du laboratoire.
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Résultats pour S. aureus MS et MR

Nb positifs/nb total
testés Niveau et souches testées (UFC/mL) Moyenne Ecart-type % CV
Géne mecA
5sur6 10* SARM 31,92 1,39 4,34
3sur6 10’ SARM NA NA NA
Geéne scc
6sur6 10* SARM 33,70 2,09 6,20
4sur6 10° SARM 36,5 1,5 4,0
Geéne spA
4 surd 10° SA 30,1 0,53 1,76
12 sur 12 10* SA 31,5 2,06 6,56
7sur 11 10’ SA 35,2 1,46 4,14
5sur 8 10° SA 38 1,41 3,72

Commentaires : les performances en termes de reproductibilité sont bonnes. A 10° UFC/mL, la
reproductibilité et de 83% (5/6) avec le géne mecA, de 100% (6/6) avec le géne mecA, de 100% (16 sur 16)
avec le géne spa (d 10° et 10° UFC/mL). Les CV sont < 10% ce qui correspond aux exigences fixées par le
laboratoire.

Résultats pour SCN MS MR

Le test Xpert MRSA/SA SSTI n’est validé par le fabricant que pour la détection du géne mecA chez S. aureus. Nous

avons souhaité validé les performances de ce test pour la détection du gene mecA chez différentes souches de SCN.

Nb positifs/nb total
testés Niveau et souches testées (UFC/mL) Moyenne Ecart-type % CV
Géne mecA
9sur9 10° SCNMR 31,26 2,12 6,78
6sur7 10* SCNMR 33,89 1,13 3,34
1sur?2 10°>SCNMR NA NA NA

Commentaires : & 10° et 10° UFC/mL, la reproductibilité est de 93,7% (15 sur 16) pour le géne mecA chez différentes

souches de SCN.. Les CV sont < 10% ce qui correspond aux exigences fixées par le laboratoire.

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) X

Nombre Cible | Biais(%) | ovenne Biais (%) »
Echantillons tz UL (groupe /groupe =l / moyenne AL () Conclusion
valeurs Labo di ai‘:s) dge aiprs (toutes ém\é’rale limite
(N) P P techniques) g
Echantillon .
CIQ niveau 1 Non applicable

Commentaire : méthode qualitative.

Incertitude de mesure

Prise en compte des composantes influentes sur la phase pré-analytique et analytique. Ces sources contribuant a
I'incertitude ont été évaluées et sont : la qualité de I’échantillon (testés a I'occasion lors de I’étude), les équipements
utilisés, les conditions expérimentales avec notamment la préparation de I’échantillon ainsi que les changements
d’utilisateurs.

Commentaires : LES INCERTITDES DE MESURE SONT CONTROLEES.
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LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensable en portée B)

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)

Applicable [X ; non applicable []

Limite de détection :

Avec 100 pL : 10* UFC/mL voir 10° en réinterprétant les courbes

Avec 1000 pL : 10> UFC/mL

Commentaires : La limite de détection a été déterminée en méme temps que la comparaison de méthode.
Les résultats sont présentés dans les tableaux ci-aprés.

COMPARAISON DE METHODES :
Applicable [X ; non applicable []

Données bibliographiques (fournisseurs,
publications,...) :

Manuel d’utilisation du fournisseur Xpert ® MRSA/SA SSTI

Biendo M, et al. Value of Xpert MRSA/SA blood culture assay on the Gene
Xpert® Dx System for rapid detection of Staphylococcus aureus and coagulase-
negative staphylococci in patients with staphylococcal bacteremia. Diagn
Microbiol Infect Dis 2013

US Food and Drug Administration. Cepheid Xpert MRSA/SA Blood Culture Assay
for Use with the GeneXpert Dx System. 2010

Ciardo DE, Burger S, Payer M, Lee C, McCallum N. GeneXpert Captures
Unstable Metbhicillin-Resistant Staphylococcus aureus Prone to Rapidly Losing
the mecA Gene

Méthode précédente, autre méthode
utilisée dans le laboratoire, appareil en
miroir ou back-up, EBMD :

Culture sur gélose au sang (en paralléle sur manip 1) et antibiogramme
standard par méthode de diffusion (disque de cefoxitine et/ou moxalactam)
de fagon rétrospective sur des souches connues. La méthode du laboratoire est
une culture qualitative mais ici nous avons réalisé une culture quantitative.
Certaines souches ont été envoyées au CNR des Staphylocoques pour
confirmation de la présence du gene mecA.

Nombre de mesures :

. 16 SARM (100 pL)

. 16 SAMS (100 pL)

. 1 Liquide de dérivation positif : 3 tests réalisés
. 8 SARM (1 mL)

° 6 SAMS (2 tests en erreur) (1 mL)

. 8 SARM (100uL)

. 5 SCNMR (100uL)

. 3 SCNMS (100uL)

. 13 SCNMR (100uL)

. 4 SCNMS (1mL)

[ ]

Patients inclus dans I’étude : 12 (dont 2 patients qui ont eu 2 tests)
*Au total : 94 tests utilisés (comparaison de méthode / limite de détection /
patients de I'étude)

82 pour la validation de méthode + 15 tests pour les patients inclus

Concordance catégorielle

Présence / Absence de S. aureus
Présence / Absence de la résistance a la méticilline
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Commentaires : Nous avons réalisé une culture quantitative (10 pL en strie centrale) lors de la manipula-
tion 1 pour vérifier notamment la justesse des dilutions. Pour les autres expérimentations, la culture n’a
plus été réalisée, I'objectif étant de comparer cette technique de PCR aux résultats phénotypiques
d’identification et de sensibilité a la méticilline (ce phénotype étant déja connu nous avons choisi des
souches patient pour lequel une méthode de sensibilité a la méticilline a été systématiquement réalisé
selon les recommandations du CA-SFM).

Nous avons aussi souhaité comparer deux kits Xpert :

- le kit Xpert MRSA/SA SSTI validé pour la détection des infections de la peau et des tissus mous a partir de
prélevements sur écouvillons

- le kit Xpert BC SA/MRSA validé pour la détection des infections a SA/MRSA a partir de flacons
d’hémocultures.

Cette comparaison avait pour objectif de choisir le test le plus sensible pour la détection de la résistance a

la méticilline a partir de prélévements de LCR/LCD.

Les résultats de cette comparaison de méthodes sont présentés dans les tableaux ci-apres ( ).
Résultat Interprétation Xpert SSTI
Echantillon : nb UFC/mL Culture (n=3) (n=3) Interprétation Xpert BC (n=1)
LCD positif
(échantillon patient) Positif SPA+, mecA- SPA+, mecA- (10 et 100 L)

10 1-2 colonies Négatif Négatif
100 4-5 colonies Négatif Négatif

1000 10 colonies SPA+ (3/3), mecA+ (1/3) SPA+, mecA- (1/1)

10000 100 colonies SPA+, mecA+ (3/3) SPA+, mecA+ (1/1)

(/) : résultat pour un nombre de souches ayant ce résultat / nombre total de tests effectués

Commentaire : A 10° UFC/mL, le systeme Xpert interpréte le résultat comme un SARM une seule fois (avec
SSTI) sur 4 et comme un S.aureus pour les 3 autres cas (détection de spa uniquement sans détection de
mecA ni SCC). A 10" UFC/mL, tous les tests sont positifs pour SA et pour la résistance a la méticilline. La

PCR semble ainsi moins sensible que la culture.
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Tableau B : Comparaison des résultats de la culture quantitative et des PCR Xpert SSTI et BC sur une souche
de S. aureus MS et un LCD de patient positif a SAMS.

Résultat Interprétation Xpert SSTI
Echantillon : nb UFC/mL Culture (n=3) (n=3) Interprétation Xpert BC (n=1)
LCD positif
(échantillon patient) Positif : >10’ SPA+, mecA- SPA+, mecA-

10 1-2 colonies Négatif Négatif
100 4-5 colonies Négatif Négatif

1000 10 colonies SPA+ (1/3), mecA- (3/3) Négatif

10000 100 colonies SPA+ (3/3) mecA- (3/3) SPA+ mecA- (1/1)

(/) : résultat pour un nombre de souches ayant ce résultat / nombre total de tests effectués

Commentaire : A 10° UFC/mL, le systéme Xpert interpréte le résultat comme un SASM une seule fois (avec
SSTI) sur 4 et négatif pour les 3 autres. A 10* UFC/mL, tous les tests sont positifs pour SA et négatifs pour
la résistance a la méticilline. La PCR semble ainsi moins sensible que la culture, et le test Xpert SSTI plus
sensible que le test Xpert BC. C’est pour cela que pour la suite de la validation de méthode et pour I'étude,

c’est le test Xpert SSTI qui a été choisi.

Tableau C : Comparaison des résultats de la culture (quantitative) et de la PCR Xpert SSTI pour 7 patients
inclus dans I’étude, dont la culture était positive.

Xpert SSTI (Nbre de positifs/ Nbre
Echantillon : résultat culture (Nbre de positifs/ Nbre total) total)

SCN métiR :

Trés peu abondant (2/2) mecA- (2/2)
SCN métiR :

Abondant >10” UFC/mL (2/2) et moyennement abondant (2/2) mecA+ (4/4) :

S. aureus métis :
Tres rare (1/1) Spa+ (1/1)

(/) : résultat pour un nombre de souches ayant ce résultat / nombre total de tests effectués

Commentaires : sur ces 7 échantillons patients, une concordance de 71,4 % est obtenue entre la culture et
le résultat de la PCR Xpert SSTI. Les 2 SCN métiR trés peu abondant n’ont pas été retrouvé en PCR (ce sont

de faux négatifs) ( voir aussi en dessous le tableau sensibilité et spécificité diagnostique)

Conclusion concernant la comparaison culture/Xpert SSTI/Xpert BC

Les dilutions réalisées sont concordantes avec les résultats de la culture dans 100% des cas pour une
concentration de 10* UFC/mL. Le systéme Xpert a ainsi effectué une interprétation des résultats positifs
dans 100% des cas a une dilution de 10* UFC/mL a la fois avec le coffret SSTI et le coffret BC pour SARM et
SAMS. A 10" UFC/mL et 10% UFC/mL, alors que la culture est positive, le systéme Xpert interpréte les
résultats négatifs dans 100% des cas. A 10> UFC/mL, le systeme Xpert interpréte les résultats correctement

dans 25% des cas (2 fois sur 8) (ce qui montre aussi que nous atteignons la limite de détection).
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Dans les tableaux suivants, figurent la quantité d’échantillon mis dans le diluant, le type et nombre de

souches testés, I'interprétation du systéeme Xpert et la réinterprétation des courbes de PCR, en considérant

chaque analyte comme positif si un Ct est rendu par I'automate a fin d’augmenter la sensibilité.

Résultats pour la détection du géne spA

Tableau D : Comparaison des résultats de la PCR Xpert SSTI et Xpert BC pour différentes souches patient de
SASM et SARM (expérience n°1) avec un volume de 100 ulL.

Quantité dans Interprétation systeme

diluant Souches testées | Nb UFC/mL Xpert Réinterprétation courbe spa
SARM

100 pL 4* SARM 10* 4 positifs 4 positifs

100 pL 4* SARM 10’ 4 positifs 4 positifs

100 pL 4* SARM 10° 4 négatifs 2 positifs (SSTI)/ 2 négatifs

100 pL 4* SARM 10" 4 négatifs 1 positif (SSTI) /3 négatifs
SAMS

100 pL 4* SAMS 10* 4 positifs 4 positifs

100 pL 4* SAMS 10’ 1 positif (SSTI)/3 négatifs 2 positifs (SSTI) / 2 négatifs

100 uL 4* SAMS 10° 4 négatifs 3 positifs (SSTI) / 1 négatif

100 pL 4* SAMS 10" 4 négatifs 1 positif (SSTI) / 3 négatifs

* 3 séries de dilutions avec le coffret SSTI pour SARM et SAMS +1 série de dilution avec le coffret BC pour SARM et SAMS

Tableau E : Comparaison des résultats de la PCR Xpert SSTI et Xpert BC pour différentes souches patient de
SASM et SARM (expérience n°2) avec un volume de 100 ulL.

Quantité dans Interprétation systeme

diluant Souches testées | Nb UFC/mL Xpert Réinterprétation courbe spa
SARM

100 pL 2* SARM 10° 2 positifs 2 positifs

100 pL 2* SARM 10° 2 positifs 2 positifs

100 pL 2*SARM 10* 2 positifs 2 positifs

100 pL 2* SARM 10° 2 négatifs 1 positif / 1 négatif
SAMS

100 plL 1* SAMS 10° 1 positif 1 positif

100 plL 2* SAMS 10° 2 positifs 2 positifs

100 plL 2* SAMS 10* 2 positifs 2 positifs

100 plL 1* SAMS 10° 1 négatif 1 négatif

* 1 série de dilutions avec le coffret SSTI pour SARM et SAMS + 1 série de dilution avec le coffret BC pour SARM et SAMS (pour

SAMS uniquement a 10° et 10" UFC/mL)

Commentaire : En regardant attentivement les courbes d’amplification et les Ct obtenus avec le test Xpert
SSTI et BC, nous améliorons les performances du test pour la détection du géne spa (« présence de S.

aureus ») et diminuons la limite de détection.
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Tableau F : Comparaison des résultats de la PCR Xpert SSTI pour différentes souches patient de SARM et
SCNMR (expérience n°3) avec un volume de 1 mL ou 100 uL.

SARM
1mL 2 SARM 10° 2 positifs 2 positifs
1mL 2 SARM 10* 2 positifs 2 positifs
1mL 2 SARM 10’ 2 positifs 2 positifs
1mL 2 SARM 10° 2 négatifs 2 négatifs
SCNMR
100 uL 2* SCNMR 10° 2 négatifs 2 négatifs
100 uL 2* SCNMR 10" 2 négatifs 2 négatifs
100 uL 1* SCNMR 10’ 1 négatif 1 négatif
SCNMS
3*SCNMS
100 L différent 10° 3 négatifs 3 négatifs

Commentaire : L’utilisation d’un volume de 1 mL permet & 10° UFC/mL, I'interprétation positive du géne spa
directement par le Sytéme Xpert. Sur ces 2 essais, la limite de détection n’a pas atteint 10° UFC/mL, méme
en rétinterprétant. Il est donc convenu, pour I’étude, d’utiliser un volume de 1 mL lorsque cela sera possible.
Concernant la spécificité du test, nous avons montré que pour différentes souches de SCNMR et MS, le test
ne détecte jamais la présence du géne spa. Ce test a donc une trés bonne spécificité quel que soit le nb

d’UFC/mL présent dans I’échantillon.

