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PEPPER

RESUME :

INTRODUCTION : La détection rapide des agents infectieux responsables des pneumopathies
acquises sous ventilation mécanique, principal site d’infection en réanimation, est un enjeu
majeur, tant a titre individuel pour optimiser le traitement antibiotique de chaque patient,
gu’a titre collectif pour lutter contre I'émergence de bactéries multirésistantes. La PCR
multiplex TheFilmArray, grace a la détection de 19 bactéries et 7 genes de résistance, pourrait
permettre d’adapter précocement I'antibiothérapie des patients atteints de PAVM et ainsi
limiter I'utilisation d’antibiothérapie a large spectre en réanimation. METHODE : Dans cette
étude rétrospective, menée au CHU de Grenoble en Réanimation Polyvalente Chirurgicale et
dans I'Unité de Réanimation Cardio-Vasculaire-Thoracique entre février 2020 et juin 2022,
nous avons évalué les performances et I'impact potentiel sur la prescription d’antibiotiques
de la PCR multiplex. Les patients inclus étaient des patients majeurs ayant bénéficié sur un
méme prélevement respiratoire d’'une PCR multiplex syndromique associée a une méthode
de bactériologie standard devant une suspicion de surinfection pulmonaire. RESULTATS : 143
couples PCR/bactériologie standard ont pu étre analysés, la sensibilité était de 71.1% et la
spécificité de 99%, la majorité des germes non détectés étaient des germes absents du panel
de détection avec une sensibilité théorique en excluant ces germes a 87%. Dans cette étude
I'utilisation de la PCR aurait pu permettre 45.4% (65) d’épargne d’antibiotique et dans 7.7%
(11) des cas elle aurait pu permettre d’élargir le spectre d’une antibiothérapie initialement
inefficace, cependant cela aurait entrainé une surconsommation d’antibiothérapie a large
spectre chez 12.6% des patients (18) et une inefficacité de I'antibiothérapie chez 2% (3) des
patients. En moyenne les résultats de la PCR multiplex étaient rendus en 25.9 heures soit 47
heures avant I'antibiogramme. CONCLUSION : La PCR multiplex pourrait étre un outil précieux
pour adapter les antibiothérapies des patients atteint de PAVM a condition d’en définir
précisément les indications et d’avoir une bonne connaissance de ses forces et ses faiblesses.
MOTS CLES : PAVM, Détection, Résistance, PCR, Antibiogramme, antibiothérapie, bactéries.

FILIERE : REANIMATION CHU Grenoble



PEPPER: Performance of multiplex PCR in intensive care for the detection of VAP.

INTRODUCTION: The quick detection and identification of the infectious agents responsible
for Ventilator Acquired Pneumopathies, the main site of infection in intensive care, is a major
challenge both individually to optimize the antibiotic treatment of each patient, and
collectively to fight against the emergence of multi-resistant bacteria. TheFilmArray multiplex
PCR, thanks to the detection of 19 bacteria and 7 resistance genes, could make it possible to
adapt antibiotic therapy early in patients with VAP and thus limit the use of broad-spectrum
antibiotic therapy in the intensive care. METHOD: In this retrospective study, carried out at
the Grenoble University Hospital/CHU Grenoble Alpes in surgical and cardiovascular and
thoracic intensive care units between February 2020 and June 2022, we have evaluated the
performance and potential impact on antibiotics prescription of the multiplex PCR. The
patients included were adults who underwent syndromic multiplex PCR analysis, combined
with a standard bacteriological method on the same respiratory sample in the face of
suspected pulmonary superinfection. RESULTS: 143 PCR/standard bacteriology pairs have
been analyzed, the sensitivity was 71.1% and the specificity 99%, the majority of the
undetected germs were those absent from the detection panel with a theoretical sensitivity
by excluding these germs of 87%. In this study, the use of PCR could have allowed 45.4%
antibiotic sparing (65), and 7.7% (11) spectrum catch-up. However, this would have led to
overconsumption of broad-spectrum antibiotic therapy in 12.6% of patients (18) and
ineffectiveness of antibiotic therapy in 2% of patients (3). On average, the results of the
multiplex PCR were returned in 25.9 hours, i.e. 47 hours before the antibiogram.
CONCLUSION: Multiplex PCR could be a valuable tool for adapting antibiotic therapies for
patients with VAP as long as the processes are precisely defined and there is a good knowledge
of its strengths and weaknesses.



l.INTRODUCTION

A. LES PNEUMONIES ASSOCIEES AUX SOINS DE

REANIMATION
1. DEFINITION

Les pneumonies associées aux soins de réanimation sont des infections du parenchyme
pulmonaire, comprenant plusieurs entités et sous-entités en fonction du délai entre
I'admission a I'’hopital, en réanimation, ou I'intubation et le début de la pneumonie.

L’entité la plus fréquente et la plus étudiée est la pneumonie acquise sous ventilation
mécanique (PAVM) ; cette derniere survient chez un malade ventilé soit de maniére invasive
par l'intermédiaire d’'un tube endotrachéal ou d’une trachéotomie, soit de maniére non-
invasive par l'intermédiaire d’'un masque facial ou d’une autre interface, dans les 48 heures
précédant la survenue de I'infection ( 3).

Elle fait partie du spectre des infections nosocomiales, en particulier des pneumonies acquises
au cours d’une hospitalisation, celles-ci intégrant également les pneumonies survenant en
I'absence de ventilation mécanique.

Il faut souligner que plusieurs aspects des pneumonies nosocomiales restent sujets d’étude
non résolus. C’est le cas notamment concernant leur diagnostic, leur traitement, leur impact
sur le pronostic et leur prévention.

2. PHYSIOPATHOLOGIE

L'infection du poumon résulte d’'un pullulement microbien qui va étre responsable d'une
atteinte bronchiolo-alvéolaire avec alvéolite neutrophilique. Les raisons de cet envahissement
sont multiples chez un malade de réanimation, dont entre autres I'altération des mécanismes
de défense locaux et généraux, la présence d'un ou de plusieurs micro-organismes
pathogeénes et I'inoculation importante. La trés grande majorité de ces infections pulmonaires
est due a la colonisation croisée des réservoirs bactériens oro-naso-pharyngés, leur
convergence vers les voies respiratoires hautes sous glottiques, puis la contamination des
voies respiratoires basses a 'occasion de la perte des mécanismes de protection comme lors
la sédation, I'intubation, la ventilation mécanique, 'immunodépression, les pathologies des
voies aériennes comme la BPCO ou le SDRA, les troubles de la conscience ou de la déglutition.
L’estomac pourrait également constituer un réservoir pour les bacilles a Gram négatif (BGN)
aveg, lors des reflux, un ensemencement de 'oropharynx et de la trachée. Ce mécanisme est
favorisé par la diminution de la mobilité et du pH gastriques causés par un séjour en
réanimation. L'importance de cette source est cependant contestée car la majorité des études
ayant observé les cinétiques de colonisation montre que la colonisation de I’estomac suit plus
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gu’elle ne précede la colonisation de 'oropharynx et des voies aériennes. Enfin, I'infection par
voie hématogéne a partir d’'un autre foyer ou au cours d’une translocation est possible mais
semble tres rare (3 ,4).

Un sujet sain héberge dans son oropharynx des milliards de bactéries, essentiellement
anaérobies. Elles constituent une flore dite « de barriére » car s’opposant a la colonisation de
'oropharynx par des bactéries aérobies dont certaines ont un pouvoir pathogéne. Parmi
celles-ci, certaines sont fréquemment présentes en faible quantité chez tout individu, telles
que S. pneumoniae, H. influenzae, B. catarrhalis, S. aureus, etc. D’autres, telles que
Pseudomonas ou Acinetobacter, ne sont présentes que dans des conditions pathologiques.

La bascule d’un état stable, non pathologique, vers un état infectieux peut se décomposer en
plusieurs étapes :

La premiere étape du processus correspond a la modification de la flore oro-pharyngée
résidente avec apparition en particulier d’entérobactéries normalement non présentes a ce
niveau. Cette colonisation oro-phrayngée s’opére rapidement aprés I'admission en
réanimation, en deux ou trois jours. Elle est la conséquence de plusieurs facteurs, dominés
par la gravité de la maladie de fond (état inflammatoire) et la pression de sélection induite sur
la flore commensale par I'utilisation d’antibiotiques. La durée du séjour hospitalier préalable,
un mauvais état nutritionnel et la présence d’une sonde d’intubation endotrachéale
constituent également des facteurs favorisant cette colonisation.

La deuxieme étape du processus correspond a la colonisation de I'arbre trachéo-
bronchique par le biais de micro-inhalations autour du ballonnet. De plus, la présence de la
sonde d’intubation altére la muqueuse et la clairance muco-ciliaire, géne la toux, et impose le
plus souvent une immobilisation en décubitus dorsal. La formation d’un biofilm au niveau de
la sonde d’intubation pourrait également contribuer au maintien de la colonisation trachéale.
La présence d'une sonde gastrique et le recours a des médicaments sédatifs sont aussi
considérés comme des facteurs favorisants(5).

réservoir
10%° bactéries/ml

Subglottic area: Volume = 3.6x2ml
1. illustration du réservoir bactérien oropharyngé en lien avec une sonde
d’intubation endotrachéale (Mahul, P., Auboyer, C., Jospe, R., Ros, A., Guerin,
C., El Khouri, Z., Galliez, M., Dumont, A., & Gaudin, O. (1992). Prevention of
nosocomial pneumonia in intubated patients : Respective role of mechanical
subglottic secretions drainage and stress ulcer prophylaxis. Intensive Care
Medicine, 18(1), 20-25. https://doi.org/10.1007/bf01706421 p. 2).
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La troisieme et derniére étape du processus correspond au développement d’une
infection parenchymateuse, qui va seulement concerner certains patients. Les mécanismes
biologiques conduisant a cette phase d’infection ne sont pas clairement élucidés, méme si
certaines prédispositions génétiques sont suspectées.

Les poumons ont été considérés comme un organe stérile pendant des décennies car les
techniques de culture microbiologique avaient toujours montré des résultats bactériologiques
négatifs dans le poumon sain.

Des techniques indépendantes de la culture ont récemment révélé que les poumons
sains abritent un écosysteme diversifié et dynamique (extraction puis amplification par PCR
de 'ARN 16S) de bactéries, modifiant notre compréhension de la physiopathologie
respiratoire.(cf illustration2)
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2. Détection de I’écosysteme bactérien pulmonaire (Charlson ES, Bittinger K,
Haas AR, Fitzgerald AS, Frank I, Yadav A, Bushman FD, Collman RG.
Topographical Continuity of Bacterial Populations in the Healthy Human
Respiratory Tract. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine
[En ligne]. 15 oct 2011 [cité le 4 oct 2022];184(8):957-63. Disponible :
https.//doi.orq/10.1164/rccm.201104-06550c p.961).

Des études récentes ont montré qu’il existe une symbiose respiratoire, déterminée par
les interactions entre le microbiome pulmonaire et I'immunité muqueuse. Il est reconnu que
le microbiote faconne directement le systéme immunitaire de I'h6te via la production de
composés immunomodulateurs et de métabolites chez le sujet sain.

Ces observations suggérent que le microbiome joue un réle dans la gravité de l'inflammation
et dans la sévérité des lésions pulmonaires dans les pneumonies nosocomiales et dans les
PAVM. Les modifications de la flore endogéne oro-pharyngée et pulmonaire lors d’'un séjour
en réanimation entraineraient une dysbiose, modifiant les interactions entre le microbiome
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et le systéme immunitaire (illustration 3 :), dysbiose qui participerait au développement et a
la gravité de I'inflammation pulmonaire (24, 25, 26).

A Healthy lungs Hospital-acquired pnevmonia

2
.

Sterile airways por

B Functional microbiota Altered microbiota

(Immwnity, diet, metabolism)

Symbiosis Dysbiosis

oncept. Healthy distal

3. ARoquilly ,lancet Respir Med 2019 (Roquilly A, Torres A, Villadangos JA,
Netea MG, Dickson R, Becher B, Asehnoune K. Pathophysiological role of
respiratory dysbiosis in hospital-acquired pneumonia. The Lancet Respiratory
Medicine [En ligne]. Aodt 2019 [cité le 4 oct 2022];7(8):710-20. Disponible :
https://doi.org/10.1016/s2213-2600(19)30140-7 p.4)

La compréhension de la dysbiose du microbiome respiratoire et des mécanismes cellulaires a
I'origine de l'altération de I'immunité muqueuse chez les patients de réanimation ouvre la
perspective de développer des immunothérapies ciblées régulant la cascade inflammatoire
afin de restaurer une symbiose. Cette approche permettrait de diminuer le recours aux
traitements antibiotiques et ainsi de limiter 'émergence de résistances bactériennes qui
représentent une problématique majeure de santé publique au niveau mondiale (27, 28, 29).

3. EPIDEMIOLOGIE eT PRONOSTIQUE

a) INCIDENCE ET PREVALENCE.
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La pneumonie nosocomiale (Hospital Acquired Pneumonia HAP) et la pneumonie acquise sous
ventilation mécanique (PAVM) sont les infections nosocomiales les plus courantes en
réanimation. En Europe, on compte 500 000 cas de pneumonie nosocomiale par an, dont 2/3
sous ventilation mécanique (1).

La prévalence rapportée par le réseau frangais de surveillance des infections liées aux soins
en réanimation est d’environ 8%. Elle atteint 20 % selon les services, voire plus dans certaines
populations a risque telles que les patients traumatisés, atteints de cancers, de
bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) ou de Syndrome de Détresse
Respiratoire Aiglie (SDRA).

L’incidence des PAVM est d’environ 15 pour 1000 jours d’intubation en France, avec de
grandes disparités entre services de réanimation. Cette incidence correspond a une
augmentation du risque relatif de 10 a 21 par rapport aux malades non ventilés. L'incidence
augmente avec la durée de ventilation, de facon plus importante au début de la ventilation,
avec une incidence qui augmente de 3 % par jour les 5 premiers jours, 2 % les 5 jours suivants,
et finalement de 1 % par jour au-dela du 10e jour de ventilation (1, 15, 18).

b) PRONOSTIC

Les pneumonies acquises sous ventilation mécanique sont sont la principale cause de déces
en soins intensifs avec une mortalité augmentée de 4% et une cause importante de morbidité
avec notamment une augmentation des durées de ventilations mécanique et des durées
d’hospitalisation, de 7 jours en moyenne (15, 18, 2).

c)  FACTEURS DE RISQUES

Les facteurs de risques non modifiables liés au patient sont, la bronchopathie chronique
obstructive (BPCO), un score de dysfonction d’organe (SOFA) ou score physiologique de
gravité (IGS Il) élevé, I'age supérieur a 60 ans, un coma, un arrét cardiaque, un SDRA, un
traumatisme cranien, et le sexe masculin.

Les facteurs de risques modifiables liés au traitement retrouvés dans la littérature sont; la
neurochirurgie, la chirurgie thoracique, un transport hors-réanimation, une ré-intubation,
l'utilisation d’anti-H2 ou d’antiacide, un changement de circuit de ventilation toutes les 24
heures, une antibiothérapie, la position déclive stricte, la nutrition entérale, la pression du
ballonnet < 20mmHg, une trachéotomie, un traitement par aérosol (2, 6).

4. DIAGNOSTIC

La problématique est de différencier une simple colonisation des voies aériennes d’une
véritable infection du parenchyme pulmonaire. La prescription injustifiée d’antibiotiques
entraine un risque d’effets secondaires, un colt supplémentaire et une pression de sélection
au niveau individuel comme a celui 'unité de réanimation aboutissant a I'émergence de
souches multi-résistantes. A I'inverse, une prescription tardive ou inappropriée vis-a-vis de la
sensibilité du ou des micro-organismes responsables s’avére néfaste pour le devenirimmédiat
du patient.
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a)  CLINIQUE

La suspicion clinique repose sur I'association d’une fievre (dés T °2>38.3 °) ou plus rarement
d’une hypothermie, d’aspirations trachéales purulentes, de I'apparition d’une toux ou d’une
dyspnée. La suspicion de PAVM est également légitime devant une aggravation de I'état
hémodynamique ou respiratoire du patient.

La suspicion d’infection peut étre difficile a confirmer dans certaines situations telles qu’une
atteinte pulmonaire préexistante, un SDRA ou [lutilisation de traitements rendant
ininterprétable la courbe thermique (circulation extracorporelle, corticoides). Si I'association
de ces criteres cliniques est considérée comme sensible, elle reste trés peu spécifique.

b) PARACLINIQUE

Sur le plan paraclinique, la suspicion est confortée en cas d’hyperleucocytose (>12000/mm3)
ou de leucopénie (<4000/mm3), associée a la présence d’'un syndrome inflammatoire
biologique (CRP, procalcitonine) et d’'une image radiologique « compatible ». Ce terme
volontairement imprécis tient aux difficultés d’interprétation des radiographies pulmonaires
en réanimation (14, 12).

c)  MICROBIOLOGIQUE

Quelles que soient les techniques de préléevements utilisées, les études montrent que la
majorité des PAVM sont dues a des Bacilles Gram Négatif (BGN), tels que les entérobactéries
aérobies (Escherichia Coli, Enterobacter sp, Klebsiella sp) le Pseudomonas aeruginosus.
Staphylocoques aureus est le principal Cocci gram positif, en cause (7, illustration 4 :).

Les PAVM sont généralement classées en pneumonies précoces et en pneumonies tardives,
classification essentiellement fondée sur des données bactériologiques. Au moment de
I'intubation et durant les premiers jours de ventilation mécanique, c’est la flore habituelle du
patient qui est inhalée et va causer la majorité des pneumonies dites précoces, avec une
écologie principalement oropharyngée comme le Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae et le Staphylococcus aureus méticilline sensible (SAMS), germes également
retrouvés au cours de pneumopathies communautaires.

Secondairement, c’est la flore colonisante, constituée essentiellement de BGN ou de bactéries
hospitalieres, qui va étre responsable des pneumonies dites tardives. La limite habituellement
retenue se situe autour du 5e jour de ventilation mécanique (entre le 4e et le 7e jour) (7, 31).
Un pathogene est identifié dans environ 70 % des cas et dans 30 % des cas l'infection est poly-
microbienne.
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Figure Microbiologie des pneumonies acquises sous ventilation
mécanique (PAVM)

* Enterobacter sp, E. coli, Proteus sp, Klebsiella sp, Serratia sp, Citrobacter sp, Hafnia alvei.

4. Microbiologie des PAVM indépendamment du temps de ventilation
mécanique (Chastre J, Fagon JY. Ventilator-associated Pneumonia. American
Journal of Respiratory and Critical Care Medicine [En ligne]. Avril 2002 [cité le

6 jan 2023];165(7).867-903. Disponible :
https://doi.orq/10.1164/ajrccm.165.7.2105078 p.884)

La méthode de détection conventionnelle des microorganismes lors d’une PAVM est réalisée
sur un lavage broncho-alvéolaire (LBA) ou une cytologie broncho-trachéale (CBT), avec des
seuils d’infection respectivement & 10* et 10° (9).
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5. Réalisation d’un lavage broncho-alvéolaire
(https://www.trialexhibitsinc.com/library-item/bronchial-lavage, consultée le
01/10/2022)

Cette méthode retourne successivement 3 types de résultats. En quelques heures, L’examen
direct par microscopie optique aprés coloration nous rend un premier résultat, selon I'aspect
et la coloration du germe « Cocci » ou « bacille », GRAM « positif » ou « négatif ».Une valeur
gualitative sera également donnée en fonction du nombre de bactéries visible sur la coupe :
« rare(s) », « quelque(s) », « nombreux ». Cela permet d’avoir une premiére orientation sur
la famille du germe en cause et permet parfois déja de modifier I'antibiothérapie.
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6. Exemple d’examen direct (http://www.svi-stu.com/2017/10/info-la-
coloration-de-gram.html, consultée le 10/09/2022)

En 24 a 48 heures la culture du germe permettra I'identification de I'espéce.

7. Exemple de culture (http://www.microbes-
edu.org/professionnel/observations/obs18/J12/, consultée le 10/09/2022)

En 72-96H, I'antibiogramme permettra de déterminer la sensibilité aux antibiotiques du
germe (11, 22).

8. Exemple d’antibiogramme (http://www.microbes-

edu.org/mecanisme/Phenol/.html, consultée le 10/09/2022)

5. TRAITEMENT

a)  ANTIBIOTHERAPIE
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Un traitement antimicrobien précoce de la pneumonie est impératif, la littérature montre que
le retard dans la mise en place d'un traitement approprié a un impact négatif sur le pronostic
et est associé a une augmentation de la mortalité (23).

Par conséquent, il est indispensable d’initier une antibiothérapie probabiliste précoce en cas
de signes de gravités

(1)  ANTIBIOTHERAPIE PROBABILISTE

Le choix de cette antibiothérapie doit étre basé sur plusieurs arguments :

- le délai de survenue de la PAVM traitée par rapport a I'hospitalisation : les PAVM d’apparition
précoce (survenant moins de 5 jours apreés |'hospitalisation) sont plus fréquemment dues a
des bactéries communautaires qu’a des bactéries multirésistantes en comparaison avec les
PAVM d'apparition tardive (survenant 5 jours aprés I’hospitalisation). Pour les PAVM précoces,
I'introduction d’un traitement probabiliste a large spectre n’est donc en général pas
nécessaire, a I'inverse des PAVM tardives.

- I’écologie bactériologique du pays, de I'hopital et de la réanimation en question.

- les facteurs de risques individuels du patient d’'infection a germes multirésistants, que nous
aborderons plus bas.

SN
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L —— —] [}

| : l

> 2 jours > 7 jours > 15 jours %ﬁfﬁffm
L) I
mécanique
Figure Agents pathogénes habituellement responsables des

PAVM en fonction des différentes périodes de risques
*Risque dautant plus grand que les patients ont requ une antibiothérapie préalable.

(Park DR. The microbiology of ventilator-associated pneumonia. Respir Care. 2005
Jun;50(6):742-63; discussion 763-5. PMID: 15913466. p 748)

(2) ADAPTATION DE L’ANTIBIOTHERAPIE PROBABILISTE

Chez chaque patient, le traitement doit étre modifié sur la base de la réponse clinique et des
résultats de I'analyse microbiologique. L’'antibiothérapie devra étre adaptée aux résultats de
'examen direct, de la culture et enfin de I'antibiogramme.

En absence d’amélioration aprés 48 a 72 heures, la présence éventuelle d’autres agents
pathogénes non recherchés, une complication spécifique (abces), un autre site d'infection, ou
un diagnostic non infectieux devront étre considéré.

En cas d’identification de germes multirésistants, plusieurs travaux ont démontré l'intérét de
recourir a un avis spécialisé (antimicrobial stewardship) afin d’optimiser l'utilisation des
antibiotiques récemment développés pour lutter spécifiquement contre les mécanismes de
résistance émergents (cf infra) (17, 20).

(3) DUREE DE L'ANTIBIOTHERAPIE
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Le traitement doit étre poursuivi pendant la durée minimale adéquate pour le patient, soit en
général une durée de 5 jours. Certains travaux proposent d’adapter la durée d’antibiothérapie
a la réponse clinique du patient et a I'évolution de marqueurs biologiques spécifiques
(procalcitonine en particulier [12, 14]). Dans tous les cas, la poursuite de I'antibiothérapie au-
dela de 5 jours doit étre justifiée par une évolution non favorable ou I'existence d’un foyer
profond (13).

b) AUTRES TRAITEMENTS

Les autres traitements comprennent I’évacuation d’un foyer profond, tel qu’une pleurésie
purulente ou un abcés pulmonaire, dans lesquels I'inoculum bactérien est important et la
diffusion de I'antibiotique altérée.

L'approche de régulation de I'inflammation pulmonaire par immunomodulation reste pour le
moment au stade de la recherche pré-clinique [76, 77].

Les mesures préventives pour éviter 'apparition des PAVM ne sont efficaces qu’appliquées
sous forme de procédure d’équipe (bundles), et comprennent entre autres les mesures
d’hygiene (désinfection des mains, respect des précautions contact si indiquées), des
procédures de surveillance et de monitorage de I'écologie du service, le retrait précoce des
dispositifs invasifs (extubation), I'aspiration sus-glottique, la décontamination digestive (30).
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B.LES RESISTANCES BACTERIENNES
1. INTRODUCTION

La prévalence croissante des infections dues aux bactéries gram-négatives multirésistantes
(BMR ou multi-drug resistant, MDR) constitue une menace grave pour la santé publique
mondiale en raison d’options de traitement limitées et de la lenteur historique de
développement de nouveaux agents antimicrobiens.

L'utilisation croissante d’antibiotiques a large spectre (comme les carbapénémes) de fagon
probabiliste en réponse a cette émergence de résistances, y compris tres courte (1 a 3 jours),
est finalement associée a un risque plus élevé de sélection de mutants résistants chez les
patients traités, et donc entretient cette augmentation des résistances(51, 52, 45).

Les pneumonies associées aux soins de réanimation étant responsables de 50% de la
consommation d’antibiotiques en réanimation, il est critique de développer des approches
permettant de limiter I'utilisation inadéquate d’antibiotiques a large spectre en réanimation
pour freiner 'émergence de résistances (33, 34).

A cette tendance de fond d’émergence de bactéries MDR, I'épidémie de SARS COV 2 récente
a ajouté une augmentation de la prévalence de SDRA en réanimation ainsi que des durées de
ventilation, multipliant le risque de PAVM et le temps d’exposition aux antibiotiques.

2. EPIDEMIOLOGIE

a) QUELQUES CHIFFRES

(1) DANS LE MONDE :

Les infections dues aux souches de bactéries multirésistantes (BMR) sont associées a une
augmentation de la morbidité et de la mortalité ainsi qu’'un allongement des durées
d’hospitalisation. 1l en résulte une charge significative sur les systémes de santé (réf 34).

Ces derniéres années, le taux de BMR chez les patients hospitalisés atteints de pneumonie a
augmenté de facon spectaculaire (réf 38, 36, 39, 47). Leur prévalence varie d'un hépital a un
autre et selon la population étudiée le monitorage des données de surveillance locales est
indispensable (réf 33).

Les pathogénes MDR le plus courants causant les pneumopathies acquises a I'hopital sont le
Pseudomonas aeruginosa, les souches MDR de Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Acinetobacter spp et E. coli (33).

Les données du programme de surveillance Study for Monitoring Antimicrobial Resistance
Trends (SMART) ont montré que l'incidence mondiale des isolats producteurs de BLSE d'E. coli
est passée de 9,2 % en 2002 a 21,2 % en 2010 ( 44).
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Parmi les souches d’A. baumannii, les taux de résistance aux carbapénémes (doripénémes)

ont été signalés comme étant en augmentation en Europe ; en 2011, plus de 50 % des isolats

dans 4 pays d’Europe (Italie, Gréce, Espagne et Portugal) étaient résistant aux carbapénémes

(45).

Aux Etats-Unis, une étude a montré que prés de 20 % des agents pathogénes de toutes les

infections nosocomiales déclarées possédaient un phénotype MDR (39).

(2)

EN FRANCE

D’aprés les données du réseau REA RAISIN de 2017 évaluant les infections nosocomiales dans

199 réanimations de 174 établissements pour un total de 68 581 patients, les entérobactéries

présentaient comme taux de résistance :

4.
5.
6.

10.

66 % a I’Augmentin (Amoxicilline-acide clavulanique).
28 % aux Céphalosporines de 3¢ génération (C3G)

18% exprimaient une béta-lactamase de spectre étendu (BLSE).

Micro-organisme Indicateur n n' %
Staphylococcus aureus (1595) Oxacilline 1570 248 158
Glycopeptides 1503 3 0.2
PanR probable 1518 2 0.1
confirmé 1518 2 0.1
e faecalis -\ mpicilline 383 29 76
Glycopaptides (ERG) 388 3 0.8
PanR probable 385 0 0.0
confirmé 385 0 0.0
Enterococcus faecium (166) Ampicilline 158 122 76.7
Glycopeptides (ERG) 158 ) 19
PanR . probable 159 0 0.0
i : PO - - | | S - S | _08]}
Entérobactéries (5 2486) Amoxicilline/acide clavulanique 5102 33N 86,1
Céphalosporine 3* génération 5113 1445 283
Carbapénéme 5049 78 1.5
BLSE 5044 802 17.9
PanR probable 5020 28 05
I confirmé 5020 5 01}
Pseudomonas aeruginosa (2 089) Pipéracilline/tazobactam 2049 573 28,0 |
Ceftazidime 2050 442 216
Carbapénéme 2044 401 186
Colistine 1459 43 29
PanR probable 2015 32 16
confirmé 2015 9 0.4
Acinetobacter baumannii (187) Ceftazidime 182 74 40,7
Carbapénéme 183 44 240
Colistine 129 9 7.0
PanR probable 181 5 28
confirmé 181 5 2.8

Réseau REA RAISON 2017, santé publique France, surveillance des infections

nosocomiales en France (https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-
W6CQZ48&list=PLuyY2Yw-mIQDoUZrgVcaxzSllzVG49ex|, consultée le 25/09/2022).