Résultats pour la détection des génes mecA et SCC

Tableau G : Comparaison des résultats de la PCR Xpert SSTI et BC pour différentes souches patient de SARM
et SAMS (expérience n°1) avec un volume de 100 uL.

SARM
100 pL 4* SARM 10* 4 positifs 4 positifs
100 pL 4* SARM 10° 1 positif (SSTI)/ 3 négatifs 3 positifs / 1 SCC+et mecA- (BC)
100 pL 4* SARM 10° 4 négatifs 4 négatifs
100 pL 4* SARM 10" 4 négatifs 4 négatifs
SAMS
100 pL 4* SAMS 10* 4 négatifs 4 négatifs
100 pL 4* SAMS 10° 4 négatifs 4 négatifs
100 pL 4* SAMS 10° 4 négatifs 4 négatifs
100 pL 4* SAMS 10" 4 négatifs 4 négatifs

* 3 séries de dilutions avec le coffret SSTI pour SARM et SAMS +1 série de dilution avec le coffret BC pour SARM et SAMS
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Tableau H : Comparaison des résultats de la PCR Xpert SSTI et BC pour différentes souches patient de SARM
et SAMS (expérience n°2) avec un volume de 100 uL.

SARM
100 uL 2* SARM 10° 2 positifs 2 positifs
100 uL 2* SARM 10° 2 positifs 2 positifs
100 pL 2* SARM 10"
100 uL 2* SARM 10’ 2 négatifs 2 négatifs
SAMS
100 pL 1* SAMS 10° 1 négatif
100 L 2* SAMS 10° 2 négatifs
100 pL 2* SAMS 10* 2 négatifs
100 uL 1* SAMS 10’ 1 négatif 1 négatif

* 1 série de dilutions avec le coffret SSTI pour SARM et SAMS + 1 série de dilution avec le coffret BC pour SARM et SAMS (pour
SAMS uniquement & 10° et 10* UFC/mL)

** || s’agit de la méme situation que le cas décrit au-dessus.

Commentaire : En regardant attentivement les courbes d’amplification et les Ct obtenus avec le test Xpert
SSTI et BC, nous améliorons les performances du test pour la détection des génes mecA et SCC (« présence
de la résistance a la méticilline ») et diminuons la limite de détection. Mais dans certains cas, seule la
cassette SCC est détectée. Pour la détection de SCC et de mecA chez des SAMS, nous avons conclu qu’il

s’agissait probablement d’une contamination, ou de signaux non spécifiques.

Tableau | : Comparaison des résultats de la PCR Xpert SSTI pour différentes souches patient de SARM et
SCNMR (expérience n°3) avec un volume de 1 mL ou de 100 pL.

SARM
1mL 2 SARM 10° 2 positifs 2 positifs
1mL 2 SARM 10" 2 positifs 2 positifs
1mL 2 SARM 10°
1mL 2 SARM 10° 2 négatifs 2 négatifs
SCNMR
100 pL 2* SCNMR 10° 2 négatifs
100 pL 2* SCNMR 10* 2 négatifs
100 pL 1* SCNMR 10° 1 négatif
SCNMS
3*SCNMS
100 uL différents 10° 3 négatifs 3 négatifs
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Tableau J : Comparaison des résultats de la PCR Xpert SSTI pour différentes souches patient de SCNMR
(expérience n°4) avec un volume de 100 pL.

SCNMR
100 uL 7 * SCNMR 10° 4 négatifs 4 positifs mecA+
100 uL 6* SCNMR 10" 4 négatifs 4 positifs mecA+
SCNMS
1mL ’ 4* SCNMS 10° 4 négatifs 4 négatifs

Commentaire : Lutilisation d’un volume de 1 mL permet d’abaisser la limite de détection ¢ 10° UFC/mL mais
pas a 10° UFC/mL. Il est donc convenu, pour I’étude, d’utiliser un volume de 1 mL lorsque cela sera possible.
Concernant la sensibilité du test, nous avons montré que pour différentes souches de SCNMR, le test est
capable de détecter la présence du gene mecA. Ce test a donc une trés bonne sensibilité pour la détection de

la résistance a la méticilline, a la fois pour les souches de S. aureus et de SCN.

Nous avons ensuite calculé les différences des Ct obtenues entre les 3 génes détectés (boite a moustache).
Nous avons considéré tous les cas ou les Ct étaient positifs méme en dehors du cut-off fixé par le systeme
Xpert. L'objectif était d’observer I'écart entre les Ct et de voir si un écart important pouvait nous aider dans

I'interprétation (une possible contamination en cas d’écart important).

Figure A : Ecart de Ct entre les différents génes détectés.

Ce graphique a été réalisé a partir des tests pour lesquels nous avions les 3 génes détectés positifs.
Le geéne mecA est sorti avant le géne spa 16 fois sur 18 et 17 fois sur 18 avant le gene SCC. Le géne spa est
toujours sorti avant SCC. La médiane pour les 3 différences de Ct est respectivement de 1,15, 0,4 et de 1,6.

Les maxima pour SCC-mecA et SCC-spa sont de 4,8 et de 5,2 et correspondent au méme cas ; SCC était sorti
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en dehors de son cut-off a 38,4. Au total dans 3 cas, nous avions un écart>2 Ct, dans les trois cas la cassette
SCC était autour du cutt-of (37, 37,2 et 38,4).

En conclusion, I'écart de détection entre spa et mecA permet de suspecter la présence d’un S. aureus
métiS et d’un SCN métiR en cas d’écart > 2 Ct. Le géne SCC semble toujours sortir plus tardivement que

les deux autres.

SENSIBILITE et SPECIFICITE DIAGNOSTIC
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable [] ; non applicable [] ( inclure plus de patients pour conclure)

Vrais positifs : 5 Sb 0,71
Faux positifs : 0 Sp 1,00
Vrais négatifs : 5 VPP 1,00
Faux négatifs : 2 VPN 0,71

Commentaires :

D’apres |'étude expérimentale :

- trés bonne spécificité (100 %) : absence de détection du gene spa pour toutes les souches de SCN testées
et absence de détection des genes mecA et SCC pour toutes les souches MS testées ;

- Pour l'instant (inclusion de 12 patients), la sensibilité semble insuffisante : 71%

- L'objectif était surtout d’avoir une VPN de 100% ce qui n’a pas été atteint a ce stade des inclusions.

Dans le tableau ci-dessus, pour le calcul de la sensibilité, spécificité, VPP et VPN, nous avons utilisé les
résultats obtenus pour les 12 patients inclus dans I’étude a la date du 09/03/2015. La culture est considérée
comme le « Gold Standard ». Tous les patients inclus ont une méningite clinique et/ou radiologique.

Dans ce cas, les non malades sont les patients dont la culture est négative a Staphylocoque (ou seulement
positive a SCNMS) mais pouvant étre positive a une autre bactérie et les malades sont les patients dont la
culture est positive a Staphylococcus aureus métiS ou métiR et Staphylocoque a coagulase négative métiR.
Ainsi, nous avons défini :

- Les vrai positifs (n=5) : Un patient avait une culture positive a S. epidermidis métiR de facon

abondante (>107) et aussi a Acinetobacter baumanii de facon peu abondante (Ct mecA : 26,2). Un patient
avait une culture positive 3 S. epidermidis métiR de facon abondante.(>107) (Ct mecA : 16,9). Un patient
avait une culture positive a S. aureus sensible a la méticilline (Ct spa : 25,1). Deux patients avaient une culture
positive a S. epidermidis métiR de fagcon moyennement abondante. (Ct mecA : 26,2, Ct mecA : 37,2)

- Les vrais négatifs (n=5) : 1 patient avait une culture positive a Bacillus simplex trés peu abondante

et les 4 autres patients avaient un LCR stérile.

- Les faux négatifs (n=2) : 1 patient avait une culture positive a S. haemolyticus métiR peu abondante

et Acinetobacter baumanii trés peu abondante. Un patient avait une culture a S. epidermidis métiR. Pour ce
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patient, la PCR mecA n’a pas pu étre réalisée sur le LCR de bactériologie (il n’y avait plus de prélévement)
mais sur le LCR de cytologie (a 100 pL et 200 pL). La PCR s’est révélé négative, toutefois la culture sur le LCR
de cytologie (réalisé en parallele de la PCR) était aussi négative. Cependant, le test de biologie moléculaire

Genotype MRSA (Hain LifeScience) a retrouvé un S. epidermidis métiR (bande faiblement positive).

Caractéristiques biochimiques des LCR des patients inclus dans I'étude

CELL INDEX Protéinorachie Lactates
valeur minimum 1,75 0,20 3,15
Q1 5,97 0,41 5,57
Médiane 1920,9 1,07 6,59
Q3 8472,45 3,32 8,76
valeur maximum 52408,14 10,70 16,60

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable [X ; non applicable []

Interférences | SSTI : Une inhibition du test MRSA/SA SSTI a été observée avec les substances suivantes : StaphA
(données +Septic (5 % m/v), hydrocortisone (5 % m/v) et désinfectant antibactérien pour les mains (5 %
fournisseur) | 1, /). (manuel fournisseur, rubrique « substances parasites »). La présence de sang n’affecte pas
les performances du test (manuel fournisseur).

BC : aucune interférence avec le sang (manuel fournisseur, rubrique « substances parasites »)
Conclusion Les LCR hémorragiques n’ont pas été inclus dans le poolage des LCR de la validation de méthode
pour éviter de fausser I'ensemble des résultats en cas d’interférence.

Tous les LCR ont été inclus dans I’étude, y compris les hématiques/hémorragiques.

Parmi les 5 LCR d’aspect hématiques (les 5 tests ont fonctionnés) :

- 3 étaient négatifs en culture (sauf 1 a Bacillus simplex) et en PCR

- 1 était positif en culture et PCR

- Parmi les 2 faux négatifs, aucun n’était hématique

- 1 était positif en culture et PCR mais était en erreur avec 1000 pL et a été retesté avec 500 pL

A noter aussi qu’un patient qui n’a pas pu étre inclus dans I’étude avait aussi un LCR en erreur et il était hématique. Il
ne restait pas assez de LCR pour refaire le test.

Ne pouvant exclure que la présence d’hématies est la cause des 2 tests en erreur, il sera proposé de refaire des tests

de surcharge sanguine, si I'étude expérimentale se poursuit.

CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parametres sensibles)
Applicable [] ; non applicable [X]

Inter échantillon pour les Ce test étant un test unitaire (1 cartouche / patient) et chague module étant

parametres sensibles indépendant, il a été défini qu’il n'y avait pas de risques de contamination inter
échantillons

Inter réactif si nécessaire Tous les réactifs sont embarqués dans la cartouche. Avant le début de la réaction

PCR, le systeme procede a un contréle de la sonde a la fois sur les cibles et sur le
SPC/IC pour vérifier la réhydratation des billes de réactifs et le remplissage du tube
de réaction. En cas de contamination inter-réactif, le test sera stoppé et un message
d’erreur sera rendu. (manuel d’utilisation).
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ROBUSTESSE (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable [X] ; non applicable [_]

Parameétres sensibles testés (t°, pH, position | Conserver les cartouches et les réactifs du test Xpert MRSA/SA SSTI et Xpert
sur un support, ...) MRSA/SA BC a une température comprise entre 2 et 28 °C.

Ne pas utiliser les réactifs ou les cartouches dont la date d’expiration est
dépassée. N’utiliser aucun réactif devenu trouble ou décoloré. (manuel

d’utilisation)
Stabilité des réactifs aprés ouverture, Ne pas ouvrir le couvercle de la cartouche avant d’étre prét a utiliser le test.
embarqués, ... Démarrer le test dans les 30 minutes suivant I'ouverture du couvercle de la

cartouche (manuel d’utilisation)

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable [] ; non applicable [X]

Opérateur évalué 1 Test unitaire
Opérateur évalué 2

Le test Xpert MRSA/SA SSTI (Cepheid) a montré de bonnes performances sur les LCR/LCD en
terme de répétabilité, reproductibilité, et spécificité analytique. La limite de détection a été
estimée a 10° UFC/mL avec 100 pL (en réinterprétant les courbes), probablement un peu plus
basse pour le géne spa. Un volume minimum de 100 pL est donc nécessaire. Dans le cas des
liquides de dérivation, il est possible d’utiliser 1 mL (en enlevant dans ce cas 1 mL du tampon)
pour augmenter la sensibilité.
Au total dans 3 cas, uniquement le géne spa et le géne SCC ont détecté autour du cut-off chez
des souches de SARM lors de la validation de méthode, dont un cas considéré comme une
contamination.l’écart entre les CT peut aider a l'interprétation de plusieurs souches dans
I’échantillon.
En conclusion, le test Xpert MRSA/SA SSTI :

- peut détecter spa chez les S. aureus; SCC et mecA chez les SARM et mecA chez les SCN
sur la matrice LCR /LCD .

- a une limite de détection de I'ordre de 10° UFC /mL.