Ce réseau a également montré que la prévalence de résistances chez les entérobactéries a

connu une forte augmentation dans le début des années 2000, avant d’atteindre un plateau
depuis 2014.
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Marqueur Pourcentage de résistance dans l'espéce

SlCI-organising antibiotique | 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Entérobactéries C3G 172 203 202 199 237 271 454 388 359 329 310 284 283
BLSE 99 68 132 123 139 184 191 175 214 183 178 168 179
imipénéme - = - - - - 24 24 16 16 10 18 15

11. Réseau REA RAISON 2017, santé publique France, surveillance des infections
nosocomiales en France (https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-
We6CQz4&list=PLuyY2Yw-mIQDoUZrgVcaxzSllzVG49exl, consultée le

25/09/2022).

b) FACTEURS FAVORISANT L’'EMERGENCE DE RESISTANCE

Les facteurs qui ont contribué a la persistance et a la propagation de bactéries gram-négatives
multi résistantes sont multiples.

- la prescription excessive d'agents antimicrobiens existants, méme trés courte, entrainant le
développement de mécanismes de résistance adaptative par les bactéries.

-un défaut de gestion raisonnée des antimicrobiens, notamment l'utilisation inadéquate de
plusieurs agents a large spectre a contribué a perpétuer le cycle de résistance croissante.
-Des causes non liée a la médecine humaine comme l'utilisation massive d’antibiotique en
médecine vétérinaire dans certains élevages (36, 38, 39, 47, 48, 49, 50, 51, 52).

c)  FACTEURS DE RISQUE

De nombreux facteurs de risque sont associés a la survenue d'infection par des organismes
résistants (48, 49, 50), notamment :

- Un traitement antimicrobien antérieur, de surcroit un agent a large spectre, dans les
90 jours précédents

- Une hospitalisation en cours, depuis 5 jours ou plus

- Une forte prévalence d'organismes résistants dans I’hdpital

- Un traitement immunosuppresseur

- Une hospitalisation d’au moins 2 jours dans les 90 jours précédents

- Un séjour en maison de repos ou séjour en établissement de soins de longue durée

- Une dialyse chronique dans les 30 jours précédents

- Des soins de plaie a domicile ou une thérapie par perfusion intraveineuse

- Un membre de la famille porteur d’agent pathogéne résistant

- Une anomalie structurelle des bronches (BPCO séveére, dilatation des bronches,
mucoviscidose)

- Un voyage récent en zone d’endémie de résistance bactérienne.

3. RESISTANCES DES PRINCIPAUX GERMES RESPONSABLES DE
PAVM

Les mécanismes impliqués dans le développement de la résistance antimicrobienne peuvent
étre naturels ou acquis.
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Les résistances naturelles découlent de caractéristiques spécifiques d'un micro-organisme,

telles que la composition d'une membrane a faible perméabilité et/ou la possession de
pompes d’efflux constitutifs pour limiter la pénétration des agents antimicrobiens. Elles sont
toujours chromosomiques et définissent le phénotype sauvage de la bactérie, un phénotype
stable (transmission verticale).

Les résistances acquises peuvent résulter dune mutation chromosomique ; les bactéries

mutant de maniére naturelle. Il s’agit d’événements rares (10*6 a 10*9) mais possible en cas
d’inoculum élevé. La mutation sera stable donc transmise a la descendance mais pas aux
autres especes.ll existe un risque de sélectionner ce mutant résistant par pression
antibiotique.

Un autre type de résistance peut naitre via I'acquisition de nouveaux génes par incorporation
de matériel génétique, tel que des plasmides ou des transposons, porteurs de génes de
résistances. Les plasmides sont des éléments génériques pouvant se transmettre au sein d’une
méme espéce mais également entre 2 especes différentes, transférant ainsi le mécanisme de
résistances (enzymatique en général).De plus un plasmide peut porter plusieurs génes de
résistance et entrainer des co-résistances

Les mécanismes de résistance les plus couramment retrouvés chez les bactéries gram-

négatives comprennent :

- La production de diverses enzymes beta-lactamases inactivatrices (BLSE)

- L'imperméabilité par la diminution de I'afflux d'agents antimicrobiens dans
I'organisme en raison d’une réduction du nombre de canaux d'entrée des protéines
qui facilitent leur absorption

- Le phénomene d’efflux en raison d’une surexpression de pompes membranaires
évacuant 'antibiotique du cytoplasme de la cellule

- La modification de la protéine bactérienne ciblée par I'antibiotique.

a) LES ENTEROBACTERIES

Nous avons vu plus haut dans la partie physiopathologie (7) que les entérobactéries sont
responsables de la majeure partie des PAVM. Ces entérobactéries sont des bacilles gram
négatif classés en 6 catégories en fonction de leurs résistances naturelles.

Salmonella

Groupe 0 Absence de béta-lactamase Proteus mirabilis
3 o E. coli, Shigella

Groupe I Céphalosporinase non exprimée &

Groupe IT Pénicillinase chromosomiqfie (A’/ebsie//n. sauf K. aerogenes),
(bas mivean) C koseri

Enterobacter, Morganella,

Groupe IIT Céphalosporinase inductible C. freundii, Hafnia, Serratia,
Providencia K. gerogenes

Groupe IV Pénicillinase + Céphalosporinase Yersinia, Serratia fonticola

Groupe V Céfuroximase Proteus vulgaris, P. penneri
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12. Resistance naturelle des Entérobactéries aux beta-lactamines (Laurence
Armand Lefevre DURPI 2022 https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-
W6CQz4&list=PLuyY2Yw-mIQDoUZrgVcaxzSllzVG49ex!, consultée le
05/09/2022)

Les entérobactéries du groupe 0 comme Proteus mirabilis ou Salmonella ne possédent pas de
béta-lactamase et sont donc a |’état sauvage sensible a la plupart des pénicillines.

Les entérobactéries du groupe 1 comme E. coli et Shigella possedent une Céphalosporinase
mais celle-ci n’est pas exprimée. Elles sont donc également sensibles a la plupart des
pénicillines.

Les entérobactéries du groupe 2 comme Citrobacter Koseri possédent une pénicillinase
chromosomique de bas niveau les rendant résistantes a I’Amoxicilline et a la Ticarcilline, mais
cette résistance est récupérée totalement par les inhibiteurs de pénicillinase comme I'Acide
clavulanique ou le Tazobactam.

Les entérobactéries du groupe 3 comme les Enterobacter, le Citrobacter freundi, et les
Morganella, possédent une céphalosporinase inductible. Les céphalosporinases, a I'inverse
des pénicillinases, ne touchent pas la ticarcilline. Mais elles ne sont pas récupérées par les
inhibiteurs.

La notion d’inductibilité est une notion complexe dont I'impact clinique est pour I'instant
uniguement suspecté. La présence d’antibiotique va induire I'activité de la céphalosporinase
chez les bactéries du groupe 3. Cette induction est réversible, a l'ablation de la
céphalosporine, la bactérie retrouve son antibiogramme de base. Cette céphalosporinase
inductible n’hydrolyse pas le CEFEPIME ce qui en fait un antibiotique de choix contre les
entérobactéries du groupe 3.

En effet lors d’'une infection a inoculum élevé, il est possible qu’une des bactérie de I'inoculum
est une mutation sur cette céphalosporinase conduisant a son expression en dehors de toute
antibiothérapie, on parle de céphalosporinase déréprimée.

Le CEFEPIME qui reste actif sur cette céphalosporinase déréprimée, permettra d’éviter de
sélectionner ce mutant résistant.

Mutant déréprimé (10 — 107)

[N

Antibiotique instable aux
% N actif surq la Py céphalosporinases - .}.
() souche —_— [ ) )
Se— o
%% ex: L= ..
(== =

Mutant naturel SELECTION
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13. Principe de sélection d’un mutant résistant par I'antibiothérapie (Laurence
Armand Lefevre DURPI 2022, https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-
W6CQz4&list=PLuyY2Yw-mIQDoUZrqgVcaxzSllzVG49exl, consultée le
05/09/2022)

Les entérobactéries du groupe 4 comme Yersinia possédent a la fois une céphalosporinase et
une pénicillinase.
Les Entérobactéries du groupe 5 comme Proteus vulgaris possédent une forme mixte entre

une céphalosporinase et pénicillinase, il s’agit d’'une céphalosporinase récupérée par I'acide
clavulanique. Cette enzyme hydrolyse fortement le Cefuroxime, on parle de cefuroximase.

b) PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Le Pseudomonas aeruginosa est un BGN possédant de multiples résistances a I’état sauvage,
via 3 principaux mécanismes :
- Une résistance enzymatique via une céphalosporinase inductible similaire aux
entérobactéries du groupe 3.
- Une perméabilité médiocre empéchant I'entrée des antibiotiques dans le cytoplasme
de la bactérie.
- Un systéme d’efflux permettant d’éliminer les antibiotiques ayant réussi a pénétrer
dans le cytoplasme du Pseudomonas.

Par conséquent cette bactérie est naturellement résistante aux antibiotiques suivants :
AMXOCILLINE, AUGMENTIN, C1G C2G, CEFOXITINE et CEFOTAXIME.

c) STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Le Staphylococcus aureus est un Cocci gram positif fréquemment impliqué dans les PAVM. La
souche sauvage est habituellement sensible aux béta-lactamines(notamment la Cefazoline).
Ce germe peut acquérir une mutation sur le géne Mec A/C entrainant une modification de la
cible des béta-lactamines, en lien avec I'acquisition d’'une protéine de liaison au pénicillines
(PLP) exogene appelée « PLP2a », qui va donner une résistance a toutes les béta-lactamines
(sauf la Ceftaroline, une céphalosporine de 5°™¢ génération C5G), on parle alors de
staphylocoque résistant a la méticilline (SARM).

La prévalence du SARM en France est estimée a 12% d’aprés la surveillance de l'atlas of
epidemiologic diseases, et est en diminution depuis 20 ans.

Cette mutation est détectée par la PCR multiplex.

d)  RESISTANCES ACQUISES, ENZYMATIQUES

Ces résistances peuvent potentiellement étre acquises par 'ensemble des bactéries évoquées
ci-dessus.

(1)  PENICILLINASE DE BAS NIVEAU
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Les pénicillinases de bas niveaux sont des enzymes qui hydrolysent ’Amoxicilline et la
Ticarcilline, mais avec une récupération de I'efficacité par les inhibiteurs de pénicillinases
comme I’Acide clavulanique ou le Tazobactam.

Ces enzymes peuvent étre présentes naturellement dans le génome d’une bactérie comme
pour les entérobactéries du groupe 2 ou étre acquises par mutation chromosomique ou
plasmidique.

(2)  PENICILLINASE DE HAUT NIVEAU

Souvent acquises par un plasmide avec un promoteur fort, donc encore plus exprimées, les
pénicillinases de haut niveau sont moins bien restaurées par les inhibiteurs.

Les céphalosporines de 1¢" générations (C1G ) sont également souvent touchées.

La famille de pénicillinases la plus fréquemment rencontrée est la famille des TEM (pour
Temoniera).

Les pénicillinases peuvent muter et devenir résistantes aux inhibiteurs. C'est le cas des IRT (=
TEM muté et résistante aux inhibiteurs). Une mutation peut alors transformer une
pénicillinase en BLSE (exemple TEM 24).

(3) IRT : INHIBITOR RESISTANCE TEM

Les TRI, TEM résistante aux inhibiteurs, sont des pénicillinases qui ont muté et cette
mutation les a rendues résistantes aux inhibiteurs.

(4) CEPHALOSPORINASE HYPER PRODUITE

Les céphalosporinases hyper produites sont des céphalosporinases synthétisées en quantité
importante via différents mécanismes :
- Une hyperproduction, via, par exemple, une mutation de promoteur et donc une
surexpression comme pour la mutation du promoteur de E. Coli (entérobactéries du
groupe 1 possédant a I'état sauvage une céphalosporinase non exprimé).
- Une dérépression via la levée du mécanisme de rétrocontréle des céphalosporinases
inductibles des entérobactéries du groupe 3 par une mutation chromosomique.

L’augmentation de production en quantité de céphalosporinase va élargir le spectre de
résistance a la Ticarcilline ainsi qu’aux C2G et aux C3G. On rappelle que les céphalosporinases
ne sont pas récupéré par les inhibiteurs.

Les CAG (CEFEPIME) restent actives sur les céphalosporinases déréprimées.

(5) BETA LACTAMASE A SPECTRE ELARGIE

Une BLSE est une pénicillinase de haut niveau qui a élargi son spectre aux C3G/C4G épargnant
la Cefoxitine. Les BLSE sont rattrapées par les inhibiteurs de bétalactamase mais de facon
variable.

Sur I'antibiogramme I'image en « bouchon de champagne » est caractéristique, il s’agit d’'une
image de synergie entre une C3G et un inhibiteur.
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14. Image en bouchon de champagne d’un antibiogramme de BLSE (Laurence
Armand Leféevre DURPI 2022, https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-
W6CQz4&list=PLuyY2Yw-mIQDoUZrqVcaxzSllzVG49exl consultée le
06/09/2022)

Les BLSE ont connu, en France, une forte augmentation depuis le début des années 2000 avec

une impression de plateau depuis 2-3 ans, d’apreés le réseau RAISIN de 2018.
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d’aprés le réseau BMR raison de 2018 (https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-
W6CQZz4&Iist=PLuyY2Yw-mIQDoUZrgVcaxzSllzVG49exl, consultée le 25/09/2022)

Cette augmentation est en partie liée a l'arrivée en 2006 d’une nouvelle BLSE CTX-M

(Cefotaximase), notamment chez E. coli, une bactérie communautaire, et donc avec un fort

risque de diffusion de résistance dans la communauté.
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16. Epidémiologie CTX-M dans le monde d’apres(Cantdn R, Coque TM. The CTX-M
B-lactamase pandemic. Current Opinion in Microbiology [En ligne]. Oct 2006
[cité le 4 oct 2022];9(5):466-75. Disponible :
https://doi.orq/10.1016/j.mib.2006.08.011,)

Incidence E-BLSE par espeéce
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17. Incidence des entérobactéries BLSE par espéce en France d’apres le réseau
Raison (2018) (https.//www.youtube.com/watch?v=NIr6-
W6CQz4&list=PLuyY2Yw-mIQDoUZrgVcaxzSllzVG49exl, consultée le
25/09/2022)

E. coli est d’ailleurs d’aprés les données du réseau RAISIN de 2018 la bactérie la plus porteuse
de BLSE en France, suivie par Klebsiella pneumoniae et Enterobacter cloacae.

La BLSE CTX-M est détectée par la PCR multiplex.

En termes d’antibiothérapie, le CEFTAZIDIME-AVIBACTAM est trés efficace, tandis que le
CEFTOLOZANE TAZOBACTAM a une activité plus variable sur les BLSE.
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(6) CARBAPENEMASES :

En France, la prévalence des carbapénémases est en augmentation progressive (Santé
Publique France).