- la sensibilité et la valeur prédictive négative semblent pour l'instant insuffisantes (mais
seulement 12 patients inclus)
La mise en culture des LCR/LCD reste indispensable afin de confirmer la présence de SA/SCN,
I'existence d’une résistance a la méticilline ; mais aussi pour obtenir un antibiogramme complet

et détecter d’autres pathogeénes.
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Annexe A : Souches utilisées pour la validation de méthode

Expériences 1 et 2

SARM : souche patient n°® molis : 4020 1649 (moxalactam: 15mm et céfoxitine: 15mm)

SAMS : Souche controle qualité CIP 7625 (ATCC 25923) (diameétre céfoxitine : 28-35 mm)

Expérience 3

3 SCN métiS : souches patients (ces 3 souches ont été diluées a 10° UFC/mL) :

- n°MOLIS : 4033-1230 : Staphylococcus capitis (moxalactam 30 mm et céfoxitine : 30 mm)

- n°MOLIS : 4034-4752 : Staphylococcus capitis (moxalactam 24 mm et céfoxitine : 21 mm)

- n°MOLIS : 4032-0517 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam 37 mm et céfoxitine 35 mm)

2 SCN métiR : souches patients (une a 10°, 10%, 10* UFC/mL et une 3 10°, 10* UFC/mL)

- n°MOLIS : 4028-5251 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 14 mm et céfoxitine : 14 mm)
- n°MOLIS : 4034-1375 : Staphylococcus haemolyticus (moxalactam : 7 mm et céfoxitine 7 mm)

2 SARM : souche patient (ces 2 souches ont été diluées a 105, 104, 103, 10? UFC/mL)

- n°MOLIS : 4032-1333(moxalactam : 15 mm et céfoxitine 12 mm)

- n°MOLIS : 4036-4126 (moxalactam : 20 mm et céfoxitine :17 mm)

Expérience 4

4 SCN métiS souches patients (ces 4 souches a été diluées 3 10° UFC/mL)

- n°MOLIS : 4344-1219 : Staphylococcus caprae (moxalactam : 31 mm et cefoxitine : 39 mm)

- n°MOLIS : 4344-4462 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 32 mm et céfoxitine : 36 mm)

- n°MOLIS : 4345-2560 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 31 mm et céfoxitine : 33 mm)

- n°MOLIS : 4345-3706 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 30 mm et céfoxitine : 36 mm)

13 SCN métiR souches patients (souches 1 a 7 : dilutions a 10’ / souches 8 4 13 : dilutions 3 10* UFC/mL)
1) n°MOLIS : 4344-1342 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 12 mm et céfoxitine : 23 mm)
2) n°MOLIS : 4344-1540 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 13 mm et céfoxitine : 25 mm)
3) n°MOLIS : 4344-1488 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 17 mm et céfoxitine : 22 mm)
4) n°MOLIS :4345-1619 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 15 mm et céfoxitine : 19 mm)

5) n°MOLIS : 4345-4724 : Staphylococcus epidermidis (oxacilline : 24 mm et céfoxitine : 23 mm)

6) n°MOLIS :4331-4554 1 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam/céfoxitine : R, & non précisé)
7) n°MOLIS :4331-4554 2 : Staphylococcus haemolyticus (moxalactam/céfoxitine : R, & non précisé)
8) n°MOLIS : 4346-1365 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 15 mm et céfoxitine : 20 mm)
9) n°MOLIS : 4345-1937 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 21 mm et céfoxitine : 26 mm
10) n°MOLIS : 4346-2188 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 13 mm et céfoxitine :17 mm)
11) n°MOLIS :4346-2297 : Staphylococcus hominis (moxalactam : 12 mm et céfoxitine :15 mm)

12) n°MOLIS :4347-1207 : Staphylococcus epidermidis (moxalactam : 20 mm et céfoxitine :22 mm)

13) n°MOLIS :4330-2178 :Staphylococcus epidermidis (moxalactam/céfoxitine : R, & non précisé)

100




Annexe B : Résultat des tests dans le systeme Xpert

Expérience 1

Dilution et test Résultat Technique Statut CT mecA | CT SCC CT spa
R102L1 S‘RSAE‘GNfﬁ?TlF Xpert MRSA-SA BC G3 Effectué 0 0 0
R103L1 gngGNfﬁ?T'F; Xpert MRSA-SA BC G3 | Effectué 0 0 0
R104L1 MRSA NEGATIF; Xpert MRSA-SA BC G3 | Effectué 36.4 35.5
R105L1 Xpert MRSA-SA BC G3 Effectué 31.7 32.8 31.4
10211 2":;2 GNAE'TGI?T'F‘ Xpert MRSA-SA BC G3 | Effectué
103L1 Z\R;AE,\GNAE'T??T'F‘ Xpert MRSA-SA BC G3 | Effectué
104L1 Z\R;AE,\GNAE'T??T'F‘ Xpert MRSA-SA BC G3 | Effectué
105L1 MRSA NEGATIF; Xpert MRSA-SA BC G3 | Effectué 30.2
LD POS 100 UL MRSA NEGATIF; Xpert MRSA-SA BC G3 | Effectué 16.1
LD POS 10 UL MRSA NEGATIF; Xpert MRSA-SA BC G3 | Effectué 21.3
LD POSITIF 100 UL | VIRSA NEGATIF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 16.7
R102L3 ZAAR;AE}GNA\ET(??T'F‘ Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 0 0 0
§§§2t14M15322 . SMAR;AE,\GNET??T'F; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 0 0 0
R104L3 MRSA NEGATIF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 36.1 36.5 35.7
R105L3 Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 31.6 32.7 31.3
R102L2 QAAR;AE}GNAET(??T'F; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 0 0 39.5
R103L2 ZAAR;AE}GNAET(??T'F; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 0 0 36.7
R104L2 MRSA NEGATIF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 33.6 38.4 33.2
R105L2 Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 30.7 31.9 30.1
R102L1 S'YA'\RSAE,\GNAETG;?T'F; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 0 0 0
R103L1 S'E/A'\RséGNAETG;?T'F; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 0 0 39.5
R104L1 Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 33.3 34.8 33.2
R105L1 Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 31.3 32.2 30.9
10212 'SV/LREQGNAEITG;?T'F; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué
10312 'SV/LREE GNAEITG:?T'F; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 39
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MRSA NEGATIF; ,
104L2 SA NEGATIF Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué
105L2 MRSA NEGATIF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 30
MRSA NEGATIF; ,
102L3 SA NEGATIF Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 39.3
MRSA NEGATIF; ,
103L3 SA NEGATIF Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 37
10413 MRSA NEGATIF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 35.5
MRSA NEGATIF;
105L3 > GATIF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 28.1
MRSA NEGATIF; ,
102L1 SA NEGATIF Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué
MRSA NEGATIF; ,
103L1 SA NEGATIF Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 39.9
MRSA NEGATIF; ,
104L1 SA NEGATIF Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 36.9
105L1 MRSANEGATIES | Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 29.9
Expérience 2
I : . cT
Dilution et test Résultat Technique Statut mecA CT scC CT spa
MRSA NEGATIF;
R103ED SA NEGATIF Xpert MRSA-SA BCG3 | Effectué 36.4
R104ED ERREUR Xpert MRSA-SA BCG3 | Interrompu
R105ED Xpert MRSA-SA BCG3 | Effectué 31.1 32.1 30.8
R106ED Xpert MRSA-SA BCG3 | Effectué 26.8 27.8 26.2
MRSA NEGATIF;
103ED SA NEGATIF Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué
MRSA NEGATIF;
104ED Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 33.7
MRSA NEGATIF;
105ED Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 29.6
MRSA NEGATIF;
106ED Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 36.5 26.1
MRSA NEGATIF;
R103ED SA NEGATIF Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué
R104ED Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 34.3 37 33.9
R106ED Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 26.1 27.4 25.8
R105ED Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 30.3 31.7 30.2
103ED PAS DE RESULTAT Xpert MRSA-SA BC G3 | Interrompu
MRSA NEGATIF;
104ED Xpert MRSA-SA BC G3 | Effectué 35.5 33.4
MRSA NEGATIF
105ED Xpert MRSA-SA BC G3 | Effectué 29.8
MRSA NEGATIF;
R104ED Xpert MRSA-SA BC G3 | Effectué 35.6 35
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Expérience 3

Dilution et test Résultat Technique Statut m(:: A CT scC CT spa
sbmr2 104 S/IAR;:‘ GNAEﬁ ?TIF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué
sbmr2105 Z'f;’; GN/fTGlsT'F; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 355
SBMR1 103 Z'f;’; GN/fTGlsT'F; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 36.4
SBMR1 104 gngGNfﬁ?ﬂF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 32.7
SBMR1 105 Z\RSIEGNAE'TG:?T'F; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 293
SBMS3 106 Z\R;AE,\GNAE'TGI?T'F‘ Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué
SBMS2 106 QAAR;?GNAEﬁFATlF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué
SBMS 106 2":;2 GNAE'T(T?T'F‘ Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué
1ML SARM1 102 QTIAR;?GNfﬁFATlF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué
1ML SARM1 103 MRSA NEGATIF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 36.6 36.3 34.7
1ML SARM1 104 Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 335 37.2 355
1ML SARM1 105 Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 29.1 30.4 28.6
1ML SARM2 102 SI\{IAR;?GN'ETG?TIF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué
1ML SARM2 103 Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 34.9 353 35.8
1ML SARM2 104 Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 31.2 32.1 30.4
1ML SARM1 105 Xpert MRSA-SA SSTI G3 | Effectué 27.1 28.6 27
Expérience 4
n°MOLIS Dilution et test Résultat Technique CT mecA| CTScC CT spa
43462297 SCNMR 104 100UL gR;?GNfﬁ?TlF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 33,2 0 0
43302178 SCNMR 104 100UL ?AR;?GNfﬁ?TlF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 33,4 0 0
43314554 2 SCNMR 105 100UL 2/IAR§,E\GN§TG|?TIF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 33,4 0 0
43314554 _1 SCNMR 105 100UL ?AR;?GNfﬁ?TlF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 30,6 0 0
43461365 SCNMR 104 100UL QAAR;?GNfﬁ?TlF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 34,6 0 0
43451937 SCNMR 104 100UL QAAR;?GNfﬁ?TlF Xpert MRSA-SA SSTI G3 36,1 0 0
43471207 SCNMR 104 100UL QAARSQGNfﬁ?TlF; Xpert MRSA-SA SSTI G3 32,8 0 0
43472188 SCNMR 104 100UL !\S/IES’\IAEgiﬁéTlF Xpert MRSA-SA SSTI G3 34,4 0 0
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MRSA NEGATIF;

43451488 | SCNMR 105 100UL | &0 ol Xpert MRSA-SA SSTI G3 29,3
43441347 | SCNMR 105 100UL Q’IARS‘E,\GNAE’T??T'F‘ Xpert MRSA-SA SSTI G3 29,6
43454724 | SCNMR 105 100UL Z\RS?GNAETGl?T'F‘ Xpert MRSA-SA SSTI G3 33,3
43241540 | SCNMR 105 100UL nngGNfﬁ?T'F‘ Xpert MRSA-SA SSTI G3 29,7
43451619 | SCNMR 105 100uL nRSQGNfﬁ?T'F‘ Xpert MRSA-SA SSTI G3 30,6
43450560 | SCNMS 105 1ML nngGNfﬁ?T'F‘ Xpert MRSA-SA SSTI G3 0
43453706 | SCNMS 105 1ML nRSQGNfﬁ?T'F‘ Xpert MRSA-SA SSTI G3 0
43441219 | SCNMS 105 1ML Z'f;’; GNfTGI?T'F‘ Xpert MRSA-SA SSTI G3 0
43444467 | SCNMS 105 1ML Z'f;’; GNfTGI?T'F‘ Xpert MRSA-SA SSTI G3 0
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5 DISCUSSION

5.1 EPIDEMIOLOGIE

‘ 5.1.1 LES MENINGITES

Les méningites nosocomiales sont des pathologies relativement fréquentes, en particulier en post-
chirurgical ou lorsque du matériel (dérivation) est présent. Dans notre série, au CHU de Toulouse, pour la
période 2008-2014, nous avons retrouvé une fréquence de 16,8% (ce qui est élevé par rapport aux données
de la littérature). Cependant, nous ne sommes pas allés recherchés les arguments cliniques, radiologiques
et biochimiques pour tous les patients pour lesquels un LCR positif avait été détecté. Ce nombre élevé
prend donc en compte les bactéries considérées comme des contaminants, en I'absence d’arguments pour
une méningite vraie.

L'épidémiologie des méningites nosocomiales en Neurochirurgie est variable dans la littérature selon
le type d’infection (méningite post-opératoire, post-traumatique, liée a une dérivation...). Ainsi,
S. epidermidis (70%) et S. aureus (10%) sont souvent considérées comme les bactéries principales
retrouvées dans les ventriculo-méningites liés a la DVE (2/3 des cas),'! puisqu’il s’agit de bactéries de la
flore cutanée. Dans notre étude, les Staphylocoques sont retrouvés dans environ la moitié des cas (SCN
44% et S .aureus 8%). De facon assez surprenante, S. aureus est peu fréquemment impliqué dans les
méningites nosocomiales (aucune souche en 2013). Ce nombre important d’infections a SCN est aussi
retrouvée par De Bels et al. dans les méningites nosocomiales post-chirurgicales de I'adulte, avec une
fréquence variable selon la présence (41,5%) ou non de matériel (64,6%). Le pourcentage encore plus élevé
de S. epidermidis dans I'étude de Beer et al.'* (et sans aucune autre espéce de SCN) est probablement di
au fait que seules les vraies méningites et uniquement celles liées a la DVE ont été prises en compte. Dans
notre étude, tous les types de méningites ont été intégrés, sans renseignement sur leur nature et sur la
présence ou non de matériel. De plus, comme souligné en préambule, il est probable que certains SCN
soient des contaminations (nous avons vu que c’était le cas pour certains des SCN ayant poussé aprés 72h).
Un argument de plus en faveur de ce « caractere de contaminant » est le fait que 14,8% des SCN ont été
rendus sans indication de I'espece (ce qui est le cas quand il s’agit d’'une probable contamination). En
regardant plus attentivement parmi les bactéries dont le temps de pousse était supérieur a 72h, I'espece
S. epidermidis n’était retrouvée qu’une fois, alors qu’au tota,l elle représente plus de 57% des SCN
découverts. Cela pourrait suggérer que les autres especes de SCN, largement minoritaires, sont peut étre
a considérer comme des contaminants, tout au moins lorsque le temps de pousse est supérieur a 72h.

En ce qui concerne les infections a bacilles a Gram négatif, les plus communément retrouvés sont les
Entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et parfois Acinetobacter spp (augmentation des cas d’infections
a Acinetobacter spp. en 2014, conséquence d’une épidémie durant I’'été 2014). Dans littérature, quand il
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s’agit de méningites ou infections liées a la DVE, les bacilles a Gram négatif sont peu fréquents (entre 0 et
10%).">%® || est intéressant de noter, toutefois, que chez nos 17 patients atteints de méningites a
Entérobactéries, 13 avaient une DVE au moment de leur infection et ceux dont la DVE a été mise en
culture, cette culture était aussi positive. Toutes les cultures de bacilles a Gram négatif ont poussé en moins
de 72h. Cela nous permet de proposer, en cas de culture stérile a 72h, une reconsidération de
I'antibiothérapie probabiliste sur des arguments autres que bactériologiques.

De facon intéressante, parmi les autres germes retrouvés, nous avons obtenu 11% de prélévements
positifs a de P. acnes. P. acnes est connu comme bactérie commensale de la flore cutanée, vivant au niveau
des glandes sébacées, plutot au niveau du tiers supérieur du corps. C’est un pathogéne opportuniste bien
connu pour sa capacité a coloniser les matériels implantés (cathéter, prothése, dérivation) et a y former un
biofilm. Cependant, étant un commensal de la flore cutanée, il est souvent difficile de différencier
colonisation, contamination ou véritable infection. En regardant plus attentivement les cas d’isolement de
P. acnes, nous avons constaté que cela correspond en réalité a 2,7% des cas en considérant uniquement les
6 cas vrais d’infections. (Un quart des isolements seulement correspondait a une vrai infection) Cette valeur
est bien inférieure 3 14,6%., valeur retrouvée par Thompson et Albright®® pour les infections de dérivations
du LCR par P.acnes. Ces infections sont peut étre sous diagnostiquées dans certaines études car la culture
est difficile et doit &tre observée jusque 14 jours® (ce qui est fait actuellement dans notre laboratoire).
Korinek et al. ont retrouvé 4 infections sur 81 a P. acnes en post craniotomie, soit 4,9% ce qui est plus
proche de notre résultat (le contexte de I'étude était aussi plus proche du nétre). Ainsi, pour P. acnes,
comme pour la plupart des SCN, il est important de prendre en compte I’ensemble des arguments pour
conclure au diagnostic de méningites, ces bactéries pouvant étre de simples contaminants.