Evolution du nombre d’Entérobactéries productrices
de carbapénémases signalées en France
entre 2009 et 2015

120 Vo * Santé
-@® e publique
100 . o. ? France

Nombre d'épisodes d'EPC

) = 2 = o = s &
S € 3 3 58 ¢ 5 3 5 ¢ 3

Mols
* données au 31 décembre 2015

mEpisodes sans lien rapporté avec I'étranger o Episodes avec lien avec un pays étranger

18. Evolution du nombre de carbapénémase en France entre 2009 et 2015 (santé
publigue France) (https.://www.youtube.com/watch?v=NIr6-6CQZ4&list=PLuyY2Yw-
mlQDoUZrgVcaxzSllzVG49exl, consultée le 25/09/2022)

Elles sont majoritairement de type OXA-48, ceci en partie lié a nos relations avec le
Maghreb, suivie des types NDM.

A

v,
A N
OXA-48

N

Bangadesh

P. Nordmann, journée Claude Bernard 2011

19. Répartition des carbapénémases dans le monde en fonction de leur classe.
(Canton R, Coque TM. The CTX-M B-lactamase pandemic. Current Opinion in
Microbiology [En ligne]. Oct 2006 [cité le 4 oct 2022];9(5):466-75. Disponible :
https.//doi.org/10.1016/j.mib.2006.08.011)

Elles sont portées dans 54% des cas par K pneumoniae et dans 34% des cas par E. coli
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20. Répartition des carbapénémases par classes en France (santé publique
France) (https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-W6CQZ4&list=PLuyY2Yw-
mlQDoUZrgVcaxzSllzVG49exl, consultée le 25/09/2022)

En France, dans les réanimations, 1.5% des entérobactéries sont résistantes aux

carbapénémes.
| Entérobactéries (5 248) Amoxiciline/acide clavulanique 5102 33N 88.1
Céphalosporine 3* géndration 5113 1445 283
Corbapénéme 5049 78
BLSE 5044 002
PanR probable 5020 28 0.5
confirmé 5020 5 0.1

21. Réseau REA RAISIN 2017, Santé Publique France, surveillance des infections
nosocomiales en France. (https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-
W6CQZ48&list=PLuyY2Yw-mIQDoUZrgVcaxzSllzVG49ex|, consultée le

25/09/2022)

Les carbapénémases sont classées en 3 familles :

Les pénicillinases de classe A, comme par exemple la KPC de Klebsiella pneumoniae.

Il s’agit d’'une pénicillinase, qui n’hydrolyse pas la Cefoxitine, et qui est théoriquement
récupérée par les inhibiteurs de pénicillinases. Cependant l'acide clavulanique et le
Tazobactam ne sont pas assez puissants pour récupérer une efficacité antibactérienne sur les
souches porteuses de KPC. Les seuls antibiotiques actifs sont donc le Cefiderocol (qui utilise
les canaux fer pour augmenter sa concentration dans le cytoplasme) le Ceftazidime-
Avibactam, et les carbapénémes associé a un inhibiteur de pénicillinases.

La mutation responsable du phénotype KPC est détectée par la PCR multiplex.
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Les métallo-béta-lactamase de classe B de la classification d’Ambler représentent une classe
contenant uniquement des carbapénémases de types VIM, IMP et NDM. Elles hydrolysent
toutes les bétalactamines a I'exception des monobactames, par conséquent I'antibiotique de
choix est '’Aztreonam. Pourtant dans 98% des cas la carbapénémase est associée a une BLSE,
il faut donc ajouter un inhibiteur, dans ce cas le Ceftazidime-Avibactam (une association
aztreonam-avibactam serait efficace mais n’existe pas sur le marché).

Les carbapénémases VIM, NDM, IMP sont détectées par la PCR multiplex.

Les oxacillinases de classe D de la classification d’Ambler, comme OXA-48 et les phénotypes
oxa-48 like ont un spectre qui ne touche pas les C3G et C4G, mais dans 90% des cas elles sont
associées a une BLSE. Ces enzymes sont tres faiblement récupérées par les nouveaux
inhibiteurs.

Par conséquent les antibiotiques a utiliser sont la CEFTAZIDIME en I'absence de BLSE, et le
CEFTAZIDIME AVIBACTAM ou le CEFIDEROCOL en présence de BLSE.

C'est la carbapénémase la plus retrouvée en France.

Oxa48 et Oxa48-like sont détectées par la PCR multiplex.

Pour affirmer la présence d'une carbapénémase il faut toujours réaliser des tests
supplémentaires a I'antibiogramme. En effet les résistances aux carbapénémes sont souvent
liées a une association de plusieurs mécanismes de résistances, plus qu’a une carbapénemase.

Amoxicilline

Amox. + ac. clav

Ticacilline
Ticar. + ac. clav
Pipéracilline
Piper. + tazobactam s s 1
Cefalotine (C1G) s 1 s
Cefamandole (C2G) s S S
Cefuroxime (C2G) s s s
Cefotaxime (C3G) S S S S
Ceftazidime (C3G) s s s s
Eafsrine (cAa) s s s s
Caz + avibactam s s s s s s s s/\/R
Ceftolozane + tazo s s s s/ s s
Cefoxitine S S S S s/I/R* S
s s s s EEEE s
m:m S & S s s s
Imi + relebactam s/I/R
Méro + vaborbactam S/I/R
Cefiderocol S S ~ s S s S S
22. Tableau récapitulatif des résistances enzymatiques acquises (Laurence
Armand Lefevre DURPI 2022 https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-
W6CQz4&list=PLuyY2Yw-mIQDoUZrgVcaxzSllzVG49ex| consultée le
06/09/2022).
e) AUTRE RESISTANCE ACQUISE : EXEMPLE DU PSEUDOMONAS AERUGINOSA

En 2017 le réseau RAISIN avait décrit que les Pseudomonas aeruginosas responsables
d’infections liée aux soins en réanimation étaient résistant :
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-A la TAZOCILLINE dans 28% des cas

-A la CEFTAZIDIME dans 21.6% des cas

-Aux CARBAPENEMES dans 19.6% des cas.
Ce réseau a également montré que l'incidence de ces résistances est stable depuis ces
derniéres années.

_— / Résistance P. aeruginosa
% |

| Micro-organisme ___Indicateur 2 R T

Pseudomonas aeruginosa (2089) ~pyosociinanazobactam 2008 &73 280 = Pipera/tazobactam : 28,0%
E’J‘é‘;‘;’n".;. 822 iéz f;g = Ceftazidime : 21,6%
olistine 14 4 2, o -
B et e & g-g = Carbapéneme : 19,6%

\ = (Colistine : 2,6%

23. Résistance du Pseudomonas Aeruginosa en réanimation en France (Réseau
REA-Raison 2017, santé publique France
https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-W6CQZ4&list=PLuyY2Yw-
mlQDoUZrgVcaxzSllzVG49ex! consultée le 06/09/2022).

Marqueur Pourcentage de résistance dans l'espéce
Micro-organisme antibiotique | 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
P. aeruginosa Pipéitazobactam 283 280
P. aeruginosa ceftazidime 226 233 207 225 182 182 283 236 208 171 187 194 216
P. aeruginosa imipénéme . . . - 226 234 246 197 184 233 196
P. aeruginosa colistine 26 29

24. Evolution des résistances du Pseudomonas Aeruginosa en réanimation en
France (Réseau REA-Raison 2017,santé publique France
https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-W6CQZ4&list=PLuyY2Yw-
mIQDoUZrgVcaxzSllzVG49ex! consultée le 06/09/2022)

La particularité de Pseudomonas aeruginosa est sa faculté a acquérir des mécanismes de
résistance multiples, additifs, rendant régulierement la prise en charge thérapeutique des
patients complexe.

Tous les mécanismes de résistance enzymatique vus précédemment peuvent en effet étre
acquis par le Pseudomonas aeruginosa. Ce dernier peut également développer des résistances
a certains antibiotiques par la synthése de pompes a efflux permettant de faire sortir
I'antibiotique du cytoplasme de la bactérie. De plus, il peut acquérir des résistances par
mécanisme d’imperméabilité. C'est le cas de la mutation de la porine D2, qui va empécher
I'antibiotique d’entrer dans la bactérie (mécanisme de résistance aux carbapénémes le plus
fréquent du Pseudomonas qui est retrouvé chez 85% des Pseudomonas aeruginosas résistants
aux carbapénémes)

Elle touche beaucoup plus I'lmipenéme que le Méropénéme.

Il n’existe a I'heure actuelle pas de technique PCR permettant d’identifier la mutation de la
porine D2 ainsi que les mutations surexprimant les pompes a efflux.
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C.UN NOUVEL OUTIL, LA PCR MULTIPLEX

Dans ce contexte, le diagnostic rapide des agents microbiologiques responsables des HAP et

PAVM est une condition nécessaire pour une adéquation de I'antibiothérapie plus précoce,
afin de limiter le risque de sélection de mutants résistants a I’échelle individuelle et collective.
La PCR multiplex syndromique respiratoire sur liquide broncho-alvéolaire pourrait permettre
cette identification accélérée grace a une durée d’analyse de 4-5h entre le préléevement et le
rendu des résultats, afin d’optimiser le traitement antibiotique chez les patients graves et
intubés.

1. POLYMERASE CHAIN REACTION DEFINITION

Pour rappel, la PCR (Polymerase Chain Reaction) ou amplification en chaine par polymérase
est une technique permettant de synthétiser in vitro un fragment d‘acide nucléique donné
(ADN cible) de facon exponentielle afin d’en obtenir une quantité suffisante pour le détecter
(découverte en 1983 par Kary B. Mullis , prix Nobel de chimie en 1993).

3 5' y
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intrest L1000 383000808000
l 98°C
5 3 2
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Temperature is increased
;0120002030130 232031-c to separate DNA strands
\
l 48 to 72°C
SIllllllllllllll]lll3 ,A_nneahng_
P ) 3 5 Temperature is decreased
Template 5 Primer 3 Primer to allow primers to base
DNA strands pair to complementary

3~l]llJJllllllllJlJlJSI
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T OOIIY the region of interest is
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T
T
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25. Principe de la PCR (Laurence Armand, DURPI 2022
https://www.youtube.com/watch?v=NIr6-W6CQZ4&list=PLuyY2Yw-
mlQDoUZrgVcaxzSllzVG49exl consultée le 08/09/2022 ).
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2. UNE APPROCHE SYNDROMIQUE.

L’approche syndromique de la PCR multiplex permet, en utilisant plusieurs amorces (primers),
la recherche simultanée de plusieurs dizaines de micro-organismes ainsi que de certaines de
leurs résistances, le tout en en 1 a 5 heures.

Il s’agit d’'un systéme totalement intégré (« 2 minutes of hands-on time ») avec de bonnes
performances analytiques mais un co(t important, d’environ 200 euros par examen.

a) LA PCR THE FILMARRAY® DU LABORATOIRE BIOFIRE (BIOMERIEUX)

Au CHU de Grenoble les laboratoires de bactériologie et virologie utilisent spécifiquement le
panel “pneumopathie” de la PCR syndromique respiratoire “The FilmArray®” du laboratoire
Biofire (Biomérieux), qui permet la recherche des principaux micro-organismes responsables
d’infection respiratoire avec notamment 18 bactéries (onze Gram négatif, quatre Gram positif
et trois atypiques) et 7 résistances bactériennes (CTX-M, KPC, NDM, Oxa48-like, VIM, IMP, et
MecA/C/MREJ), en 1h30 et pour un colt d’environ 200 euros.

Parmi les 18 bactéries, cette PCR permet de détecter :
Une entérobactérie du groupe 0 :

- Proteus spp.
Une entérobactérie du groupe 1 :

- Escherichia coli
2 entérobactérie du groupe 2 :

- Klebsiella pneumoniae.
- Klebsiella oxytoca
3 entérobactéries du groupe 3 :

- Serratia marcesens.
- Enterobacter aerogenese.
- Enterobacter cloacae.
Les germes les plus fréquemment responsables de pneumopathie communautaire :

- Streptococcus pneumoniae
- Haemophilus influenza
- Mycoplasma pneumoniae
- Chlamydia pneumoniae
Des germes potentiellement résistants rencontrés dans les PAVM

- Staphylococcus aureus
- Acinetobacter baumannii
- Pseudomonas aeruginosa
Et enfin Légionella pneumophila, Moraxella catharalis et les Streptococcus pyogene et
agalactiae sont également détectés.

Parmi les 7 résistances, le panel “pneumopathie” de la PCR The Filmarray® permet la détection
de:
- une BLSE : CTX-M.
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- 5 carbapénémases : VIM, NDM, IMP, KPC, OXA-48 like.
- la résistance a la méticilline du SARM par modification des PLP : Mec A et MREJ

The FilmArray®
Pneumonia Panel

Investigational Use Only

Panel Menu

Bacteria Atypical Bacteria Antimicrobial
Semi-Quantitative Bacteria Qualitative Bacteria Resistance Genes

Acinelooacter caicoaceticus-taumanii Commiex Legionelia pneumopiig mecA/C and MREJ

KP(

26. Cibles de la PCR Multiplex syndromique The Filmarray® (Biofire, Biomérieux)
utilisée au CHU de Grenoble. (https://www.biomerieux.fr/diagnostic-
clinique/biofire-filmarray-pneumonia-panel-plus, consultée le 16/09/2022)

3. AVANTAGES DE LA PCR SYNDROMIQUE

a)  LUTTER CONTRE L’EMERGENCE DE RESISTANCE

L'identification accélérée des bactéries responsables des pneumopathies en réanimation par
I'utilisation de la PCR syndromique pourrait permettre d’optimiser le traitement antibiotique
chez ces patients,en particulier en rétrogradant précocement I'antibiothérapie probabiliste
initiale par une antibiothérapie a spectre plus étroit sans attendre les résultats de
I'antibiogramme, disponibles habituellement en 72-96h. Cette optimisation pourrait
contribuer a la lutte contre I’émergence de résistances bactériennes. Dans I'étude de Peiffer-
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Smadja et al. (57), la PCR syndromique aurait pu conduire a une désescalade d’antibiothérapie
précoce chez 37 patients sur 95 (39 %).

b) LUTTER CONTRE LA SURMORTALITE PAR LA DETECTION PRECOCE DE
RESISTANCES.

L’identification précoce de certaines résistances pourrait permettre de redresser une
inefficacité de I'antibiothérapie probabiliste initiale en élargissant le spectre antibactérien,
afin de lutter contre la surmortalité des patients atteint d’'une pneumopathie en réanimation.

Dans la méme étude parisienne (57) la PCR syndromique aurait pu conduire a l'initiation plus
précoce d'une antibiothérapie efficace chez 20 patients sur 95 (21 %) grace a la détection
précoce de 5 des 8 béta-lactamases a spectre étendu (géne CTX-M) et de 4/4 carbapénémases
(3 NDM, une oxa-48).

4, LEeS LIMITES DE LA PCR SYNDROMIQUE.