Un des objectifs de notre étude était d’avoir une idée du pourcentage de souches résistantes
nécessitant le recours a des antibiotiques de seconde ligne tels que le méropéneme, la vancomycine ou le
linézolide. Ainsi, pour les staphylocoques, nous avons montré que la majorité des souches de S. aureus
étaient sensibles a la méticilline et a la foscomycine. Concernant les SCN, plus de la moitié des souches sont
méti-R et presque 40% sont résistantes a la fosfomycine. (mais seulement 16% des S. epidermidis) Cela a un
impact direct sur I'antibiothérapie probabiliste, rendant inefficace la bi-thérapie céfotaxime-fosfomycine.
Concernant la résistance a la vancomycine, de fagon attendue, 44,8% des SCN ont une CMI > 2 mg/L
(essentiellement des S. epidermidis) et ces souches sont aussi métiR. Cela peut expliquer le recours au
linézolide dans certains cas. Concernant la résistance des Entérobactéries dans les méningites, la moitié des
souches d’Enterobacter exprimaient une céphalosporinase déréprimée; une seule souche de K.
pneumoniae était porteuse d’une BLSE. Ainsi, étant donné le faible nombre de patients atteints de
méningites nosocomiales a Entérobactéries (2,1%), le recours au méropénéme en systématique pour

I'antibiothérapie probabiliste n’apparait pas justifiée. Nous discuterons plus loin, avec I'étude des 17
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patients, des différentes propositions d’antibiothérapie probabiliste, en fonction du contexte et des
antibiothérapies préalables.

De fagon globale, les bactéries responsables de méningites nosocomiales sont peu résistantes aux
antibiotiques. ( en dehors des SCN résistants a la méticilline)

Concernant les caracteres biochimiques, les résultats du CELL INDEX sont trés variables pour les
patients de notre étude. Ce CELL INDEX, selon Pfausler et al. permet de faire un diagnostic précoce de
ventriculite en cas de drainage ventriculaire externe. Ici, nous avons calculé le CELL INDEX uniquement pour
les cultures positives, ce qui explique les valeurs trés élevées (>3000). Le diagnostic est normalement porté
sur la cinétique de cet index et non sur une valeur brute. L'augmentation de ce rapport, grace a des
prélevements quotidiens, permettrait de prédire une infection de DVE jusqu’a 3 jours avant I'apparition des
bactéries. Dans plusieurs études, la premiéere valeur du CELL INDEX considérée comme pathologique est au
alentour de 5.'*°® Les valeurs de ce CELL INDEX ne sont pas différentes, dans notre série, en fonction de la
bactérie responsable de la méningite (absence de différence significative) ; a part pour P. acnes pour lequel
la valeur est nettement plus faible (27,1 vs. >3000). Cela pourrait s’expliquer par le réle important de
contaminant de cette bactérie. Dans I'étude prospective de Weisfelt et al., sur 50 cas de méningites
bactériennes nosocomiales chez I’adulte, la médiane des protéines du LCR et du ratio glycorachie/glycémie
était respectivement de 2,5 (1,0-3,6) et de 0,29 (0,06-0,48) contre 2,35 (0,53-2,39) et 0,48 (0,32-0,66) dans
notre étude. Le calul du CELL INDEX n’était pas réalisé dans cette étude mais le compte des leucocytes (par
mm?) avait une médiane de 4580 (1438-12150) avec 48% des prélévements se situant entre 1 000 et
10 000. La protéinorachie (plus élevée : >4 vs 1-2), la glycorachie (trés faible : <0,1) et les lactates (trés
élevés : >10) dans les méningites a Entérobactéries (et a un moindre degré, a bacilles a Gram négatif non
fermentants) pourrait aider a nous orienter vers cette étiologie avant méme le résultat de la culture.
Cependant, notre série étant tres petite, cette observation nécessite d’étre confirmée sur un nombre plus
important de patients. Ainsi, les dosages du lactate, des protéines et le rapport glycorachie/glycémie
présente un réel intéret. Pour les SCN et P. acnes, ces dosages sont moins altérés mais pourraient aider a
I'interprétation pour déterminer si il s’agit bien d’'une véritable infection. Ainsi, parmi les 6 cas d’infections
vraies a P. acnes, pour 3, le dosage des lactates était supérieur au seuil de 3,9 mmol/L. Pour cette bactérie,
il est reconnu que les infections de dérivation sont généralement peu parlantes et avec une CRP sérique
normale. Les patients présentent une faible numération leucocytaire initiale, un pic elevé du pourcentage
d’éosinophile, et des valeurs de glycorachie et protéinorachie relativement normales. Dans notre étude, les
patients avaient un CELL INDEX plus faible qu’avec les autres bactéries, aucun n’avait une éosinophilie, et la
protéinorachie et le rapport glycorachie/glycémie étaient effectivement peu modifiés. Ainsi, la culture
reste I'outil indispensable pour le diagnostic d’infections liée 3 une dérivation.' Six prélévements sur 15
ont été considérés comme méningites,29 contre 6 préléevements sur 25 dans notre étude ; P.acnes voit donc

son role confirmé, en tant que pathogéne et aussi en tant que contaminant.
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5.1.2 LES ABCES CEREBRAUX

27% des abceés cérébraux ont une culture mixte et 31% sont stériles avec des résultats similaires
dans la littérature, respectivement de 14 a 29% (37% en métagénomique) et 9 a 63%.*% 8490102 |
semblerait que les abcés cérébraux nosocomiaux (post-chirurgicaux) soient plus souvent associés aux

Entérobactéries.***' ™

. Dans notre série, les Entérobactéries sont autant présentes dans les infections
plurimicrobiennes que monorimicrobiennes. La série de Nathoo et al. (la plus importante reportée), a
pourtant montré que pour la majorité des patients de Neurochirurgie, une seule bactérie était isolée, le
plus souvent un bacille a Gram négatif. Les espéces les plus communément retrouvées sont E. cloacae, E.
aerogenes, E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae. Proteus mirabilis serait I'Entérobactérie la plus
communément isolée des infections otogéniques.*” Ce sont les bactéries que nous avons aussi retrouvé.

42192 mais aussi S. epidermidis, et Pseudomonas spp. ** (et

Parmi les autres bactéries, on retrouve S. aureus
éventuellement Streptococcus spp. et A. baumannii selon I'épidémiologie locale.*® Les bactéries pathogenes
dans les abces post-neurochirurgicaux sont reconnues pour étre souvent des germes habitant
habituellement dans le nasopharynx et le canal auditif externe.”” Les streptocoques CIA ont une place
majoritaire puisque présents dans environ 1/3 des cas dans notre étude, proportion équivalente a celle

7 o 102, 1
retrouvée dans 2 autres séries.'%>'%

Ils étaient présents dans un tiers des cas des infections
monomicrobiennes et 6% des plurimicrobiennes. Il est possible que la différence importante entre les deux
soit due a I'absence de croissance de certaines bactéries anaérobies ou autres germes a croissance difficile
dans les infections appelées de ce fait « monomicrobienne ». Dans la littérature, les Streptococcus du
groupe milleri sont retrouvés prédominants chez les patients avec une sinusite paranasale. ¥ Masalma et
al. retrouvent également plus souvent I'espéce S. intermedius (8 en culture, 11 en PCR) contre 2 S.
constellatus et aucun S. anginosus. De plus, ils ont associé S. intermedius (ainsi que Peptostreptococcus
spp ;, Fusobacterium spp ;, et 39% de bactéries non cultivables) dans un groupe ou la plupart des patients
ont souffert d’infections dentaires ou de sinusites et ont une infection plurimocrobienne. En analyse
univariée, Masalma et al. ont trouvé une association entres les infections plurimicrobiennes et les bactéries
suivantes : Streptococcus spp., Prevotella spp., Peptostreptococcus spp., Staphylococcus spp.,
Campylobacter spp., Fusobacterium spp., Porphyromonas spp., d’autres anaérobies, Mycoplasma faucium,
et d’autres bactéries non cultivables (P<0,02 pour tous les microorganismes). Dans notre série, nous avons
également trouvé 1/3 des infections plurimicrobiennes positives a anaérobies (Peptostreptococcus spp.,
Fusobacterium spp., et actinomyces spp.). Masalma et al. Retrouvent, avec une méthode de séquencage
multiple : Mycoplasma spp. dans 25% des cas et dans 4 cas sur 5 il faisait partie de la flore mixte de I'abces
et n’était pas détecté en séquencage direct; en culture nous n’avons jamais retrouvé ce pathogéne (mais
nous ne mettons pas en culture les prélevements d’abcés cérébraux sur les milieux spécifiques nécessaires

a la croissance des Mycoplasmes).
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Les différences retrouvées dans I'épidémiologie entre les différentes études, et notre propre série,
peuvent probablement s’expliquer par le fait que la proportion d’abcés classés par origine est différente
selon les études, et que nous avons vu que les germes retrouvés sont différents selon le type d’abces,
comme montré par Mathisen et al.*?

Par comparaison aux méningites nosocomiales, les staphylocoques a coagulase négative n’ont pas
une place trés importante dans les abcés (nous avons retrouvé environ 4% de S. epidermidis comme

1.**)) sauf en cas d’infections mixtes, surtout post chirurgicales.*” *® Nous avons aussi retrouvé

Brouwer et a
15% de P. acnes. Masalma et al. ont rapporté 4 cas sur 51 patients (7,8%) en culture monomicrobienne (et
1 patient uniquement en biologie moléculaire en plurimicrobien)*® et Korinek et al. retrouvent P. acnes
\ \ A . 6
dans 1/3 des abcés-empyémes en post craniotomie.
En conclusion, les bactéries retrouvées dans les abcés cérébraux sont différentes de celles
retrouvées dans les méningites nosocomiales. La part des infections a bactéries anaérobies, a

Streptococcus du groupe milleri, mais aussi a Entérobactéries (en particulier dans les abcés post-

chirurgicaux) est beaucoup plus importante.

5.1.3 RESISTANCES RETROUVEES

5.1.3.1 CHEZ LES STAPHYLOCOQUES

Peu d’études ont détaillé les résistances retrouvées parmi I’'ensemble de ces germes, ce qui permet
pourtant de justifier le choix de I'antibiothérapie probabiliste dans I'unité de Neurochirurgie. Dans une
étude de Korinek et al., étudiant I'influence de I'antibioprophylaxie ; les bactéries retrouvées responsables
de méningites sont surtout des germes non issus de la flore cutanée pour les patients ayant recu des
antibiotiques en prophylaxie et des germes cutanés chez les patients sans antibioprophylaxie. Le taux de
mortalité est plus important dans les méningites causées par des germes non cutanés que dans celles liées
aux microorganismes cutanés.'® Labsence de données sur la résistance dans la littérature nous a poussé 3
explorer cette donnée, afin d’avoir une idée plus précise de I'épidémiologie locale, au CHU de Toulouse.

Approximativement 70% des souches de S. epidermidis isolées dans I’environnement hospitalier ont
acquis une résistance a la méticilline et la majorité d’entre elles sont aussi résistantes aux autres classes
d'antibiotiques.99 Dans notre étude, nous retrouvons sensiblement les mémes résultats avec une résistance
a la méticilline a 66% chez S. epidermidis. Par contre, la résistance de S. aureus a la méticilline est passée
de 24,5% en 2008 a 17,1% en 2013 selon I'InVS (elle était de 25,4% en chirurgie et 31,8% en réanimation en
2012). Dans notre étude, peu de souches de S. aureus ont été isolées dans les LCR/LCD, ce qui rend difficile
I’estimation de la résistance. Cependant, nous avons un taux de résistance a la méticilline légerement plus

faible avec une moyenne de 14,8% de SAMR sur les 7 années consécutives et sur I'ensemble des

prélevements de neurochirurgie. Korinek et al., dans I'étude des méningites nosocomiales apres
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craniotomie constatent une prévalence moins importante de 9,47% (avec 27,27% des staphylocoques
résistants a la méticilline)?. Cette différence peut &tre due au fait que dans leur étude, la proportion totale
des Staphylocoques est de 38,37% (contre 52% dans ce recueil).

Les résistances de S. aureus a la fosfomycine sont connues pour étre faibles (<10% des souches).
Entre 2002 et 2004 au CHU Henri Mondor, sur 3589 souches de S. aureus, 1,7% étaient résistantes, (4,7%
pour les SARM contre 0,4% pour les SAMS).? Dans notre étude, une seule souche de S. aureus (il s’agissait
d’un SARM) était résistante a la fosfomycine parmi celles responsables de méningites, et aucune parmi
celles trouvées dans les prélevements d’abcés d’empyémes et de pus autres, soit au total moins de 1%.
La résistance de S. epidermidis a la fosfomycine est de 15% dans notre étude. Pour la résistance a la
fosfomycine des SCN autres que S.epidermidis, les données retrouvés sont semblables a celles de la
littérature, avec une résistance constante pour I'espéce S. capitis mais aussi S. warneri et S. hominis et trés
fréquente pour S. haemolyticus. En pratique, cette résistance peut ainsi étre utile comme aide a
I'identification. La détermination de I’activité in vitro de la fosfomycine est connue pour étre délicate du fait
de lI'influence de nombreux facteurs extrinseques et des conditions du test (antagonisée par la présence de
glucose de phosphates ou de NaCl mais augmentée en cas de diminution du pH, de présence de sang
humain ou d’addition de G6P). Ainsi, la concentration en G6P du milieu Mueller-Hinton (utilisé par la
réalisation de I'antibiogramme) a été standardisée a 25 mg/L pour permettre une meilleure estimation d
I'activité de I'antibiotique. En France, les concentrations critiques recommandées en 2014 sont toujours de
32 mg/L selon le CA-SFM 2014 et les diamétres restent a établir. Enfin, il est essentiel de rappeler que la
résistance doit étre homogene : la présence de micro-colonies dans la zone d’inhibition ne doit pas étre

prise en compte lors de I'interprétation (mutants sélectionnées in vitro).

5.1.3.2 CHEZ LES BACILLES A GRAM NEGATIF

Dans I’étude BMR Raisin de 2012, le nombre de cas incidents d’Entérobactéries BLSE était de 10778,
dont 36% en médecine, 20% en chirurgie, 12% en réanimation. La proportion d’EBLSE était de 70% dans les
urines, de 8% dans les hémocultures et de 5% dans les séreuses et les pus profonds. En 2012, E. coli était de
loin la 1% espéce isolée parmi les EBLSE (59,2%) devant K. pneumoniae (20,2%). Dans notre étude, pour
K. pneumoniae, 4 souches sur 10 (pus profonds autres+tméningites+empyemes+abces cérébraux) étaient
BLSE (soit 40% des souches), aucune n’était résistante aux carbapénémes. La résistance de E. coli aux C3G
est plus faible : nous avons retrouvé seulement 1 souche sur 26 BLSE (soit 3,8%) et aucune résistance aux
carbapénémes. Peu de données sont présentes dans la littérature concernant la fréquence et I'impact des
bactéries productrices de céphalosporinases déréprimées (CEPD) (Entérobactéries du groupe 3) ou de
céphalosporinases plasmidiques (Entérobactéries du groupe 1 ou 2). Dans notre étude, la moitié des

enterobacter avaient une cephalosporinase, dont deux qui étaient sauvages au départ. Ces souches sont a

prendre en compte pour la mise en place d’une antibiothérapie probabiliste, les C3G n’étant plus actives.
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Selon I'InVS, sur I'année 2013, la résistance au P. aeruginosa a la ceftazidime (CMI>8 mg/L) est de
11,2%.*° Aucune souche résistante a la ceftazidime n’a été obtenue dans notre étude. L'imperméabilité a
I'imipénéme touche environ 20 % des souches cliniques de P. aeruginosa isolées en France et s’explique le
plus souvent (>90%) par une simple altération de la porine OprD, la voie de passage spécifique des

carbapénémes a travers la membrane externe.'®

Dans notre étude, ces 2 types de résistance ont été
observées seulement pour une souche sur 13 (environ 7,7%). La résistance ticarcilline/ticarcilline-acide
clavulanique/aztréonam, qui correspond a une surexpression de la pompe d’efflux MexAB-OprM est

191 pans notre étude, nous la retrouvons chez 8 souches sur 13

retrouvée chez 17 a 23% des souches isolées.
(61,5%, voir 11 sur 13 si on considére aussi les souches intermédiaires a I’aztréonam).

En ce qui concerne les abceés, seulement 4 souches (3 patients) étaient des BMR avec 2 SARM, 1 BLSE
et 1 Enterobacter cloacae résistant aux C3G par une CEPD (sur 75 prélévements). Pour ces 3 patients, il
s’agissait d’abceés post-opératoire (craniectomie). Trois autres patients avaient une souche de S. epidermidis
résistant a la méticilline. Aucun Staphylocoque n’était résistant a la vancomycine. L'étude de Yang et al. sur
les abcés post-chirurgicaux nosocomiaux retrouve peu de souches multirésistantes ; 4 souches sur 31 (13%)
avec 2 Enterobacter cloacae résistant aux C3G et céfépime, 1 SARM et 1 S.epidermidis résistant a la
méticilline.

En conclusion, la proportion des BMR (SARM, EBLSE, CEPD, P. aeruginosa résistant a la

ceftazidime...) est faible (<6%), que ce soit dans les méningites nosocomiales ou les abcés cérébraux.

5.2 TRAITEMENT PROBABILISTE DES MENINGITES A ENTEROBACTERIES

Au vu de ces résultats, il semble qu’en cas de culture positive a Enterobactéries avec une
céphalosporinase hyperproduite (ou de BLSE) un traitement en relais par méropénéme soit le plus
adapté. L'intérét du méropéneme est qu’il couvre I'ensemble des bacilles a Gram négatif (sauf des souches
productrices de carbapénemase chez les Enterobactéries et avec imperméabilité pour Pseudomonas).
Toutefois, il a été montré qu’il existait une hétérorésistance au méropénéme, notamment sur des souches
d’Acinetobacter spp. et que son utilisation pouvait sélectionner des souches de haute résistance. Dans le
cas d’un LCR positif a Acinetobacter spp., le laboratoire doit réaliser des CMI a la fois a I'imipénéme et au
méropénéme (cela a été mis en place au laboratoire). ***

En ce qui concerne le céfépime, sa sensibilité in vitro est bien reconnue. Quelques études

récentes®>1%

montrent une efficacité clinique non inférieure auux carbapénémes. Dans ces études il s’agit
certes d’infections invasives mais autres que méningées. Dans la deuxieme étude, il s’agit d’Entérobactéries
du groupe 3 uniquement hyperproductrices de céphalosporinase avec en conclusion une utilisation
possible du céfépime dans les infections invasives en particulier quand le contrdle de la porte d’entrée est
obtenu. Ainsi, le céfépime pourrait étre une alternative aux carbapénémes dans les infections a

Entérobactéries productrices de CEPD ou de céphalosporinase plasmidique.
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Toutefois la question posée est de savoir si nous devons utiliser ces antibiotiques en probabiliste
(dés le départ) dans ces infections, pour notamment couvrir les entérobactéries hyperproductrices de
céphalosporinase. Nous avons vu plus haut que seulement 2% des patients prélevés suspectés de
méningites étaient infectés a Enterobactéries avec qu’une seule souche BLSE. Par contre la moitié des
souches retrouvées étaient des Enterobacter et environ une souche sur 2 exprimait une CEPD. De plus,
nous avons vu que toutes les cultures étaient positives en 12-24h (sauf pour les préléevements faits sous
antibiothérapie). L'utilisation d’une nouvelle technique au laboratoire, la spectrométrie de masse permet
maintenant une identification des bactéries dans la journée. Donc en pratique, une identification peut étre
rendue le jour méme de la positivité de la culture. Ainsi, le céfotaxime pourrait étre maintenu en
antibiothérapie probabiliste ; gardé ensuite en cas d’Entérobactéries autres que du groupe 3 (le plus
souvent E. coli, Proteus ou Klebsiella), et un switch par méropénéme ou céfépime proposé en cas
d’Entérobactérie du groupe 3 (ou de bacilles a Gram négatif non fermentants). Au total, en 24h, une
identification peut étre rendue puis en 48 h, une identification + un antibiogramme peuvent étre rendus et
en 72h si présence d’une bactérie BLSE ou CEPD (tests phénotypiques de confirmation) ; cela permet une
réadaptation rapide du traitement antibiotique si nécessaire. Ainsi, le céfotaxime pourrait étre arrété en
24-48 h et le traitement réadapté.

Par ailleurs, au vu de nos résultats, si une antériorité récente d’infection ou de colonisation a
Enterobacter dans les prélevements respiratoires (et/ou les urines ?) est connue ou si un traitement par
céfotaxime ou piperacilline-tazobactam a été administré dans le mois précédent, un traitement

probabiliste par méropénéme au lieu de cefotaxime est justifié.

Pour les méningites nosocomiales a Staphylocoques, nous avons constaté que peu de souches
étaient résistantes a la fosfomycine (16% chez S. epidermidis et ;1/17 pour S.aureus) et parmi les . En
conséquence, le recours a la vancomycine ou au linézolide en antibiothérapie probabiliste ne semble pas
justifié. Comme pour les bacilles a Gram négatif, la majorité des souches responsables de méningites
poussent en 24-48 h, ce qui permet une adaptation rapide de I’antibiothérapie initiale en cas de

détection de résistances.
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Au final, le protocole suivant peut étre proposé :

Traitement des méningites nosocomiales en Neurochirurgie :

1°" intention : céfotaxime + fosfomycine

2°™ intention : méropéneme si antériorité récente d’infection a Enterobacter (ou autre Entérobactérie
du groupe 3) ou si traitement par C3G ou pipéracilline-tazobactam dans le mois précédent

Réévaluation a 24h (le lendemain de la date de la réalisation du prélévement) :

- Si Entérobactéries du groupe 3 : remplacer par méropénéme (ou céfépime). Il parait risquer de
laisser le céfotaxime méme si la souche d’Enterobacter est de phénotype sauvage car il existe un risque
de sélectionner un Enterobacter avec céphalosporinase déréprimée.

- Si Entérobactéries du groupe 1 ou 2: laisser le céfotaxime (risque trés faible de BLSE ou de
céphalosporinase plasmidique)

Réévaluation a 48h :
- Si suspicion d’Entérobactéries BLSE ou confirmation d’une Enterobactérie du groupe 3 si non fait

en 24h : remplacer céfotaxime par méropénéme.

- Quelle que soit la bactérie : adaptation a I'antibiogramme.

Dans |'étude de Beer et al.,, un algorithme pour le management des patients suspectés de
ventriculite-méningite est proposé'! (Figure 37). Le management prend en compte le changement ou non
du cathéter, le type et la voie d’administration de I’antibiothérapie, basée sur le type de microorganismes
suspectés et le profil de résistance et sur la durée de l'antibiothérapie. Dans la plupart des cas, le
traitement est poursuivi pendant 15 jours mais quelques experts conseillent de réduire & 5-7 jours.™* Selon
leur expérience, le retrait ou le maintien du matériel est largement dépendant du type de
microorganismes. Dans le cas de méningite causée par des bactéries a Gram négatif, le retrait et la
réinsertion du cathéter de DVE associés a une antibiothérapie large spectre appropriée pendant 1 a 2
semaines sont largement recommandés depuis qu’il a été montré que les infections sur cathéters liées aux

bacilles a Gram négatif étaient associées a une fréquence élevée de rechute si le cathéter était maintenu.
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Patient fébrile avec

DVE

}

- examen direct avec Gram sur

- calcul du cell index

Examens a réaliser :

- ponction de LCR et hémocultures

LCR + culture

}

LCR purrulent ?

NON

l

l

Gram : CG+ (probablement
Staphylocoques)

NON
Eliminer une Augmentation du cell
contamination ou une index >5 ou DVE depuis >3]

colonisation

Traitement immédiat avec des antibiotiques
a large spectre : C3G + rifampicine ou
fosfomycine
Si risque de MRSA ou BLSE : vancomycine +
C4G ou méropénéme (selon la prévalence

locale des BLSE)

A

Antibiothérapie proposée :

Prendre en considération la nécessité de
changer la DVE

- flucloxacillin + rifampicine ou fosfomycine

Y

Si prévalence importance de MRSE ou MRSA :

- vancomycine en intrathécal (si hémocultures négatives)

Si LCR positif : adapter I'antibiothérapie en
fonction de I'antibiogramme

- vancomycine en IV (si hémocultures positives)

A 4

Alternatives :

Se poser la question de I'ajout d’aminosides
en IV si culture positive répétée du LCR a

- linézolide en IV (en particulier chez les patients
insuffisants rénaux)
Si suspicion d’infection polymicrobienne : ajout C3G ou

C4G ou méropéneme

A 4

Remplacement de la DVE chez les patients ne répondant
pas au traitement antibiotique

Si LCR positif : adapter I'antibiothérapie en fonction de
I’antibiogramme

Figure 37 : Algorithme décisionnel pour la

prise en charge des méningites sur DVE

avec plus de >300 éléments/mm3 ,
glycorachie/glycémie <0,4 et lactates >2,1mmol/L)

(adapté de Beer et al)**
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Enfin, en cas d’échec du traitement ou de bactéries multirésistantes, certains auteurs proposent de tester
la synergie de deux antibiotiques en utilisant une technique simple, celle de la bandelette E-test avec |'aide
de l'index fractionné de concentration inhibitrice (FICI). Sa formule est la suivante : (CMI de la fosfomycine
en combinaison/CMI de la fosfomycine seule) + (CMI de I’autre antibiotique en combinaison/CMI de I'autre
antibiotique seul). Une synergie est obtenue pour un FICI< ou = a 0,5, indifférence si FICI compris entre 0,5

197 pour déterminer la CMI de I'antibiotique en combinaison, il faut croiser a

et 4 et antagonisme si FICI>4.
90 degrés, la bande E-test des 2 antibiotiques a tester au niveau de leur CMI prédéterminée pour chacun
des isolats étudiés sur une gélose Muller Hinton, puis incuber 18H a 35 degré. La CMI de chaque
antibiotique en association est interprétée comme la valeur a laquelle la zone d’inhibition intersecte la

bande E test (Figure 38).

High concentration

A

High concentration - /

MIC of B alone

Low concentration

MIC of A alone
MIC of Aand B

in combination

Low concentration

Figure 38 : Diagramme de placement des bandes pour la méthode de synergie par E test °
Cette technique de synergie est peut étre peu précise mais elle peut étre cliniquement pertinente et facile
a réaliser dans un laboratoire de Microbiologie mais des études supplémentaires devraient étre réalisées

pour affiner cette méthodologie. >'®

Pour finir, quand faut-il considérer que la méningite est aseptique ? Les résultats de nos délais de

pousse des différentes bactéries vont dans le sens d’un arrét possible de I'antibiothérapie au bout de
72h, ce qui correspondrait a une méningite aseptique (la majorité des bactéries poussant au-dela de ce
délai étant généralement des contaminants, a I'exception peut-étre de P. acnes). Zarrouck et al.** ont
montré, qu’on pouvait réduire la durée de I'antibiothérapie de 16 a 7 jours pour les patients avec une
forme de méningite post-opératoire et de 11 a 3,5 jours pour les patients avec une méningite aseptique.
En effet toutes les méningites aseptiques ont été guérit et le niveau de complication était tres faible que la

durée de traitement soit de 11 jours ou de 3,5 jours.
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5.3 PCR SARM/SA XPERT

5.3.1SENSIBILITE / SPECIFICITE

Nous I’'avons vu dans notre étude épidémiologique, et dans la littérature, la plupart des bactéries des
meéningites nosocomiales ou des infections sur DVE sont de cultures faciles, la biologie moléculaire a un
intérét dans ce cas pour les patients sous antibiothérapie®® et/ou pour détecter une résistance rapidement.