Il s’agit d’'une technique permettant une détection rapide des micro-organismes mais cette
techniqgue présente certaines limites connues.

a) LA SURDETECTION, FAUX POSITIF

Une des limites est la sur-détection, c’est-a-dire la détection d'agents microbiens
possiblement pathogénes sans pneumonie (donc sans atteinte tissulaire) observée. Une sur-
détection peut étre liée a la détection des acides nucléiques d’'une bactérie non viable ou a la
présence d’organismes ou de bactéries n’ayant pas atteint le seuil pathogéne (colonisation).
Cette forte sensibilité de la PCR syndromique expose a un risque de surconsommation
d’antibiotiques, et donc a une émergence de résistance bactérienne (65).

b) LA SOUS DETECTION, FAUX NEGATIF

La deuxieme limite de ce type de test est la sous-détection, c'est-a-dire qu'aucun pathogéne
n'est détecté malgré une croissance des agents pathogénes sur I'antibiogramme. Il peut il y
avoir plusieurs explications a ce manque de sensibilité. L'agent pathogene responsable de la
pneumopathie peut étre absent du panel de détection du test utilisé, comme c’est le cas pour
certaines entérobactéries telles Hafnia alvei, Citrobacter freundii ou Providencia sp avec la
PCR syndromique Filmarray® utilisée au CHU de Grenoble. Dans I'étude de Peiffer-Smadja et
al. (57), ces bactéries non détectées étaient impliquées dans 8 pneumonies sur 95 : Hafnia
alvei (n = 5), Citrobacter koseri (n = 2) et Serratia rubidaea (n = 1).

Par ailleurs, I'agent pathogéne peut également étre présent dans le panel de détection du test
mais ne pas étre détecté par un manque de sensibilité analytique pure de la technique.

Cette sous-détection expose au risque de sous-traiter un patient, induisant un risque de

surmortalité par I'utilisation d’une antibiothérapie inadaptée au phénotype de la bactérie en
cause.
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C) SUR-DETECTION DE RESISTANCE

Cette surdétection peut également concerner la détection des résistances, I'exemple typique
étant la détection par certaines techniques de PCR syndromique du gene mec A codant une
protéine de liaison aux pénicillines. Ce géne est présent a I'état sauvage chez certains
staphylocoques a coagulases négatives, non détectés par les techniques de PCR syndromique,
et peut étre acquis par le Staphylococcus aureus le rendant résistant a la méticilline. La
présence sur un prélévement respiratoire d’'un staphylocoque a coagulase négative et d’un
SAMS peut étre faussement interprétée par I'automate comme un SARM. Ce risque est
maintenant corrigé par l'ajout de la détection du géne MERJ non présent sur les
staphylocoques a coagulase négative.

Cette sur-détection expose également au risque de surconsommation d’antibiotique et
d’émergence de résistance.

d) SOUS-DETECTION DE RESISTANCE

Il existe également un risque de sous détection des résistances bactériennes, en effet la PCR
syndromique ne détecte qu’une petite partie des résistances bactériennes aux antibiotiques.
Le cas le plus typique est la mutation de la porine D2 du Pseudomonas aeruginosa, qui est la
résistance acquise la plus fréquente du Pseudomonas, par un mécanisme d'imperméabilité
gu’aucune technique de PCR ne peut détecter a I’heure actuelle.

Dans I'étude de Luyt, 22 des 24 erreurs dans la détection des résistances concernent le
Pseudomonas aeruginosa (58).

Cette sous détection expose au risque de surmortalité par I'utilisation d’antibiotique a spectre
trop étroit, inefficace face a la résistance bactérienne non détectée.

5. DES ETUDES DISCORDANTES.

La PCR multiplex est donc un nouvel outil pour lequel les données disponibles en termes de
performance en pratique clinique sont peu nombreuses. De méme, les études évaluant son
impact sur I’épargne antibiotique sont discordantes (57, 58, 59, 60, 61, 63, 64, 65).

La PCR multiplex bactérienne varie en sensibilité (57-97 %) et en spécificité (14-99 %) selon
I'origine de I'échantillon, le contexte clinique, et le type de PCR multiplex utilisé.

Les études mentionnées différents par la population étudiée et donc la probabilité pré-test de
surinfection bactérienne puisque certaines études ont réalisé les prélevements a titre
systématique chez des patients atteints de SDRA d’origine virale (principalement du a SARS-
CoV2) (67) avec une faible probabilité de surinfection (14%) (66) tandis que d’autres ont
uniquement réalisé les prélevements en cas de forte probabilité de surinfection bactérienne
(57, 58).

De plus certaines études utilisaient le panel pneumopathie de la PCR The Filmarray® (BioFire,
Biomérieux) (67, 65), tandis que d’autres utilisaient le panel hospitalized pneumonia de la PCR
t Unyvero (Curetis GmbH) (57, 58, 62, 63, 64, 68), ces test ayant des spectres de détection
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différents tant en terme de germes que de résistances et des délais de rendu inégaux, n’ont
donc pas les mémes performances analytiques.

De plus les méthodes d’analyse étaient différentes, les performances étant parfois mesurée
pour chaque germe (58-57) ou pour chaque prélévement global (67).

Enfin ces études ont été réalisées dans des hopitaux et dans des pays différents avec des
écologies bactériennes différentes.

Deux études parisiennes bien menées observaient une sensibilité de 77.4% (57) et 80% (58) ;
avec des spécificités opposées, 14.3%( 57) (faible spécificité expliquée par les auteurs par le
fait que le test a été utilisé uniquement chez les patients a trés haut risque de PAVM donc peu
de PCR négative (VN ou FP)) contre 99% (58).

Par conséquent il parait nécessaire de réaliser de nouvelles études pragmatiques afin de
déterminer les performances et I'impact de ce nouvel outil a I'échelle locale, dans différents
environnements correspondant a différents écosystémes en terme de prévalence de
résistances bactériennes.

C’est le sujet de ce travail, qui cherche a évaluer les performances de la PCR syndromique
The Filmarray (BioFire, Biomérieux) utilisée au sein de deux réanimations chirurgicales
grenobloises.
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IILMATERIEL ET
METHODE.

A. METHODE

1. DESIGN DE L'ETUDE

PEPPER est d'une étude descriptive, monocentrique, d’évaluation d'une méthode
diagnostique, avec recueil de données rétrospectif, réalisée au Centre Hospitalo-Universitaire
de Grenoble entre février 2020 et juin 2022 dans les deux réanimations chirurgicales :
Réanimation Polyvalente Chirurgicale (14 lits de réanimation et 4 lits de soins continus) et
Unité de RéanimationCardioVasculaire et Thoracique (12 lits de réanimation et 8 lits de soins
continus).

2. OBJECTIF PRINCIPAL

L'objectif principal de cette étude est d’évaluer la performance de la PCR multiplex The
FilmArray® pour la détection des micro-organismes responsables de surinfection pulmonaire
dans une population cible de réanimation, avec pour gold standard la culture et
I'antibiogramme du prélévement respiratoire, les deux techniques étant réalisées sur le méme
prélevement.
3. POPULATION
La population regroupe des patients de réanimation, chez qui nous avons réalisé une PCR
Multiplex The FilmArray®.
Ce prélévement était réalisé majoritairement pour 2 indications :
1) une suspicion de surinfection bactérienne reposant soit sur les critéres diagnostiques de la
RFE de 2017 qui regroupe :
- des critéres cliniques comme la majoration de I'oxygéno-requérance, la dyspnée et la
toux, 'apparition d’expectoration purulente, la fievre supérieure a 38.3°C
- des critéres radiologiques (foyer visible sur une radiographie thoracique ou une
tomodensitométrie thoracique)
- des criteres biologiques tels un syndrome inflammatoire (CRP, Procalcitonine et
leucocytes <4.0G/L ou >12G/L).
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2) une suspicion de surinfection bactérienne reposant sur la simple majoration de I'oxygéno-
requérance chez un patient déja hospitalisé pour un syndrome de détresse respiratoire aigle
(SDRA), I'étiologie du SDRA étant dans la grande majorité des cas le COVID 19. En effet dans
cette population la majorité des critéres cliniques, radiologiques et biologiques sont biaisés
par la maladie COVID 19 et son atteinte pulmonaire.

4, BACTERIOLOGIE CONVENTIONNELLE

La méthode de détection conventionnelle réalisée sur un lavage broncho-alveolaire (LBA) ou
une cytologie broncho trachéale (CBT) comprend trois entités.
L’examen direct : aprés cyto-centrifugation et coloration de GRAM du prélévement, les

techniciens I'examinent directement par microscopie optique, permettant de rendre un
premier résultat selon I'aspect et la coloration du germe : Cocci ou Bacille, positif ou négatif.
La Culture du germe permet ensuite I'identification de I'espéce en 24-48H. Les cultures ont
été quantifiées en "unités formant colonie” par millilitre.

Enfin 'antibiogramme, permet par la méthode du disque de diffusion, recommandée par

Comité de I'antibiogramme de la société Francais de microbiologie (CASFM), de déterminer la
sensibilité aux antibiotiques du germe en question en 72-96H. Les analyses microbiologiques
ont été réalisées par les techniciens du laboratoire de bactériologie du CHUGA.

5. PCR MULTIPLEX SYNDROMIQUE “THE FILMARRAY”

L’approche syndromique de la PCR multiplex permet la recherche de plusieurs dizaines de

micro-organismes simultanément, ainsi que des informations sur certaines de leurs
résistances.

Le CHU Grenoble Alpes utilise la PCR multiplex syndromique respiratoire (panel
pneumopathie) “The FilmArray®” du laboratoire BioFire (Biomérieux) qui permet la recherche
des principaux micro-organismes responsables d’infection respiratoire avec notamment 18
bactéries (onze Gram négatifs, quatre Gram positifs et trois atypiques), 7 résistances
bactériennes (CTX-M, KPC, NDM, Oxa48-like, VIM, IMP, et MecA/C/MRE)).

En cas de résultat positif, des valeurs semi-quantitatives exprimées en copies d'ADN/ml ont
également été récupérées pour chaque pathogéene détecté.

Toutes les étapes, de l'extraction de l'acide nucléique a la détection finale des agents
pathogénes, ont été réalisées dans un systéme automatisé au sein du laboratoire de
bactériologie et virologie du CHUGA

6. DONNEES
Les données ont été recueillies de maniére rétrospective a I'aide des logiciels informatiques
du CHU de Grenoble (Centricity High Acuity Critical Care, GE Healthcare, , Easily (Hospices
Civiles de Lyon), Cristal-Link(Syndicat inter hospitalier Limousin Poitou-Charentes ), avec un
historique de données allant d’avril 2020 a février 2022.

Les données recueillies étaient les suivantes :
- Démographiques : sexe, age, taille, poids des patients.
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- Critéres cliniques, biologiques et radiographiques posant la suspicion de PAVM : toux,
expectorations purulentes, fievre, images radiographiques, marqueurs d’un
syndrome inflammatoire biologique (PCT, CRP, leucocytes et PNN).

- Facteurs de risque du patient d’étre porteur de germes résistants : hospitalisation
récente, antibiothérapie récente, voyage zone d’endémie, antécédents infectieux,
respiratoires (BPCO, syndrome restrictif) ou d’'immunodépression, épuration extra-
rénale chronique, délais d’hospitalisation et de ventilation.

- Histoire infectieuse du patient lors de I’hospitalisation : différents sites infectieux,
différents prélévements microbiologiques positifs, différentes antibiothérapies
recues avant la PAVM étudiée

- Gravité des défaillances du patient, modifiant la stratégie d’antibiothérapie : déces
au cours de I'hospitalisation, recours a I'ECMO veino-veineuse ou au décubitus
ventral, oxygénorequerance rapport Pa02/FiO2, FiO2 ou en L/min, scores SOFA et
1GS2.

- Et enfin sur les test diagnostiques étudiés, résultats, dates de prélevement, délais de
rendu des résultats.

7. ETHIQUE

Cette étude a été déclarée auprés de la DRCI du CHU Grenoble Alpes comme essai respectant
la méthodologie de référence MR004, avec une autorisation a démarrer les recherches
délivrée le 15/03/2022.

B.CRITERE DE JUGEMENT

1. CRITERE DE JUGEMENT PRINCIPAL

L'objectif principal de cette étude est d’évaluer la performance de la PCR multiplex
syndromique The FilmArray® (BioFire, Biomérieux) pour la détection des bactéries
responsables de surinfection pulmonaire en réanimation, avec pour gold standard
I'antibiogramme de la culture de LBA réalisé sur le méme prélévement que la PCR.

La performance est évaluée par la sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive, la
valeur prédictive négative de la PCR multiplex TheFilmArray® par rapport a I'antibiogramme,
espéce bactérienne par espece bactérienne.

La sensibilité sera définie comme la probabilité d’avoir une PCR multiplex positive a un
germe X quand la culture est positif a un germe X. (VP/VP+FN)

La spécificité sera définie comme la probabilité d’avoir une PCR négative a un germe X quand
la culture est négatif a ce germe X (VN/VN+FP)
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La valeur prédictive positive (VPP) sera définie comme la probabilité d’avoir un
antibiogramme positif au germe X retrouvé par la PCR (VP/VP-FP)

La valeur prédictive négative (VPN) sera définie comme la probabilité de ne pas retrouver de
germe sur I'antibiogramme quand la PCR est négative (VN/VN+FN).

2. CRITERES DE JUGEMENT SECONDAIRES

a) ETUDE DES PERFORMANCES DE LA PCR MULTIPLEX SYNDROMIQUE PATIENT PAR
PATIENT

Cette méthode d’analyse sera plus proche de la réalité clinique mais plus subjective. elle fait
perdre de I'information en agrégeant plusieurs résultats parfois différents (identification
correcte de certains germes et échec de détection d’'un germe chez un patient donné par
exemple) en un résultat “composite”, avec des conséquences cliniques qui ne sont pas
toujours significatives..

Par exemple : si nous rencontrons une situation ou la PCR multiplex est positive pour un
germe A et négative pour un germe B, alors que I’antibiogramme est négatif au germe A et
positif au germe B nous considérons cet effectif comme faux négatif puisqu’en terme de
risque pour le patient nous considérons que ne pas détecter un germe est responsable d’une
morbidité plus importante que de sur-détecter un germe.

Faux Neégatif Faux Positif Vrai Positif Vrai Négatif

Faux négatif + vrai positif

Faux Négatif 0 il el

Faux négatif + faux positif

Faux positif + vrai positif

Faux Positif R e LRI G C i

i . Vrai positif
Vrai Positif - -
—— Vrai positif + vrai négatif

Vrai Négatif ' .