Dans le but d’effectuer un diagnostic rapide microbiologique sur les LCR en Neurochirurgie, une
technique de biologie moléculaire spécifique automatisée, le systéme Xpert MRSA/SA SSTI (CEPHEID) a été
proposé et évalué dans cette étude. En effet, nous I'avons vu dans la partie bibliographique, en ce qui
concerne la PCR ciblant I’ARN 16S, sa réalisation prend beaucoup de temps au niveau analytique ce qui le
rend impraticable au quotidien pour un diagnostic rapide et lorsqu’elle est positive, elle est parfois
d’interprétation difficile. De plus, bien que cette technique puisse détecter toute bactérie (peu utile pour
les méningites nosocomiales) sa sensibilité et spécificité sont plus faibles qu’'une PCR spécifique et ne
permet pas de détecter la résistance aux antibiotiques. Ainsi, la technique Xpert MRSA/SA SSTI peut
présenter de nombreux avantages (rapidité, sensibilité, spécificité, facilité d’utilisation) dans ce contexte
particulier. Cette technique n’avait cependant jamais été validée sur les LCR/LCD et n’était validée que pour
la détection de la résistance a la méticilline chez S. aureus ; c’est ce que nous avons souhaité réaliser dans
un 1% temps dans ce travail.

Quelques données ont pu étre collectées dans la littérature. Ainsi, une utilisation hors marquage CE
du systeme Xpert ABG (Cepheid, US) basée sur une procédure modifiée, par la collecte de LCR avec un
écouvillon stérile, puis en placant ce dernier dans la cartouche, a permis le diagnostic d’'une méningite
néonatale a Streptococcus agalactiae a début tardif (les hémocultures et la culture de LCR étaient
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négatives a cause du traitement empirique administré avant la réalisation du prélevement).”™ Les données

HL2 Jvaient déja validé la technique Xpert

sur LCR étaient peu nombreuses ; en revanche, plusieurs études
MRSA/SA SSTI pour la recherche de la résistance a la méticilline, pour des utilisations hors marquage CE, et
également chez les SCN. Dubouix et al. ont ainsi testé cette technique sur des échantillons osseux péri-
opératoires (135 patients) et ont trouvé pour les SAMS, SARM et SCNMR, une sensibilité et une spécificité
de 100%/98,3%, 100%/100%, 100%/95,3%, respectivement. Aucune différence statistique avec la culture

12 Titécat et al. ont évalué l'intéret dans les infections articulaires,

n‘a été retrouvée (p<0,001).
périprothétiques, chez 104 échantillons pour 30 patients, et ont retrouvé une sensibilité, une spécificité,
une VPP et une VPN de respectivement 87,1%, 100%, 100%, and 94,5% pour les 104 échantillons et de
92,3%, 100%, 100%, 94,4% pour les 30 patients apres réinterprétation des 9 résultats discordants. En effet,
4 faux négatifs ont été détectés, mais finalement pour deux, le géne mecA était bien présent mais avec un

Ct en dehors de la limite d’interprétation de positivité du systeme Xpert. Les 5 faux positifs ont été
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réinterprétés en 5 vrais positifs (en général parce que d’autres échantillons des patients étaient positifs a
SMR). Avec le diagnostic rapide des SMR, I'utilisation de la vancomycine a pu étre limitée a 17 patients
(parmis les 30)."*

Dans notre étude (12 patients), nous avons retrouvé une sensibilité et une VPN de 71 %, et une
spécificité et une VPP de 100%. Cependant, le calcul des performances du test est criticable étant donné le
faible nombre de patients inclus dans cette étude pour l'instant. Nous avions 2 faux négatifs dont un
litigieux (géne mecA non détecté). En effet, pour un des cas nous n’avions plus assez de LCR de
Bactériologie pour réaliser le test PCR et nous avons utilisé le LCR normalement réservé a la cytologie. La
culture de ce LCR était aussi négative (alors qu’elle était positive avec le LCR de Bactériologie) mais un autre
test PCR (GenoType MRSA, Hain LifeScience) était positif faiblement pour S.epidermidis. Nous avons ainsi
considéré ce cas comme un faux négatif. Aucun cas de faux positifs n’a été détecté (comparaison avec la
culture). Ceci est en particulier lié au fait qu’aucun patient n’était sous antibiotique avant le traitement, en
effet les « faux positifs » de PCR par rapport a la culture, sont en général liés au traitement antibiotique
antérieur au prélévement qui ont négativé le résultat de culture.*

Les 4 patients positifs a S. epidermidis méti-R en culture et en PCR (gene mecA) avaient une charge
bactérienne élevée pour 2 et moyennement elevée pour 2. Au contraire, le patient positif a S. aureus méti-
S positif en culture et en PCR avait une charge bactérienne faible. Il est probable que le gene spa soit
détecté plus souvent que le gene mecA et SCC dans le cas de culture quantativement faible. Cette
constatation a été faite aussi lors de la validation de méthode ou plusieurs cas de S. aureus métiS et métiR
était positif uniguement pour le géne spa (a la limite ou au dessus du cut-off) a des concentrations allant de
10 3 10° UFC/mL. Les 2 patients positifs & S. epidermidis uniquement en culture , était rendu rare en
culture. En conclusion, il est nécessaire de poursuivre cette étude clinique afin d’avoir des arguments
solides sur le réel apport de cette nouvelle technique dans la prise en charge des patients avec
méningites nosocomiales a staphylocoques métiS ou métiR, car pour l'instant la VPN et la sensibilité
semblent insuffisantes. Les PCR ayant été réalisées parfois tardivement, elles n’ont pas permis d’améliorer
le délai de diagnostic par rapport a la culture (positive en moins de 24h dans ces différents cas). La
principale limite de cette étude pour I'instant, est bien s(r le nombre limité de patient inclus.

Pour augmenter la sensibilité, nous pourrions proposer d’incuber le LCR dans un milieu
d’enrichissement tel que le bouillon thioglycolate en I'agitant pendant plusieurs heures (3-4 h) Toutefois,
cette perspective n’a pas été testée, car dans |'objectif de réaliser ce test en routine, cette possibilité

semble peu praticable et ferait perdre I’objectif premier qui est d’obtenir un résultat rapide.
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5.3.2 ANALYSE DES CAS DE DISCORDANCES OBSERVEES LORS DE LA VALDATION DE
METHODE REVELANT LA LIMITE DE LA TECHNIQUE

Les cas de discordances sont définis par une différence retrouvée entre le phénotype connu de la
bactérie (métiS ou métiR) et le résultat de la PCR.

Lors des expérimentations 1 et 2 (Figure 39), 2 discordances surviennent a la dilution 10° (manip 1) et
10* (manip2) UFC/mL sur un SARM (coffret Xpert MRSA/SA BC). Dans les 2 cas, les génes SCCmec et spa
sont détectés positifs avec des valeurs de Ct respectivement de 36,4 et 35,5 dans un cas et des valeurs de
Ct de 35,6 et de 35 dans le second cas. Le gene mecA est rendu négatif avec un Ct négatif les 2 fois. Il ne
s’agit pas d’un variant a cassette vide puisque le phénotype connu est résistant et que & 10°UFC/mL et
10°UFC/mL le géne mecA était bien positif (Ct & 31,7 dans le cas 1 et a 31,1 dans le second cas).
L’explication la plus probable est que nous sommes autour de la limite de sensibilité avec pour
conséquence une absence de détection du gene mecA. Nous avons pourtant vu que dans 16 cas sur 18 le
géne mecA sort avant le géne SCC. Une hypothése possible sur cette constatation pourrait étre le nombre
de primers plus importants pour SCCmec (11) que pour mecA (2). Dans ce cas une accroche moins
spécifique par les différents primers de SCCmec sur I’ADN cible pour une quantité faible d’ADN sera

envisageable.

Figure 39 : cas de discordance n°1 avec une souche de SARM.

Toutefois en visualisant la courbe, on peut voir un début de courbe d’amplification pour le géne mecA (en
rouge sur les courbes Figure 39). En pratique, dans un tel cas, la meilleur conduite a tenir semble d’avertir
le clinicien sur la possibilité d’'un SARM, et d’attendre le résultat de la culture. Un commentaire
« Suspicion de SARM, a confirmer par détection phénotypique de la résistance a la méticilline » pourrait

accompagner le résultat de la PCR.
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Trois autres cas similaires sont d’interprétations délicates (Figure 40). Il s’agit d’'un SAMR (2 dilutions
a 10 UFC/mL et 1 dilution & 10" UFC/mL). Seul, le géne spa était détecté. A 10 UCF/mL, les valeurs de Ct
étaient de 39,5 et 36,7 et de 39,5 a 10" UCF/mL. Ni le géne mecA ni la casette SCCmec n’étaient détectés
alors que le phénotype était bien métiR. Ces valeurs de Ct pour le géne spa au dessus du cutt-off sont
interprétées négatives par le systeme Xpert. Mais dans le cadre de notre étude il semble préférable
d’accepter tous les Ct (d’autant mieux si on arrive a voir une inflexion de courbe) a fin d’augmenter la
sensibilité. La encore il semble qu’on observe un début de courbe pour spa (courbe bleu pale sur la Figure

40).

Figure 40 : Cas de discordance n°2 avec une souche de SARM.

L'ensemble de ces cas confirme la ligne de conduite suivante : autour de la limite de détection de la
technique (déterminée entre 10° et 10° UCF/mL), quand le résultat de la détection d’un géne est positif
avec un Ct autour de cut-off (déterminé par le fournisseur a 35 cycles), on peut le rendre positif (regarder si
on distingue un début d’inflexion de la courbe d’amplification mais difficilement visible en pratique) mais
on ne peut pas conclure sur I'absence des 2 autres génes. Dans une telle circonstance, I'interprétation doit
étre faite avec prudence et une culture est indispensable ; ce cas pouvant pourtant arriver pour les LCR
dont la charge bactérienne est faible. Dans le cas de I'étude, il n’y a eu aucune difficulté d’interprétation
pour les 12 patients. Une aide a la validation technique a été rédigée et est disponible pour l'interprétation

de ces cas difficiles (Annexe 5). Ce document a été validé par le fournisseur.

5.3.3 CAS DE DISCORDANCE DANS LA LITTERATURE : FAUX POSITIFS ET FAUX NEGATIFS

5.3.3.1 DIVERSITE GENETIQUE DE LA CASSETTE SCC

L’étude de Biendo et al. porte sur la valeur de I'analyse du systéme Xpert MRSA/SAXpert MRSA/SA
Blood culture sur le systeme Xpert. Une culture a confirmé la mauvaise identification d’un SARM par le
systeme Xpert comme une souche de SAMS. (une souche avec un phénotype SAMR et un génotype spa+,
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mecA+ mais SCCmec-). Les courbes de PCR montraient que le géne spa et le géne mecA étaient tous les
deux détectés avec une valeur de Ct de 24,6 et 25,6 respectivement, mais le ggéne SCCmec avait un Ct égal a
0 et était rendu négatif.'*> Contrairement aux cas de discordances de notre validation, nous n’étions pas ici
a la limite de détection vu les valeurs des Ct. Etant donné le nombre important de cassettes SCCmec non
typables et de nouveaux types de SCCmec, cela indique probablement un haut degré de diversité génétique
parmi les SCCmec portés par les Staphylococcus spp.®’ De plus, plusieurs études ont montré un haut degré
de variabilité observé dans la région spécifique d’intégration de SCCmec (orfX)® et un haut degré de
diversité des différents types de SCCmec de Staphylococcus spp.; cela confirme la fréquente
acquistion/perte de SCCmec par cette espéce. * Il est donc possible que ce taux élevé de recombinaison et
d’acquisition de SCCmec dans cette espéece puissent générer des variations de la séquence cible de la PCR,
qui expliquerait que la technique ne parviendrait pas a amplifier le géene correspondant. Une
recommandation avait d’ailleurs été faite par le fabricant sur ces possibles faux négatifs (spa+, mecA+ et
SCCmec-, interprétés comme SAMS par le systeme Xpert) sur la réalisation en paralléle de la culture
standard ainsi que la détermination de la résistance a la méticilline par des méthodes phénotypiques.'*

Aucun cas de ce type n’a pour l'instant été retrouvé dans notre étude.

5.3.3.2 CO-EXISTANCE DE DEUX SOUCHES

Dans I’étude de Biendo et al.,'*> une autre souche était génotypiquement spa+, mecA+ et SCCmec-.
Les courbes de PCR montraient que le géne spa et le géne mecA étaient tous les deux détectés avec une
valeur de Ct de 21,6 et 32 respectivement, mais le gene SCCmec avait un Ct égal a O et le systéme rendait le
résultat suivant « MRSA-/SA+ ». Il a été confirmé qu’il s’agissait d’'un SAMS en testant la sensibilité aux
antibiotiques. La souche de SAMS était en fait accompagnée d’une souche de S. epidermidis métiR
(détectée en culture ensuite). L'hémoculture fut considérée comme contaminée par cette souche. Cette

discordance dans I'étude de Biendo et al.**

montre aussi qu’un écart important des Ct entre les génes
peut étre en faveur de la présence de 2 souches différentes dans le prélevement. Cependant, il reste a
déterminer de combien doit étre I'écart entre les Ct pour montrer qu’il s’agit bien de 2 souches
distinctes. Dans notre étude, nous avons aussi retrouvé deux cas de contamination probable. Ces deux cas
sont surlignées en orange dans le SH FORM ( )

Cas d’'un SAMS contaminé par une souche de SARM :

Un SAMS dilué a 10° UFC/mL avec le coffret SSTI pour lequel la valeur du CT est de 26.1 pour la
protéine Spa mais on détecte aussi une cassette SCC avec une valeur de CT égal a 36.5. Il ne s’agit
probablement pas d’'un variant a casette vide puisque la différence entre les CT (=10,4) est trop
importante'®. La cassette SCC n’a pas été détectée aux dilutions suivantes. L’explication la plus probable
serait donc la contamination par un SARM (en quantité inférieur a celle du SAMS) dont nous aurions

détecté uniqguement la cassette SCC sans le géne mecA car nous sommes a la limite de la sensibilité.
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Cas d’un SAMS contaminant par SCN méti-R :

Nous avons retrouvé un autre cas de discordance, le cas d’'un SAMS dilué a 10* UFC/mL avec le
coffret BC, pour lequel la valeur du CT est de 33.4 pour la protéine spa avec également une détection du
gene mecA avec un CT de 35.5. Il ne peut s’agir que d’'une contamination par un SCN résistant a la
méticilline lors de cette dilution, puisqu’a 10° UFC/mL, aucun mecA n’était détecté et que la souche de
S.aureus était phénotypiqguement sensible. L’écart des cycles entre le géne spa du SAMS est faible (=2,1)
puisque les CT sortent tardivement ce qui en pratique peut compliquer l'interprétation pour déterminer la
présence de 2 souches différentes ou de contamination. Il faut noter que Biendo a utilisé le coffret BC pour
lequel les valeurs des CT cut-off sont similaires pour les 3 analytes. Pour le coffret SSTI la valeur du CT cut-
off de la casette SCCmec est supérieur de 2 CT par rapport au géne spa et au gene mecA, ce qui peut
expliquer probablement que les écarts de CT entre les analytes puissent étre un peu supérieurs avec le
coffret SSTI qu’avec le coffret BC, ce qui peut compliquer pour interpréter une souche comme
contaminante. Les maxima constatés dans notre étude sont de 5,2 (Ct de SCCmec > 38) et de 3,7 (Ct de SCC
< 38). Au total, dans 92,6% des cas la différence de Ct entre les analytes étaient inférieurs a 2,1. Il sera
nécessaire, si ce test devait étre utilisé en routine, de définir cet écart de Ct entre spa et mecA/SCCmec,

afin de faciliter I'interprétation.

5.3.3.3 VARIANT A CASSETTE VIDE

Un autre cas de discordance a envisager, serait la détection chez un S. aureus de phénotype sensible,
de la protéine spa et de la casette SCCmec sans détecter le gene mecA. Les régions ciblées du systéeme
Xpert MRSA sont les régions orfX et SCCmec qui sont normalement hautement conservées; quelques
souches de S. aureus et de S. epidermidis qui possédent SCCmec peuvent perdre seulement la partie mecA
par excision. Bien que la structure de base reste intacte, le gene mecA (1 kb sur les 23 a 56 kb de I’ADN qui
constitue SCCmec) est perdu. Ainsi, la portion mecA de la cassette devient vide, au moins en ce qui
concerne la capacité a conférer la résistance a la méticilline et donc ces souches sont sensibles a la

109

méticilline puisqu’il leur manque le mecA ~~ De telles souches sont appelées variants a « cassettes vides ».

Un revue récente a montré que l'excision de la casette SCCmec se produit a une fréquence extrémement
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faible.’ La fréquence des variants a cassette vide varie selon les études de 3 a 12,9%. En effet, des

études ont montré que des souches de SAMS pouvaient provenir de souches de SARM a la fois in vivo et in
vitro par la perte spontanée de mecA.'%151%,

Un cas décrit par Ciardo et al. a montré que le screening par PCR Xpert a facilité la détection d’'une
souche instable de SARM en minimisant la pression de sélection additionnelle due a la perte de la casette
SCCmec par subcultures. Les tests de détection des résistances devraient donc étre réalisés aussitot que

possible pour prévenir la perte de ces résistances. Mais La pertinence clinique des souches de SARM

instables in vitro reste inconnue, de méme que leur stabilité in vivo. ™
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5.3.3.4 VARIANT DU GENE MECA

L'émergence d’un nouveau variant (mecALGA251 ou mecC) souléve un certain nombre de questions.
Tout d'abord, sa capacité de dissémination est inconnue. Les souches porteuses de ce gene doivent donc
étre étroitement surveillées. Un deuxiéme probleme est posé par cette surveillance. En effet, bien que la
résistance a la méticilline de ce variant soit détectée avec la méthode de diffusion (disques) recommandée
par CA-SFM, les techniques de biologie moléculaire commerciales ne permettent pas toujours de le
détecter de méme que certaines techniques commerciales d’identification phénotypiques .”° Shore et al.
ont ainsi démontré entre autres I'incapacité du systeme Xpert MRSA/SA SSTI a détecter les souches de

mecA variants.'*

En conclusion, I'ensemble des discordances observées, ainsi que les différents cas de faux positifs et faux
négatifs rapportés dans la littérature, souligne I'importance d’une interprétation précautionneuse des
résultats de PCR. L’inclusion d’'un nombre plus important de patients dans cette étude devrait permettre
d’affiner les critéres d’interprétation, de faciliter le diagnostic et ainsi d’améliorer la prise en charge des

patients.
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6 CONCLUSION

Les objectifs de ce travail étaient triples.

Tout d’abord, nous souhaitions avoir une idée plus précise de I'épidémiologie des méningites
nosocomiales et des abcés cérébraux pris en charge au sein des services de Neurochirurgie du CHU de
Toulouse. Nous avons montré que I'épidémiologie était semblable a celle de la littérature, et surtout que la
fréquence des BMR (SARM, BLSE, CEPD) était faible. Ainsi, le recours au méropénéme, a la vancomycine ou
au linézolide en antibiothérapide probabiliste ne nous est pas apparu justifié. Cependant, un switch par
méropénéme ou céfépime devrait étre fait en 24h en présence d’une culture positive a Entérobactérie du
groupe 3 et l'antibiothérapie réévaluée lorsque I'antibiogramme est disponible. Nous avons d’ailleurs
montré dans cette étude que la réévaluation de I'antibiothérapie est bien effectuée a 72h, et a chaque fois
gu’un matériel est présent, la question du retrait ou non est posée (avec la plupart du temps un retrait du
matériel infecté). Le délai de pousse des bacilles a Gram négatif est toujours inférieur a 72h, et celui des
cocci a Gram positif est souvent inférieur a 72h, ce qui est un argument pour stopper I'antibiothérapie
apres 72 h (diagnostic de méningite aseptique, en prenant en compte évidemment les arguments cliniques
et radiologiques ; ainsi que la mise en place d’'une antibiothérapie avant la réalisation du prélevement. Le
protocole d’antibiothérapie probabiliste proposé dans cette these a été présenté lors de la Commission des
Anti-Infectieux (ComAl) de septembre 2014 et doit étre validé.

Le second objectif était de valider (portée B) le test Xpert MRSA/SA SSTI dans les LCR/LCD, pour la
détection de la résistance a la méticilline a la fois sur les S. aureus et les SCN. Nous avons montré que ce
test a une limite de détection d’environ de 10 *> UFC/mL et gu’il nécessite un examen attentif des courbes
d’amplification, avec parfois des difficultés d’interprétation pour les Ct autour ou au-dela du cut-off.

Le 3°™ objectif était d’évaluer I'apport de cette technique dans la réduction de I'utilisation de la
vancomycine dans les méningites nosocomiales. Au vu du faible nombre de patients inclus pour l'instant, il
est difficile de conclure. Cependant, la technique ne semble pour l'instant pas satisfaisante du fait d’'un
manque de sensibilité et surtout d’'une valeur prédicitve négative qui n’est que de 71%. Il est nécessaire
d’inclure un plus grand nombre de patients afin d’évaluer I'impact réel de cette technique sur la prise en

charge des patients.
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MENINGITE POSTOPERATOIRE OU SUR MATERIEL (DERIVATION
VENTRICULAIRE EXTERNE OU INTERNE), EN L’ABSENCE D’ALLERGIE AUX
BETA-LACTAMINES

- Céfotaxime (Claforan®) 200 a 300 mg/kg’j en 4 4 6 perfs (sans dépasser 18 g par jour)

- Fosfomycine (Fosfocine®) 4 g IV 3 fois par jour
Puis adaptation a 1’antibiogramme
Durée traitement :
v 3 46 semaines
v’ Peut étre raccourcie a 2 semaines si staphylocoque sensible a la méticilline, évolution
clinique favorable, ablation du matériel, et contrdle du LCR rassurant (ref :
conférence d’actualisation 2001, SFAR)

Si difficulté d’approvisionnement en Fosfomycine :
Remplacer la fosfomycine par la vancomycine :
- dose de charge de 15 mg/kg
- puis 40 mg/kg’j IVSE ou en 2 perfusions de 90 minutes
- dosage vancocinémie a 48 h : objectif =25 a 35 mg/L

ABCES CEREBRAL, EMPYEME, EN L’ABSENCE D’ALLERGIE AUX
BETALACTAMINES

Post-opératoire :
Céfotaxime (Claforan®) 200 a 300 mg/kg/j en 4 a 6 perfusions (sans dépasser 18 g par jour)
_l’_

Fosfomycine (Fosfocine®) 4 g IV 3 fois par jour

Communautaire (porte d’entrée dentaire ou ORL):

Céfotaxime (Claforan®) 200 a 300 mg/kg'j en 4 & 6 perfusions (sans dépasser 18 g par jour)
_l’_

Meétronidazole (Flagyl®) 500 mg I'V ou Per Os 3fois par jour

Puis adaptation a I’antibiogramme

Traitement au moins 6 semaines (3 semaines pour le Flagyl®)
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Si difficulté d’approvisionnement en Fosfomycine :

Remplacer la fosfomycine par la vancomycine :

- dose de charge de 15 mg/kg
- puis 40 mg/kg'j IVSE ou en 2 perfusions de 90 minutes
- dosage vancocinémie a 48 h : objectif =25 a 35 mg/L

Si allergie vraie aux céphalosporines :

Vancomycine

Ciflox®
ou
Thiamphénicol : 50 mg/kg/jour en 2 perfs

PLACE DU Linézolide (ZYVOXID*)

Si contre-indication aux glycopeptides (allergie, difficultés d’acces veineux)

> IV ou Per Os : 600 mg X 2/jour

> 600 mg 2 fois par jour durée

> Controle hebdomadaire numération formule sanguine
> Ne pas dépasser 28 jours de traitement

ABCES A NOCARDIA :

Antibiotiques habituellement actifs : imipéneme (Tienam*), Amikacine (Amiklin*), Ciprofloxacine
(Ciflox*), trimétoprime/sulfamétoxazole (Bactrim*)
A discuter selon antibiogramme, avec avis infectiologique
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ANNEXE 2 : SYNOPSIS A L’ATTENTION DU COMITE D’ETHIQUE REGIONAL

TITRE : Diagnostic rapide des méningites nosocomiales par biologie
moléculaire : étude de validation
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GENIEYS Pauline (Interne Anesthésie Réanimation)

CONTEXTE

Les méningites nosocomiales représentent une complication grave des interventions
neurochirurgicales. En effet, leur mortalité attribuable varie entre 8% et 30%. Elles conduisent également a
une augmentation de la morbidité, de la durée et du colt moyen du séjour. De fait, elles constituent une
urgence thérapeutique nécessitant une antibiothérapie adaptée le plus précocement possible. Le principal
défi de leur prise en charge consiste en la difficulté du diagnostic : a ce jour aucun argument clinique n’est
suffisamment sensible et spécifique. Ainsi dans une étude de 2013 évaluant 48 patients avec méningites
nosocomiales, 79 % d’entre eux présentaient de la fievre, 31% un syndrome méningé (céphalées,
vomissements et/ou raideur méningée) et dans seulement 29 % des cas une diminution du score de
Glasgow.? L'utilité des examens paracliniques est également limitée : le syndrome inflammatoire est peu
spécifique, les résultats biochimiques du liquide céphalorachidien (LCR) (hyperprotéinorachie,
hypoglycorachie, lactates augmentés) aident au diagnostic mais ne peuvent, a eux seuls, affirmer la
présence d'une méningite nosocomiale. Le diagnostic de certitude ainsi que I'arrét de l'antibiothérapie

probabiliste nécessitent donc encore les résultats de la culture du LCR.

EPIDEMIOLOGIE

L'incidence des infections neuroméningées nosocomiales est de I'ordre de 2% en neurochirurgie. La
mise en place d'une dérivation ventriculaire externe (DVE) et les interventions neurochirurgicales en
urgence constituent les principaux facteurs de risque. Dans ces situations particulieres I'incidence est
significativement plus élevée (de 6 a 30%).> Au CHU de Toulouse, les infections du SNC nosocomiales
certaines (culture LCR positive) représentent 20 cas par an. Les souches en cause dans cette pathologie
sont variées. Les germes résistants a la méticilline (Staphylocoque aureus ou Staphylocoque coagulase

négative) représentent environ 30 % des méningites nosocomiales dans les services de neurochirurgie du
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CHU de Toulouse (données de 2008 a 2012). Les études francaises retrouvent quant a elles une incidence
de souches résistantes a la méticilline (SRM) d'environ 10%.> L'incidence de ces SRM et la gravité des
méningites nosocomiales imposent un traitement antibiotique probabiliste actif sur ces souches. Celui-ci

est stoppé apres obtention des résultats de la culture de LCR.

TEST DE BIOLOGIE MOLECULAIRE : la PCR temps réel (PCR-TR)

De nouveaux tests de dépistage bactériologique ont été développés grace a |'utilisation de la Real
Time PCR (RT-PCR). Ces techniques sont entierement automatisées afin de réduire le temps nécessaire a
I'obtention des résultats. Le temps de réalisation est ainsi de 60 minutes. Le laboratoire Cepheid® (I'un des
laboratoires développant ces tests) propose ainsi la microplateforme automatisée genXpert™ permettant
de dépister différents germes dans différents tissus ou liquides biologiques (Clostridium difficile,
Streptocoque du groupe B, Mycobacterium tuberculosis, SMR...).*> UInstitut Fédératif de Biologie du CHU
de Toulouse dispose déja de cette microplateforme (dépistage entérovirus dans LCR) pour un colt de
consommable estimé a 30 euros par patient. A ce jour, néanmoins, aucune information n’est disponible
concernant le dépistage de SMR par une technique automatisée dans le cadre des méningites
nosocomiales. Seule la sensibilité des techniques non automatisées de recherche de Staphylocoques
Aureus Résistants a la méticilline par PCR a été évaluée dans le LCR. Cette sensibilité semble excellente

(100%). ©

OBJECTIFS

Principal : validation de la technique de dépistage par RT-PCR des SMR dans le LCR par la technique
genXpert™de Cepheid®.

Secondaire : analyse de l'intérét médico économique en termes d’épargne théorique d’antibiothérapie

apporté par un diagnostic précoce du germe en cause et de sa résistance aux antibiotiques.

SCHEMA D'ETUDE

Il s'agit d'une étude observationnelle, prospective et non interventionnelle.

CRITERES D'INCLUSION

- Patient majeur

- Consentement éclairé de participation a I'étude par la signature du patient (ou de la personne de

confiance en cas de trouble de la vigilance).

- Patient admis dans les services de neurochirurgie du CHU de Toulouse (Rangueil et Purpan puis Pierre

Paul Riquet)
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- Patient suspect de meéningite infectieuse sur un faisceau d'arguments cliniques tels que : fiévre,
modification de I'état neurologique, liquide de DVE trouble, céphalée, raideur méningée motivant la mise
en place de l'antibiothérapie probabiliste en urgence par le praticien. Il pourra étre aidé au diagnostic si
besoin par des arguments paracliniques tels que les résultats d'analyse biochimique et cytologiques du LCR.
- L'infection répondra a la définition de nosocomiale telle que décrite par le Ministere de la santé, de la
jeunesse et des sports DGS/DHOS, CTINILS — Mai 2007 :

e Patient hospitalisé depuis plus de 48H
e Patient porteur de matériel étranger mis en place depuis moins d'un an
e Simise en place d'une DVE, un délai de 24 h est nécessaire depuis la pose

CRITERES DE NON INCLUSION

- Patient mineur
- Refus de participation a I'étude de la part du patient

- Traitement antibiotique en cours au moment du prélévement de LCR

PROCEDURE DE L'ETUDE

- Les patients inclus bénéficient d'un prélévement de LCR (ce prélevement est systématiquement
effectué en cas de doute sur une méningite, il s’agit donc d’un acte de soins courant) : un tube est envoyé
en biochimie (glucose, protides, lactates), un en cytologie (décompte éléments nucléés et globules rouges),
deux en bactériologie (pour mise en culture et examen direct, et un pour le test de diagnostic rapide).