27. lllustration de la hiérarchisation des résultats de nos couple
PCR/Antibiogramme

b) ANALYSE APRES EXCLUSION DES BACTERIES NE FAISANT PAS PARTIE DU
PANEL DE DETECTION :
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On exclut de cette analyse les 7 espéces bactériennes qui ne sont pas détectables par PCR
multiplex TheFilmArray®, et qui ont été détectées dans les cultures pour la population de
I’étude. Il ne s’agit donc pas des performances de la technique diagnostique en vie réelle avec
I'écologie bactérienne des services étudiés, mais des performances théoriques de détection
pour les especes incluses dans le panel de la PCR multiplex TheFilmArray® étudiée.

c)  ANALYSE MULTIVARIEE

(1) ANALYSE EN SOUS-GROUPE SOUS ANTIBIOTHERAPIE/HORS
ANTIBIOTIQUE

Une des limites connues de la PCR multiplex est la sur-détection de bactéries, liée au fait que
la PCR peut détecter de ’ADN bactérien et non une bactérie viable.

A l'inverse, une des limites des méthodes bactériologiques standard est que celles-ci peuvent
étre négativées par une antibiothérapie préalable, antibiothérapie qui empécherait la pousse
de la bactérie in vitro.

Notre hypothése est que la PCR multiplex pourrait permettre la détection de bactérie
responsable de surinfection pulmonaire dont le prélevement bactériologique standard serait
négativé par une antibiothérapie préalable.

Pour cela nous avons réalisé une analyse multivariée en séparant les patients sous
antibiotigue au moment du prélevement de ceux hors antibiothérapie au moment du
prélevement, et nous concentrerons notre attention sur le pourcentage de faux positifs dans
chaque groupe et donc sur la valeur prédictive positive (VP/VP+FP)

(2) ANALYSE EN SOUS-GROUPE EN FONCTION DE L’INDICATION DE
REALISATION DU LBA

Dans cette analyse nous séparerons les patients ayant bénéficié d’'une PCR multiplex devant
des criteres francs de surinfection bactériennes de ceux ayant bénéficié de la PCR devant la
dégradation d’un SDRA Covid. Ces 2 sous-groupes devraient avoir des probabilités pré-test
différentes, nous nous intéresserons donc aux valeurs prédictives positives et négatives de
ces tests.

d) COMPARER LES DELAIS DE RENDU DE RESULTATS DE LA PCR ET DE

L’ ANTIBIOGRAMME

Le deuxieme objectif secondaire de cette étude est d’évaluer le délai de rendu de la PCR
multiplex.

Ce délai théorique de rendu des résultats est de 1h30 contre 72h pour I'antibiogramme, ce
qui permettrait d’épargner 70h d’antibiothérapie a large spectre dans I'idéal.

Cependant ces tests ne sont pas réalisés de maniere continue et sont dépendants des
capacités techniques et humaines des laboratoires de microbiologie.

Il parait donc intéressant d’évaluer les délais de rendu des tests PCR en pratique
guotidienne. Pour cela, nous avons recueilli les délais de rendu des résultats de la PCR
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multiplex et des antibiogrammes, pour comparer leurs distributions par un test non
paramétrique de Kruskal-Wallis.

e)  ANALYSE DE L'IMPACT DE L’UTILISATION DE LA PCR MULTIPLEX

THEFILMARRAY® SUR NOTRE PRATIQUE

Un des objectifs secondaires de cette étude est de déterminer I'impact thérapeutique de
I'utilisation de la PCR multiplex en termes d’antibiothérapie, réel et potentiel en cas de bonne
connaissance du test et des germes étudiés.

Nous avons étudié les modifications d’antibiothérapie réalisées en pratique par les praticiens
hospitaliers, ainsi que les modifications « théoriques » qui auraient pu étre réalisées avec une
bonne connaissance de la PCR multiplex TheFilmArray®.

Nous avons défini 4 types d’actions réalisées aprés obtention des résultats de la PCR :
Escalade : élargissement du spectre.

Désescalade : diminution du spectre.

Arrét : arrét de I'antibiothérapie.

Pas de modification : pas de changement d’antibiothérapie.

Puis nous avons défini si cette modification était adaptée ou inadaptée par rapport aux
résultats de I'antibiogramme.

Adaptée : I'antibiothérapie prescrite basée sur les données de la PCR, de I'examen direct, du
contexte et de la clinique était actif sur le germe rendu par le résultat de I'antibiogramme, et
si une désescalade était envisageable au vue des données ci-dessus, elle a été réalisée.
Inadaptée: L'antibiothérapie prescrite suite aux données de la PCR, de I'examen direct, du
contexte et de la clinique était soit inactif sur le germe rendu par les résultats de
I'antibiogramme, soit d’'un spectre trop large par rapport aux informations présentes au
moment de I'obtention des résultats de la PCR.

Une escalade appropriée était définie comme la modification de I'antibiothérapie initiale par
une antibiothérapie plus large spectre nécessaire au vu des résultats de I'antibiogramme.
Une escalade inappropriée était définie par un élargissement du spectre d’antibiothérapie
non nécessaire au vu des résultats de I'antibiogramme, notamment en cas de faux positif de
la PCR.

Une désescalade appropriée était définie par la modification de I'antibiothérapie initiale par
une antibiothérapie a spectre moins large, tout en restant efficace sur le(s) germe(s)
retrouvés sur I'antibiogramme.

Une désescalade inappropriée était définie comme une diminution du spectre
d’antibiothérapie entrainant une inefficacité de I'antibiothérapie sur le(s) germe(s)
retrouvé(s) par I'antibiogramme (risque en cas de faux négatif de la PCR multiplex), ou une
désescalade alors qu’un arrét aurait été possible.

L'arrét approprié correspondra a I'arrét d’une antibiothérapie probabiliste aprés I'obtention
des résultats de la PCR, avec un antibiogramme négatif.
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L'arrét inapproprié correspondra a un arrét de I'antibiothérapie alors que I'antibiogramme
est positif a un germe.

L'absence de modification appropriée était définie par I'absence de modification de
I'antibiothérapie initiale, au final active sur le germe retrouvé par I'antibiogramme, sans
gu’une désescalade soit possible au vu des informations disponibles au moment de
I'obtention des résultats de la PCR.

L'absence de modification inappropriée était définie par les situations ol il n’y a pas eu de
modification d’antibiothérapie alors que les informations disponibles auraient pu permettre
une désescalade, un arrét de I'antibiothérapie ou que I'antibiothérapie initiale n’était pas
active sur le germe retrouvé sur I'antibiogramme.

Pour I'analyse de I'impact potentiel que pourrait avoir la PCR multiplex sur notre prise en
charge, nous avons réalisé une revue de dossier et décidé d’une antibiothérapie en fonction
des informations disponibles au moment du rendu des résultats de la PCR multiplex.
Le choix de I'antibiothérapie « théorique » se fera a partir d’un arbre décisionnel basé sur :
- Le phénotype sauvage des bactéries détectées par la PCR : exemple entérobactérie
groupe 3 : CEFEPIME
- La détection des résistances par la PCR multiplex.
- Le résultat du direct de la bactériologie standard car toujours disponible au moment
de I'analyse de la PCR :
- PCR — et direct —: arrét
- PCR — et direct BGN : CEFEPIME pour couvrir les entérobactéries non
détectées comme Hafnia alvei (groupe 3)
- PCR — et direct CGP : pas de modification de I’antibiothérapie
probabiliste ou introduction de LINEZOLIDE si dégradation clinique
depuis le debut de I'antibiothérapie probabiliste.

Arbre décisionnel qui sera analysé en association a des criteres:

- Cliniques : une dégradation sous forme de choc septique justifie une escalade
thérapeutique méme en I'absence de germe sur la PCR ou sur le direct.

- Paraclinique : la positivité d’un autre prélevement infectieux, comme une péritonite
avec des prélevements digestifs positifs, justifie la poursuite d’une antibiothérapie
méme si la PCR multiplex respiratoire est négative.

- Et contextuel : comme les facteurs de risque de germes résistants du patient.

f) DESCRIPTION DES ECOLOGIES MICROBIOLOGIQUES DES SERVICES DE RPCET
RCVT

Cette étude permettra également de décrire les écologies des PAVM des services de
réanimation polyvalente chirurgicale et de réanimation cardiovasculaire et thoracique, dans
le but d’aider aux choix d’antibiothérapie probabiliste dans cette indication.

g) REGRESSION LOGISTIQUE SUR LA DETECTION DE GERMES MULITRESISTANTS

EN LIEN AVEC LES FACTEURS DE RISQUE DE RESISTANCE
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Dans cette analyse nous chercherons a déterminer les facteurs de risques de résistances
significativement associés a la présence de germes résistants sur I'antibiogramme.

Pour cela nous réaliserons une régression logistique multivariée sur les principaux facteurs de
risque décrits (hospitalisation de plus de 5 jours, ventilation invasive de plus de 5 jours, trouble
ventilatoire obstructif, épuration extra-rénale chronique, voyage en zone d’endémie,
immunosuppression, antibiothérapie récente) pour identifier si certains sont
significativement associées a la survenue d’infection a BMR dans notre population.

C.ANALYSE STATISTIQUE

Les valeurs de sensibilité, spécificité, de VPN et VPP, ont été calculés a partir de tables de
contingence classiques.

La concordance entre les deux méthodes diagnostiques sera déterminée par le calcul du
coefficient kappa (0,01 - 0,20 accord léger, 0,21-0,40, accord passable, 0,41-0,60 accord
modéré, 0,61-0,80 accord substantiel, 0,81 - 1,00 accord presque parfait).

Nous avons comparé les délais de rendu avec un test non paramétrique de Kruskal-Wallis.

L'analyse des modifications d’antibiothérapie est réalisée a 'aide de la comparaison de
pourcentage.

Le lien entre facteur de risque de résistance et germe multi-résistant sera analysé a l'aide
d’une régression logistique multivariée. Une association sera retenue pour p < 0.1.

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisée avec R (version 4.2.1, The R Foundation for
Statistical Computing, 2022) et les packages ISLR et ggmosaic.
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11.RESULTATS.

A. ETUDE DE LA POPULATION

Un total de 143 couples PCR multiplex/antibiogramme ont pu étre étudiés durant la période

de février 2020 a mai 2022 en Réanimation Polyvalente Chirurgicale et en Réanimation

CardioVasculaire et Thoracique du CHU Grenoble Alpes.

1. CARACTERISTIQUES GENERALES

Le tableau 1 présente les caractéristiques générales de la population.

Démographie

Sexe masculin 96(67.1%)

Age (médiane, IQR) 67 [60-72]
Antécédents

HTA 41.2 % (59)

Immunodépression 29 (20.27 %)

Diabéte 33 (23%)

TVO 30 (21%)

TVR (dont obésité) 45 (31,5%)

Embolie pulmonaire 5(3,5%)

IRC 12 (8,4%)

Microbiologie

Antibiogramme positif 33 (23%)
PCR sous antibiotique 87 (60,9%)
FR BMR moyen 2,4

Motif d’admission et sévérité

SDRA COVID-19 88 (61,5%)
IGSIl médian 42 [35-49]
SOFA médian 7 [6-9]
Déces 53 (37%)

1. Tableau des caractéristiques générales de la population
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2. FACTEUR DE RISQUE DE RESISTANCE

Le tableau 2 représente la distribution des facteurs de risques (FDR) de bactéries multi-
résistantes.

hospitalisation > 5J 87
ventilation invasive > 5J 45
antibiothérapie récente 69
hospitalisation récente 45

anomalie structurelle des

bronches 30

immunodépression 29

dialyse chronique 4

prélevement BMR a I'entrée 0

voyage zone d'endémie 0
2. Distribution des FDR de BMR

Distribution du nombre de facteur de

risque.

[y~

0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
3. Distribution du nombre de FDR de BMR par patient
3. INDICATION DE LBA ET TIMING.

Les deux principales indications pour la réalisation du LBA étaient en premier lieu une
suspicion de surinfection pulmonaire bactérienne dans 48.9% des cas (70), suivie de la
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dégradation clinique d’'un SDRA COVID dans 39.9% des cas, sans franc argument pour une
surinfection bactérienne (57).

Les autres indications de LBA étaient : une détresse respiratoire aiglie hors covid et hors
critére de surinfection, la recherche d'une surinfection pulmonaire a herpés simplex, et la
recherche de surinfection bactérienne pulmonaire sans franc critéere clinique et paraclinique
avant l'introduction d’une corticothérapie anti-fibrose chez les patients atteints d’'un SDRA
covid 19.

INDICATION DU LBA

mdégradation SDRA COVID

m suspicion de surinfection
bactérienne

mdetresse respiratoire aigue

autres (corticothérapie ,
HSV , SDRA abdominal,
echec extubation)

4. Répartition des indications de LBA

distribution des critéres de surinfections
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5. Distribution des critéres de surinfections bactériennes
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6. Distribution du nombre de jours d’hospitalisation avant prélévement

B.CRITERE DE JUGEMENT PRINCIPAL

1. SENSIBILITE ET SPECIFICITE GERME PAR GERME

a) RESULTAT PRINCIPAL

Concernant I'évaluation des performances de la PCR multiplex TheFilmArray® germe par
germe, nous avons pu analyser 3575 résultats, 3476 vrais négatifs, 16 faux négatifs, 43 faux

positifs et 40 vrais positifs.

La sensibilité de la PCR multiplex TheFilmArray® sur cet échantillon est de 0.714, sa spécificité

de 0.988. Le coefficient kappa était de 0.567.

Culture
FALSE TRUE
7
| 3476
&
14
3
o
w
]
[
'_
DETAILS
Sensitivity Specificity  Pos Pred Value Neg Pred Value Precision
0.714 88 0.482 0.995 0.482
Accuracy Kappa
0.983 0.567
7. Performances de la PCR multiplex germe par germe
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b) DETAILS

(1) FAUX NEGATIF

Parmi les 16 faux négatifs, la majorité (10) concerne des germes non détectés par la PCR
multiplex TheFilmArray® :

- Hafnia alvei (3)

- Staphylocoque épidermidis (1)

- Enterococcus faecium (1)

- Stenotrophomonas maltophilia (2)

- Achromobacter xylosidas(2)

- Acinetobacter ursingii(1)

Pour les faux négatifs, nous retrouvons :
- 1 Enterobacter cloacae

- 2 Enterobacter aerogenes

- 1 Eroteus mirabilis

- 1 Staphylocoque aureus

- 1 Pseudomonas aeruginosa.

L’analyse des 16 faux négatifs de la PCR multiplex a montré que dans 7 cas sur 16 le patient
présentait une infection poly-microbienne, ou la PCR a détecté des germes au moins aussi
résistants (phénotype sauvage) que le germe non détecté.

Dans 4 cas sur 16 la PCR était négative mais I'examen direct de I'antibiogramme revenait
positif a BGN.

Dans un cas sur 16, la PCR était négative et le direct était positif a CGP. (Entérocoque faecium)
Dans 4 cas sur 16, le direct et la PCR étaient négatifs, dans 3 cas sur 4 le germe était connu sur
un autre prélevement (hémoculture, ECBC).

La majorité des BGN qui n'ont pas été détectés par la PCR sont des germes potentiellement
résistants avec notamment 6 entérobacteries du groupe 3, un Pseudomonas aeruginosa, 2
Stenotrophomonas maltophilia, 2 Achromobacter xylosidas et un Acinetobacter ursingii.