- Le résultat du test de biologie moléculaire est tenu secret jusqu'a la fin de |'étude.

- Le prélévement devra étre réalisé avant la mise en place de I'antibiothérapie probabiliste.

- Le patient recoit, aprés les prélevements, |'antibiothérapie probabiliste a visée méningée, selon le
protocole actuel du service validé par le service de maladie infectieuse du CHU de Toulouse

- a l'inclusion, les données suivantes seront recueillies afin de caractériser la population de patient :

e |dentité (avec NOM, Prénom, date de naissance, sexe )

e Comorbidités (telle que HTA, insuffisance rénale .. ).

e Date d'hospitalisation, date des interventions chirurgicales éventuelles.

e Présence de matériel et date de pose.

e Présence et localisation d’une voie veineuse centrale (VVC).

e Signes cliniques faisant suspecter le diagnostic de méningite nosocomiale : fébricule, dété-
rioration de |'état de vigilance, céphalées, liquide de DVE trouble, dégradation de ['état
hémodynamique.

e Les résultats des examens biologiques des 24 premiéres heures seront également relevés.

e Les traitements antibiotiques en cours, les antibiothérapies recues au cours des derniers
mois, |I'histoire bactériologique du patient, le portage de bactéries multi résistantes seront
notés.
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- Données recueillies au cours de I'étude a J3,17, )14, )21 :

o Examen Dbiologique du LCR(non systématique) : examen biochimique
(glycorachie/glycémie, protéinorachie, lactates du LCR), examen cytologique, présence de germes a
I'examen direct, résultat de la culture du LCR.

o Examen biologique sanguin : évolution du syndrome inflammatoire.

o Signes cliniques : amélioration des signes cliniques présents a l'inclusion.

o Type d'antibiothérapie probabiliste débutée, dosages de controle effectués, mise
en place de VVC pour administration des antibiotiques.

. Complication des traitements antibiotiques : survenue d'événements indésirables
imputables aux traitements antibiotiques, dégradation de la fonction rénale, manifestations allergiques.

. Mortalité au cours de I'étude.

CRITERES DE JUGEMENTS

Principal : sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive (VPP) et négative (VPN) du test de diagnostic
rapide RT-PCR Genexpert™ commercialisé par le laboratoire Cepheid® in vitro et in vivo sur des
préléevements de LCR (gold standard : mise en culture du préléevement de LCR)

Secondaire : diminution du co(t lié a l'utilisation du test de dépistage par rapport a ['utilisation

systématique d'un antibiotique actif sur les souches résistantes a la méticilline.

NOMBRE DE PATIENTS

Validation in vitro du test : 60 échantillons de LCR ensemencés ou non par SMR (effectués au laboratoire de

bactériologie) puis inclusion au fil de I'eau de 100 patients.

METHODES STATISTIQUES

La comparaison du critére principal sera réalisée en fonction de la distribution des résultats par un test de
Mann Whitney ou un test t de Student. L'impact médico économique sera réalisé grace a I'estimation du
cot moyen de la prise en charge des malades présentant une infection neuroméningée en neurochirurgie

durant cinq jours. Cette partie du travail est réalisée avec le Dr Derumeaux.

RETOMBEES ATTENDUES

- validation interne du test.
- impact médico économique :
e |e colt de 5 jours d'antibiothérapie par Vancomycine est approximativement de 99,95

euros par patient hors « temps médecin »

Vv molécule : 28,70 euros
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v Colt de 3 dosages de vancocinémie pour adaptation de la posologie : 56,70 euros

N4 pose de VVC : moyenne de 16,58 euros + RP de contréle : 31,92 euros soit 48,50 euros

v on estime que 70 % des patients ont déja une VVC pour une autre raison que la méningite
nosocomiale

e Coltde 5 jours de Linézolide : 630 euros par patient
e Pour I'étude, on estime que seulement 3/5 des patients seront traités par Linézolide soit un
surcolt moyen de I'antibiothérapie probabiliste de 400 euros par patient suspect de ménin-
gite nosocomiale
- Lutte contre I'antibiorésistance

Ce travail pourrait étre préliminaire a une étude avec une puissance plus élevée (essai thérapeutique).

INFORMATION DES PATIENTS ET CONSENTEMENT

Les patients seront informés par une feuille d'information et le consentement sera recueilli par signature.
Dans le cas oU les patients présenteraient un état neurologique ne permettant pas d'obtenir le

consentement éclairé, celui-ci pourra étre obtenu auprés de la personne de confiance.

CONFLITS D'INTERETS

L'étude sera financée pour moitié par les laboratoires Cepheid® sous forme de mise a disposition
gratuitement de 100 tests de RT PCR et par 100 tests financés par le p6le AR.

Les résultats et les données médicales de cette étude appartiennent au CHU de Toulouse.
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ANNEXE 4 : PROTOCOLE MIS EN PLACE POUR L’ETUDE AU LABORATOIRE DE BACTERIOLOGIE

e Enregistrement préalable par le préanalytique: MLCR ou MLCD (pas de particularité
d’enregistrement)
e Les LCR/LCD concernés par ce protocole monteront au secteur ensemencement, avec le bon de
demande, sur lequel est présent I'étiquette suivante :
PROTOCOLE SA / SARM CEPHEID

LIQUIDE CEPHALORACHIDIEN / LIQUIDE DE DERIVATION
SERVICES DE NEUROCHIRURGIE

e Ensemencement:
o Ensemencer de fagon quantitative (sur COS uniquement)
= 100 uL (a la pipette) sur COS ; faire une strie et ensemencer comme une urine. In-
cuber sous CO,.

o Ensemencer les autres géloses (sans particularité)

o Mettre 200 pL de LCR dans un tube Eppendorf étiqueté avec une étiquette patient MOLIS,
le mettre dans le frigo de 'ensemencement (en dessous des centrifugeuses, dans le pot
avec I'étiquette protocole)

PROTOCOLE SA / SARM CEPHEID

LIQUIDE CEPHALORACHIDIEN / LIQUIDE DE DERIVATION
SERVICES DE NEUROCHIRURGIE

Si insuffisamment de liquide, prévenir Marion ou Angele.

o lereste du LCR suit le prélevement comme habituellement

o Appeler Angele ou Marion (Christophe si aucune n’est disponible) qui viendront ensuite
chercher le prélévement dans le frigo pour lancer le test SA / SARM CEPHEID en BM.

Résultat culture : Pour tout prélevement positif, la technicienne rajoute en remarque dans la BSP la

quantité en UFC/mL.
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ANNEXE 5 : REGLES DE VALIDATIONS TECHNIQUES DU SYSTEME XPERT MRSA/SSTI® LCR/LCD

Généralités
e Pour étre valide, le contréle de processus SPC doit toujours étre positif. Dans le cas d’un échantil-
lon positif, il peut y avoir compétition et la courbe du controdle difficilement visible.
e Le contrdle de la Sonde doit étre également valide (Probe Check)
e Le géne détecté peut étre considéré comme positif si le Ct est rendu par 'automate, méme au dé-
la du cut-off (c’est-a-dire méme si le systéme interpréte ce résultat comme négatif)
o Le Ctest consultable dans I'onglet résultats de I’analyse.
o La courbe doit présenter un point d’inflexion, parfois difficilement visible quand le Ct est
tardif.
o S’il existe un décalage de plusieurs Ct (absence de données sur le nombres précis de cycles) entre

les courbes spa, scc ou mecA, penser qu’il peut s’agir de bactéries différentes.

Cas les plus fréquents

Cas1l:
e SPC: positif
e SPA, mecA, SCC : négatif
Conclusion : Absence de détection du géne spa et du géne mecA : absence de S.aureus

Cas 2:

e SPC, SPA, mecA, SCC : positifs
Conclusion : Détection du géne spa et du géne mecA : Probable présence d’'un S. aureus résistant a
la méticilline : SARM positif

Cas 3:

e SPC, SPA : positifs
e SCC, mecA : négatifs
Conclusion : Détection du géne spa, absence de détection du gene mecA : probable présence d’un

S. aureus sensible a la méticilline : SAMS positif
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Cas4:

e SPC, mecA : positifs

e SCC, spa : négatifs
Conclusion : Détection du géne mecA uniquement : Présence probable d’'un SCN méti-R, a confron-
ter au test phénotypique de détection de la résistance a la méticilline qui sera réalisé pour le con-

firmer.
Cas difficiles
Cas5:

e SPC, Spa, SCC : positifs
e mecA : négatif

o cycles entre 20 et en dessous du cut-off

Conclusion : Détection du géne spa et du gene SCC, mais absence de détection du géne mecA : Pré-
sence possible d’un Staphylocoques aureus variant dit a « cassette vide ». La plupart de ces staphy-
locoques sont sensibles a la méticilline, a confronter au test phénotypique de sensibilité a la méti-
cilline qui sera réalisé pour le confirmer.

o cycles>35
Conclusion : Détection du gene spa et du géne SCC tardif, mais absence de détection du gene me-
cA, possiblement par défaut de sensibilité. Il peut s’agit d’'un SARM, mais il faut attendre le test

phénotypique de sensibilité a la méticilline qui sera réalisé pour le confirmer.
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Cas6:

e Spa, mecA : positifs mais avec une difference de cycle (>2,1)

e SCC: négatif
Conclusion : Détection du géne spa et du gene mecA, mais absence de détection du géne SCC: la
différence de cycle retrouvé suggere qu’il s’agit probablement d’un S.aureus sensible a la méticil-
line et d’'un SCN résistant a la méticilline ; a confronter au test phénotypique de sensibilité a la mé-
ticilline qui sera réalisé pour le confirmer

Présence d’un SAMS et d’une SCN méti-R

Cas7:

e SPC, SPA : positifs

e SCC, mecA : négatifs
Conclusion : Détection du géne spa du S. aureus au-dela du cut-off, absence de détection du géne
mecA. L'absence du géne mecA doit obligatoirement étre confirmée par un test phénotypique de
sensibilité a la méticilline.

Commentaire : En réalité, il s’agissait bien d’'une SARM.
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Epidémiologie des infections en Neurochirurgie a Toulouse 2010-2014 : traitement probabiliste des méningites a
Entérobactéries et role de la biologie moléculaire dans le diagnostic des infections a Staphylocoques (PCR
SARM/SA) dans les LCR/LCD

RESUME

Les infections en neurochirurige sont rares mais peuvent étre graves. Le diagnostic et le traitement de ces
infections sont donc des enjeux majeurs. Dans ce cadre, nous avons en premier lieu établit I'épidémiologie des
infections bactériennes entre 2008 et 2014 en Neurochirurgie. A partir des 17 patients atteints de méningite a
Entérobactéries entre 2010 (date de mise en service du protocole de traitement probabiliste des méningites) et 2014,
nous avons évalué les différentes possibilités de traitement probabiliste des méningites a Entérobactéries et la
justification ou non du recours au méropénéme. Dans un second temps, nous avons validé la PCR Xpert MRSA/SA SSTI
(CEPHEID) pour la détection dans les LCR /LCD de S. aureus et du géne mecA de I'ensemble des staphylocoques et
évaluer l'interét de cette technique dans la prise en charge optimale des patients (nécessité ou pas d’utiliser la
vancomycine). Sur les 7 années de suivi, on retrouve environ 8% de S. aureus, 44% de Staphylocoque a coagulase
négative, 11% de P. acnes, 11% d’Enterobactéries, 10 % de bacilles a Gram négatif non fermentants dans les
prélevements de LCR/LCD. Parmi les 17 patients atteints de méningites a Entérobactéries, 12 avaient un Enterobacter
dont 7 avec CEPD. Pour ces patients, on retrouvait une antériorité de traitement par cefotaxime ou tazocilline ou un
antécédent d’infection a Enterobacter avec CEPD. Sur I'ensemble des données de résistance obtenue, un protocole
d’antibiothérapie probabiliste a été proposé et présenté en ComAl. Le protocole proposé du traitement probabiliste
des méningites en Neurochirurgie reste cefotaxime + fosfomycine. La réévalutation de I'antibiothérapie a 72h était
bien effectuée. La PCR MRSA/SA SSTI a été validée sur LCR/LCD. Les performances (12 patients inclus) sont : sensibilité
71%, VPN 71%, spécificité/VPP 100%. Le test MRSA/SSTI semble avoir une sensibilité insuffisante pour permettre
I"'absence de prescription de la vancomycine si le gene mecA n’est pas retrouvé.

Epidemiology of bacterial infections in Neurosurgery in Toulouse, 2010-2014: empirical antibiotic therapy of
meningitis due to enterobacteria and the role of PCR in the diagnosis of meningitis due to Staphylococci (MRSA/SA
PCR) on CSF

ABSTRACT

Neurosurgical infections are rare but can be serious. Diagnosis and treatment of these infections are major
issues. In this context,we first established the epidemiology of bacterial infections for the 2008-2014 period in
Neurosurgery. For the 17 patients with meningitis due to Enterobacteriaceae, between 2010 (beginning of the
probabilistic antibiotherapy protocol) and 2014, we evaluated the treatment possibilities. In a second step, we
validated the Xpert MRSA/SA SSTI PCR (CEPHEID) for the detection in CSF of S. aureus and of the mecA gene of all
Staphylococci and evaluate the performances of this technique and its capacity to improve the care of patients (use or
not of vancomycin in probabilistic therapy). For the 7 years-period, we observed 8% of S. aureus, 44% of coagulase-
negative Staphylococci, 11% of P. acnes, 11% of Enterobacteriaceae, 10% non-fermenting gram-negative bacilli CSF
samples. Among the 17 patients with meningitis due to Enterobacteriaceae, 12 had an infection with Enterobacter (7
with EDPS). For those, we noticed a previous treatment by cefotaxime or tazocilline or previous known infection with
Enterobacter with EDPS. A protocol was proposed and presented at the ComAl: it was still probabilistic therapy by
cefotaxime + fosfomycin. A re-evaluation was performed to 72h for all patients. The MRSA/SA SSTI PCR (12 patients
included) has: sensitivity 71%, VPN 71%, specificity/PPV 100%. This method seemed to have too poor performances to
allow no prescription of vancomycin if the mecA gene is not found.
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