Ces différentes constatations ont participé a la création d’un arbre décisionnel pour le choix
de I'antibiothérapie.

(2) FAUX POSITIFS

Les faux positifs au nombre de 41 retrouvent :

9 Staphylococcus aureus dont 6 sous antibiothérapie.

6 Pseudomonas aeruginosas (germe pourtant pathogéne) dont 4 sous antibiothérapie.
5 Haemophilus influenza dont 3 sous antibiotique au moment du prélévement.

4 Escherichia coli dont 2 sous antibiothérapie.
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3 Proteus mirabilis aucun sous antibiothérapie.

3 pneumocoques, les 3 sous antibiothérapie

2 Enterobacter cloacae, les 2 sous antibiothérapie.

2 Serratia marsecense dont 1 sous antibiothérapie.

2 Klebsielle pneumoniae les 2 sous antibiothérapie.

1 Klebsielle oxytoca sous antibiothérapie.

2 Acinetobacter baumanii dont 1 sous antibiothérapie.
1 Moxarella catharalis sous antibiothérapie.

1 Enterobacter aerogenes hors antibiothérapie.

26 « faux positifs » sur les 41 correspondent a des prélévements réalisés sous antibiothérapie
(63.4%), or dans ce contexte la culture peut étre mise en défaut (“faux faux positif”).

2. SENSIBILITE ET SPECIFICITE POUR LA DETECTION DES RESISTANCES

Dans cette cohorte de patients nous n’avons détecté qu’un seul mécanisme de résistance via
la PCR multiplex, un staphylocoque aureus résistant a la méticilline via la détection des genes
MecA et MREJ, qui s’est avéré étre un faux positif.

L’antibiogramme a permis la détection de 13 bactéries multi-résistantes non détectées par la
PCR multiplex, 12 de ces 13 bactéries (92% ) possédaient plusieurs mécanismes de résistances.

Les bactéries en cause étaient principalement des Pseudomonas aeruginosa (7/13 cas),
suivis d’Enterobacter cloacae (2), d’'un Enterobacter aerogenese (1), d’un Hafnia alvei (1),
d’un Enterobacter species, et d’'un Achromobacter xylosidas.

Les mécanismes de résistance retrouvés étaient; 12 céphalosporinases déréprimées, 8
mutations de la porine D2 du Pseudomonas aeruginosa, 2 carbapénémases, une BLSE, et un
mécanisme d’efflux.

Il est important de noter que sans test spécifique il est impossible d’assurer avec certitude la
présence d’une carbapénémase, la distinction entre les différentes classes de
carbapénémase n’étant également pas possible.

C.CRITERE DE JUGEMENT SECONDAIRE

1. ETUDE DES PERFORMANCES DE LA PCR MULTIPLEX THEFILMARRAY®

PRELEVEMENT PAR PRELEVEMENT.

Concernant I’étude préléevement par prélevement sur les 143 tests analysés, 80 sont des vrais
négatifs, 19 de vrais positifs, 15 des faux négatifs, 29 des faux positifs.

34 patients ont présenté un antibiogramme positif, soit 23%.
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La sensibilité de la PCR multiplex TheFilmArray® sur cette échantillon est

spécificité de 0.734. Le coefficient kappa est de 0.256.

de 0.559, sa

Culture
TRUE
w
bt
b
14
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o
w
2
o
=
DETAILS
Sensitivity Specificity Pos Pred Value Neg Pred Value Precision
0.559 0.734 0.396 0.842 0.396
Accurac Kappa
0.692 y 05?6
8. Performances de la PCR multiplex test par test
2. ANALYSE THEORIQUE DE LA PERFORMANCE DE LA PCR MULTIPLEX

THEFILMARRAY®:

On exclut de cette analyse les 7 espéces bactériennes qui ne sont pas détectables par PCR

multiplex TheFilmArray®, et qui ont été détectées dans les cultures pour la population de

I’étude. Il ne s’agit donc pas des performances de la technique diagnostique en vie réelle avec

I'’écologie bactérienne des services étudiés, mais des performances théoriques de détection

pour les especes incluses dans le panel de la PCR syndromique étudiée.

a) PAR GERME
CONFUSION MATRIX

Culture
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DETAILS
Sensitivity Specificity  Pos Pred Value Neg Pred Value Precision
0.87 0.983 0.482 0.998 0.482
Accurac Kappa
0.981 y 081')1

9.

Performances théoriques de la PCR multiplex germe par germe
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b)  PARTEST
CONFUSION MATRIX
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DETAILS
Sensitivity Specificity Pos Pred Value Neg Pred Value Precision
0.815 0.724 0.407 0.9
Accuracy Kappa
0.741 0.35
10. Performances théoriques de la PCR multiplex test par test

Concernant I'évaluation des performances théorique de la PCR multiplex TheFilmArray® en
analyse germe par germe, la sensibilité sur cet échantillon est de 0.87, la spécificité de 0.983
et le coefficient Kappa de 0.611.

En analyse prélevement par prélevement la sensibilité est de 0.81, la spécificité de 0.724 et le
coefficient kappa de 0.39.

3. ANALYSE MULTIVARIEE

a) ANALYSE DE LA PERFORMANCE DE LA PCR MULTIPLEX SOUS
ANTIBIOTIQUE VS HORS ANTIBIOTIQUE AU MOMENT DU PRELEVEMENT

(1) ANALYSE DE LA PERFORMANCE DE LA PCR MULTIPLEX HORS
ANTIBIOTIQUE AU MOMENT DU PRELEVEMENT RESPIRATOIRE.

(a) ANALYSE GERME PAR GERME
Concernant I'évaluation des performances de la PCR multiplex TheFilmArray® hors

antibiotique en analyse germe par germe, la sensibilité sur cet échantillon est de 0.79, la
spécificité de 0.99, le coefficient Kappa de 0.70 et la Valeur prédictive positive 0.65.
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CONFUSION MATRIX

Culture
FALSE TRUE

1310

FALSE

PCR

TRUE

DETAILS
Sensitivity Specificity Pos Pred ValueNeg Pred Value Precision
0.786 0.991 0.647 0.995 0.647
Accuracy Kappa
0.987 0.703
10. Performances PCR multiplex hors antibiotique germe par germe

(b) ANALYSE TEST PAR TEST

Concernant I'évaluation des performances de la PCR multiplex TheFilmArray® hors
antibiotique en analyse préléevement par prélevement, la sensibilité sur cet échantillon est de
0.72, la spécificité de 0.78, le coefficient Kappa de 0.48 et |la Valeur prédictive positive 0.62.

CONFUSION MATRIX
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DETAILS
Sensitivity Specificity Pos Pred ValueNeg Pred Value Precision
0.722 0.778 0.619 0.848 0.619
Accuracy Kappa
0.759 0.48
11. Performances PCR multiplex hors antibiotique test par test
(2) ANALYSE DE LA PERFORMANCE DE LA PCR MULTIPLEX SOUS

ANTIBIOTIQUE AU MOMENT DU PRELEVEMENT RESPIRATOIRE.

(a) ANALYSE GERME PAR GERME
Concernant I’évaluation des performances de la PCR multiplex TheFilmArray® sous

antibiotique en analyse germe par germe, la sensibilité sur cet échantillon est de 0.68, la
spécificité de 0.98, le coefficient Kappa de 0.48 et la Valeur prédictive positive 0.35.
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CONFUSION MATRIX
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DETAILS
Sensitivity Specificity Pos Pred ValueNeg Pred Value Precision
0.68 0.985 0.354 0.996 0.354
Accuracy Kappa
0.981 0.457
12. Performances PCR multiplex sous antibiotique germe par germe

(b) ANALYSE TEST PAR TEST

Concernant I’évaluation des performances de la PCR multiplex TheFilmArray® sous
antibiotique en analyse préléevement par prélevement, la sensibilité sur cet échantillon est de
0.38, la spécificité de 0.70, le coefficient Kappa de 0.06 et |la Valeur prédictive positive 0.19.

CONFUSION MATRIX

Culture
FALSE TRUE

FALSE

PCR

TRUE

DETAILS
Sensitivity Specificity Pos Pred ValueNeg Pred Value Precision
0.385 0.704 0.192 0.862 0.192
Accuracy Kappa
0.655 0.063
13. Performances PCR multiplex sous antibiotique test par test

b)  ANALYSE DE LA PERFORMANCE DE LA PCR MULTIPLEX PAR
POPULATION : CRITERES FRANCS DE SURINFECTIONS BACTERIENNES.

49 patients ont présenté au moins 3 critéres de surinfections bactériennes, dont 18 avec une
infection documentée microbiologiquement par la culture soit 35%.

(a) PAR GERME
Concernant I'évaluation des performances de la PCR multiplex TheFilmArray®chez un

échantillon présentant au moins 3 critéres de surinfection bactériennes en analyse germe par
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germe, la sensibilité sur cet échantillon est de 0.75, la spécificité de 0.98, le coefficient Kappa
de 0.63.

CONFUSION MATRIX
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DETAILS
Sensitivity Specificity Pos Pred Value Neg Pred Value Precision
0.75 0.985 0.558 0.99 0.558
Accuracy Kappa
0.979 Ogg}
14. Performances PCR multiplex quand l'indication est une suspicion de surinfection bactérienne germe par
germe

(b) PARTEST
Concernant |’évaluation des performances de la PCR multiplex TheFilmArray®chez un
échantillon présentant au moins 3 critéres de surinfection bactériennes en analyse
prélevement par prélevement, la sensibilité sur cet échantillon est de 0.61, la spécificité de
0.67, le coefficient Kappa de 0.26.

CONFUSION MATRIX
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DETAILS
Sensitivity Specificity  Pos Pred Value Neg Pred Value Precision
0611 0.667 05 0.75 0.5
Accuracy Kappa
0.647 05)6‘:1
15. Performances PCR multiplex quand l'indication est une suspicion de surinfection bactérienne test par
test
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sensibilité spécificité kappa
globale 71 99 0,57
théorique 87 98 0,61
hors antibiotique 79 99 0,7
sous antibiotique 68 98 0,46
>2 criteres de surinfections 75 98 0,62
16. Récapitulatif des performances de la PCR multiplex TheFilmArray en analyse germe par germe.
Sensibilité Spécificité kappa
globale 56 73 0,26
théorigue 81 72 0,39
hors antibictique 72 78 0,48
sous antibiotique a8 70 0,06
»2 critéres de surinfections 61 67 0,26
17. Récapitulatif des performances de la PCR multiplex TheFilmArray en analyse prélevement par
prélévement.
4., COMPARER LES DELAIS DE RENDU DE RESULTAT DE LA PCR SYNDROMIQUE
VS CULTURE ET ANTIBIOGRAMME.
a)  DISTRIBUTION
| |
|1
‘ |
|
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|
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B
| \
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2 | Intervalles entre prélévement et rendu
% ‘ | D bactéries PCR
% 20 | I‘ D examen direct
% | “\'-_ H culb.lfe
;_9 | |‘ antibiogramme
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Ecart en heures

16. Distribution des délais

La médiane de rendu de la PCR multiplex TheFilmArray® était de 21.5H (Q1=3H ; Q3=29H),

contre 3H pour 'examen direct (Q1=2 ; Q3=5), 69H pour la culture (Q1=52 ; Q3=78) et 70H
pour I'antibiogramme (Q1=51.8 ; Q3=89.2)).
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La difference entre la PCR multiplex TheFilmArray® et 'examen direct était de 18.5H en faveur
de 'examen direct, de 47.5h entre |la PCR et la culture en faveur de la PCR et de 48.5h heures
entre la PCR et I'antibiogramme.

b) COMPARAISON DES DELAIS DE RENDU

La distribution des délais de rendu étant non-normale (distribution d’allure multinomiale),
nous avons utilisé un test non paramétriquede Kruskal-Wallis pour comparer les différents
délais de rendu.

Ce test a montré que tous les délais étaient significativement différents.

Kruskal-Wallis, %(3) = 295.91, p = <0.0001, n = 552

120- r

Heures

40-

' ' ' !
bactéries PCR examen direct culture antibiogramme
Délai entre prélévement et rendu

17. Comparaison des délais de rendu, Kruskal-wallis

En pratique, nous recevions donc les résultats de la PCR multiplex TheFilmArray® en une
journée et 2 jours avant les résultats de I'antibiogramme.

5. REGRESSION LOGISTIQUE SUR LA DETECTION DE GERME MULTIRESISTANT

EN LIEN AVEC LES FACTEURS DE RISQUE DE RESISTANCES

Dans cette analyse nous cherchons a déterminer si les facteurs de risque de résistance
bactérienne chez les patients de notre cohorte étaient associés significativement a plus de
détection de bactéries multirésistantes.

En analyse multivariée sur les facteurs de risque connus d’infection a BMR, les deux facteurs
de risques associés significativement a la présence de BMR sur I'antibiogramme dans notre
population sont une hospitalisation de plus de 5 jours (p < 107-2) et une hospitalisation
récente (p < 0,1). Aprés sélection de variable, seule la durée d’hospitalisation de plus de 5j
restait significativement associée a la présence de BMR sur |'antibiogramme (p = 0,0007).
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6. ANALYSES DES MODIFICATION D’ ANTIBIOTHERAPIE SUITE AUX RESULTATS

DE LA PCR MULTIPLEX THEFILMARRAY®

En analysant les différentes données recueillies dans cette étude nous avons réalisé I'arbre
décisionnel suivant (figure 18), basé sur

- La connaissance des différents spectres de résistance des phénotypes sauvages des bactéries
détectées;

- I’écologie locale de notre hoépital et en particulier de nos réanimations, ou les principales
résistances détectées sont des céphalosporinases déréprimées (12 dans cette études), des
Pseudomonas aeruginosa mutés sur la porine D2 (8 dans cette étude), des Enterococcus
faecium résistants a I'ampicilline, et une incidence de SARM peu élevée (aucun dans cette
étude).

-Une bonne connaissance des points forts et des points faibles de la PCR multiplex notamment
des germes et resistances absents du panel.

-Des données préliminaires de notre étude montrant que I’examen direct présenté tres peu
de faux positif a BGN lorsque la culture était négatif mais de nombreux faux positif a Cocci
plus.

L'utilisation de cet arbre décisionnel associée a l'interprétation des différentes données
cliniques (gravité), contextuelles (FDR BMR), paracliniques (microbiologiques, biologiques,
radiologiques) décrites dans la partie matériel et méthode, nous a permis de déterminer une
“antibiothérapie théorique” que I'on aurait pu introduire suite aux résultats de la PCR
multiplex (18).
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a) MODIFICATIONS REALISEES EN PRATIQUE :

En pratique, I'utilisation de la PCR multiplex en réanimation a entrainé 83/143 (58%) actions
adaptées (modifications ou non modifications) contre 42% (60/143) inadaptées.

Parmi ces actions inadaptées, on dénombre 47 patients chez quiil n’y a pas eu de modification
d’antibiothérapie apreés la PCR alors que celle-ci aurait d conduire a une désescalade ou a un
arrét de I'antibiothérapie.

Ily a eu 19 escalades d’antibiothérapie aprés obtention des résultats de la PCR multiplex, dont
11 adaptées (parfois liées cependant plutot a une dégradation clinique qu’aux résultats de la
PCR), et 8 injustifiées.

19 désescalades dont 14 adaptées et 5 injustifiées.

10 arréts d’antibiothérapies qui étaient tous adaptés.

Enfin, 48 patients n’ont pas eu de modification d’antibiothérapie de facon adaptée suite aux
résultats de la PCR multiplex.

MODIFICATION REALISEE EN PRATIQUE

50
40
30
20
Y - Sl
0
1
m escalade adaptée escalade inadaptée
m désescalade adaptée désecalade inadaptée
arret adapté arret inadapté
m pas de modification adaptée ™ pas de modification inadaptée
18. Distribution des modifications d’antibiothérapie réellement réalisées

MODIFICATIONS PRATIQUES

m modification
adaptée

® modification
inadaptée

19. Pourcentage de modifications adaptées et inadaptées réalisées en pratique
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b) MODIFICATIONS QUI AURAIENT PU ETRE REALISEES EN SUIVANT

L’ ARBRE DIAGNOSTIQUE

En suivant I'arbre décisionnel ci-dessus, nous avons constaté que la PCR multiplex aurait pu
permettre des modifications d’antibiothérapie adaptées a I'antibiogramme final dans 85.3%
des cas (122/143) et inadaptées dans 14.6% des cas (21/143)

-Parmi ces modifications, 28 escalades auraient pu étre réalisées dont 18 adaptées et 10
inadaptées, notamment du fait de la détection importante de faux positifs dans notre cohorte
(29), entrainant une surconsomation d’antibiotique chez ces 10 patients.

-Concernant les 27 désescalades envisageables, 22 auraient été adaptées et 5 inadaptées.

Parmis ces 5 désescalades inadaptées, 2 auraient entrainées une inéfficacité de

I'antibiothérapie, les 3 autres auraient été réalisées devant un faux positif de la PCR

multiplex a un germe communautaire permettant une désecalade de I'antibiothérapie

probabiliste initiale mais la culture étant négative au final un arrét théorique de

I'antibiothérapie aurait du etre réalisé en I'absence de ces faux positifs .

48 patients n’auraient pas eu de modification de leur antibiothérapie dont 43 de fagon

adaptées, et 5 de facon inadaptées en lien avec la détection de faux positifs par la PCR

entrainant une surconsomation car empéchant I'arrét de I'antibiothérapie.
40 arréts d’antibiothérapie dont 39 adaptés et un inadapté entrainant une inéfficacité.

MODIFICATIONS THEORIQUES

50
40
30
39
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m escalade adaptee escalade inadaptée
mdésescalade adaptée désescalade inadaptée
arret adapte arret inadapté
m pas de modification adaptée pas de modification inadaptée
20. Modifications d’antibiothérapies qui auraient pu étre réalisées en suivant I’arbre décisionnel
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MODIFICATIONS THEORIQUES

® modification
inadaptée

® modification
adaptée

21. Pourcentage de modification adaptée et inadaptée théorique

C) COMPARAISON DES DEUX STRATEGIES DE CHOIX D’ ANTIBIOTHERAPIE

Quand on compare les deux prises en charge on constate qu’il y a 3 fois plus de modifications
inadaptées dans le groupe « pratique » que dans le groupe « théorique » (60 vs 21), qui sont
principalement liées a des situations ol I'antibiothérapie n’a pas été modifiée aprés obtention
des résultats alors qu’elle aurait pu I’étre (47 vs 5 PMI) ; notre algorithme aurait pu permettre
29 arréts adapté d’antibiothérapie, 8 désescalades et 7 escalades adaptées supplémentaires.
Elle aurait cependant entrainé 1 arrét inadapté supplémentaire et 2 escalades inadaptées
supplémentaires.

comparaison des modifications

inadaptées
60
40 8 10
55 1
SO o oo
0
1

Bescalade inadaptée (P) escalade inadaptée( T)
m désescalade inadaptee (P) désescalade inadaptée (T)

arret inadapté (P) arret inadapté (T)
H pas de modification inadaptée (P) B pas de modification inadaptée(T)
m totale inadaptée (P) H total inadaptée (T)

22. Comparaison des modifications inadaptées entre les deux stratégies
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comparaison des modifications adaptées

150 122
100 48 -
43
Y e I"l
0
1
W escalade adaptée(P) escalade adaptée (T)
W désescalade adaptée(P) désescalade adaptée(T)
arret adapté (P) arret adapté (T)
m pas de modification adaptée(P) m pas de modification adaptée(T)
m modification adaptée(P) modification adaptée(T)
23. Comparaison des modifications adaptées entre les deux stratégies
d) CONSEQUENCES CLINIQUES D’UNE UTILISATION OPTIMALE DE LA PCR
MULTIPLEX :

Dans cette partie nous allons comparer I'antibiothérapie théorique post résultat de la PCR a
I'antibiothérapie probabiliste en s’affranchissant de I'antibiothérapie choisie par le praticien
hospitalier aprés I'obtention des résultats de la PCR. Le but étant de comparer 'apport de la
PCR multiplex par rapport a une prise en charge dans laguelle aucune PCR multiplex n’aurait
été réalisée.

En comparaison avec I'antibiothérapie probabiliste initiale, I'utilisation de la PCR multiplex
TheFilmArray® associée a l'algorithme présenté aurait pu permettre 44.7% d’épargne
d’antibiotique (64 = 39 arréts adaptés + 22 désescalades adaptées + 3 désescalades
inadaptées ou I'antibiothérapie aurait pu étre arrétée (culture négative) mais la PCR multiplex
était positive a un germe peu résistant (FP a SAMS, Haemophilus influenza ou pneumocoque
sans facteur de risque de BMR).

La PCR aurait aussi permis un rattrapage d’antibiothérapie inefficace chez 12.7% (18) des
patients, cependant cela aurait entrainé une surconsommation d’antibiothérapie a large
spectre chez 10.5% des patients (15 = 10 El + 5 PMI) et une inefficacité de 'antibiothérapie
chez 2% des patients (3 = 1 Al + 2 DI, désescalades inadaptées car FN rendant inéfficace le
traitement initial).

Elle n’aurait pas entrainé de modification chez 30% des patients (43).

En considérant les 15 patients avec une PCR multiplex TheFilmArray® susceptible d’induire
une surconsommation d’antibiotique :

- Chez 10 d’entre eux, le prélevement respiratoire a été réalisé sous antibiothérapie, or
dans ce cas la culture standard peut-étre prise en défaut. Ainsi la PCR peut conduire
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au traitement d’'un germe réellement présent, mais non détecté par la culture, il ne
s’agit alors pas d’une surconsommation.

Parmi les 5 restants, 1 a été réalisé sur une CBT (or nous proposons de ne pas réaliser
de PCR multiplex sur ce genre de prélevement pour ne pas sur-détecter de flore
endogene).

Les 4 restants ont été réalisés sur des LBA, hors antibiothérapie, et ont retrouvé 2
Staphylococcus aureus, un Haemophilus influenza et un Acinetobacter ursingii,. Parmi
ces 4 germes seuls I’Acinetobacter ursingii aurait entrainé la surconsommation d’un
antibiotique a large spectre.
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IV.DISCUSSION

(1)  CRITERE DE JUGEMENT PRINCIPAL

Concernant le critére de jugement principal, dans cette étude les performances germe par
germe de la PCR multiplex TheFilmArray® semblent intéressantes pour la détection des
bactéries responsables des PAVM en réanimation. En effet, nos résultats démontrent une
sensibilité de la PCR de 72% et une spécificité de 99%. Cette sensibilité peut étre améliorée
jusque 87%, aprés exclusion des germes non présents dans le panel de la PCR multiplex
TheFilmArray®.

Ces résultats sont concordants avec ceux de 3 études bien menées sur le sujet, retrouvant des
sensibilités entre 70.5% et 88%, pour des spécificités entre 95.2% et 99% ( 57, 61, 63).

Cependant, nos valeurs prédictives positives different fortement de celle de I’étude de Peiffer-
smadja (57). En effet dans notre étude la VPP était de 48%, contre 87% dans |'étude de Peiffer-
smadja. Cette différence est expliquée par des probabilités pré-test opposées, en effet dans
I'études de Peiffer-smadja la probabilités pré test est trés forte puisque les patients inclus
avaient tous des examens directs positifs. Alors que dans notre étude la PCR était réalisée
dans 40% des cas devant une dégradation d’un patient atteint d’'un SDRA Covid sans franc
argument pour une surinfection bactérienne (généralement a I'admission en réanimation) et
62% des patients avaient un test Covid positif. Or une méta-analyse a rapporté une incidence
de seulement 7 % de patients COVID-19 hospitalisés avec une coinfection bactérienne; cette
proportion passait a 14 % dans les études qui n'incluaient que des patients de soins intensifs
(66).Les patients hospitalisé pour un SDRA Covid ont une symptomatologie riche et fluctuante
faisant fréquemment suspecter une surinfection pulmonaire bactérienne au cours de lors
hospitalisation en soin intensif mais ils ont finalement une incidence de surinfection assez
faible rapportée aux nombres de jours passés sous ventilation mécanique.

Dans notre étude seulement 23% des patients avaient finalement une infection
microbiologiqguement documentée. Cette faible prévalence peut en partie expliquer nos
faibles valeurs prédictives positives. Cette hypothése est appuyée par une étude colombienne
de 2022, réalisée chez des patient en SDRA covid hors antibiotique, ou la faible probabilité pré
test de surinfection bactérienne (17% de culture positif) était associée a une VPP de 66%,
donc similaire a la VPP de notre analyse en sous-groupe chez les patients hors antibiotique

(65%) (67). De plus dans notre analyse en sous-groupe chez les patients présentant au moins
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3 criteres de surinfection bactérienne et qui ont donc une probabilité pré test plus importante
(36%), la VPP passe de 48% a 56%.

La PCR multiplex TheFilmArray® étant plus couteuse (200 euros) que les méthodes
conventionnelles, il convient de cibler l'utilisation de la PCR multiplex chez des patients
fortement suspects de présenter une surinfection bactérienne. L'intérét est d’éviter des
dépenses de santé en tests non nécessaires chez des patients ayant déja dés le départ une
faible probabilité pré-test de surinfection. Des études de rentabilités seront probablement
nécessaires.

L'analyse des résultats de la PCR multiplex doit se faire en association aux résultats de
I'examen direct de la méthode de bactériologie standard, afin de se rapprocher des
performances théoriques de la PCR multiplex, puisque la détection par I'examen direct de
bacilles gram négatif lorsque la PCR est négative, fait suspecter un faux négatif lié a une
bactérie absente du panel.

Il parait nécessaire d’intégrer de nouvelles amorces permettant de détecter des bactéries
actuellement absentes du panel afin d’améliorer les performances de la PCR mutliplex.

En ce qui concerne notre test de concordance, le coefficient Kappa était de 0,57 contre 0,72

dans I'étude colombienne (67), qui se rapproche par contre davantage de celui de notre
analyse en sous-groupe, chez les patients hors antibiothérapie, qui était a 0.70.

(2)  ANALYSE TEST PAR TEST

Cependant lorsque I'analyse a été réalisée test par test, les performances étaient bien moins
bonnes, avec une sensibilité de 55.9% et une spécificité de 73.4%, une VPP de 40% et une VPN
de 84%. Cela correspond, d’apres le coefficient kappa, a un accord faible entre les deux tests
(coefficient kappa = 0.256). Ces résultats sont confirmés par ceux d’une étude suisse récente,
prospective, randomisée et multicentrique, qui retrouve en analyse test par test une
sensibilité de 55.6%, une spécificité de 86.6 % pour la détection des bactéries Gram-négatif,
une valeur prédictive négative de 92.8 %, et une valeur prédictive positive de 38,5 % (68).
Dans I'étude de Luyt (58) réalisé en analyse test par test la sensibilité était de 77.4% et la
spécificité de 14.3% (faible spécificité expliquée par une prévalence trés forte de la
documentation microbiologique dans cette étude (58) un seul vrai négatif, et 6 faux positifs
sur les 93 tests analysés).

Cette faible performance peut étre expliquée par plusieurs éléments. Premiérement
I'analyse du tableau de contingence a été faite selon une hypotheése du biais maximum. S'il
existait plusieurs valeurs possibles pour un test, le choix de la valeur était défini par I'ordre
de priorité suivant VN<VP<FP<FN, et cela méme si le germe détecté (VP) était plus résistant
gue le germe non détecté (FN). Ce choix a donc fortement augmenté le nombre de FP et FN
et a contribué a diminuer la performance du test. En effet tous les tests avaient au moins un
vrai négatif, et parmiles 15 faux négatifs, 3 avaient au moins un vrai positif associé qui était
plus résistant que le faux négatif (illustration 25).
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Ensuite, 60.9% des prélevements ont été réalisés sous antibiothérapie, or une
antibiothérapie préalable peut mettre en défaut la culture en décapitant la pousse d’une
éventuelle bactérie, qui serait en revanche détectée par la PCR multiplex, car celle-ci détecte
’ADN et ne nécessite pas que la bactérie soit viable. La prise d’antibiotique au moment du
prélevement pourrait donc générer de “faux faux positif”, il y a en effet 1.7 fois plus de faux
positifs dans le sous-groupe « sous antibiotique » (12 (0.0089%) vs 31 (0.015%)). Les valeurs
les plus affectées sont donc la valeur prédictive positive (VP/(VP+FP)) qui est presque deux
fois meilleure dans le groupe « hors antibiotique » que dans le groupe « sous antibiotique »
(65% VS 35%), elle est méme multipliée par 3 dans I'analyse test par test (62% contre 19%).
La spécificité quant a elle passe de 78% dans le groupe hors antibiotique (test/test) a 70%
dans le groupe sous antibiotique.

On peut extrapoler ce résultat en supposant que la PCR multiplex TheFilmArray® pourrait
aider a la détection des microorganismes responsables de surinfection pulmonaire chez des
patients déja sous antibiothérapie au moment du prélévement. Certaines études ont montré
gue la majeure partie des patients hospitalisés en réanimation pour un SDRA Covid regoit une
dose d’antibiothérapie avant, ou dans les 24h suivant leur admission, comme I'a montré une
étude allemande (80.4%) (69).

Méme en I'absence d’antibiothérapie, la culture conventionnelle est loin d’étre un gold
standard idéal en raison de ses performances diagnostiques limitées. Dans une étude
comparant la PCR multiplex a la culture conventionnelle en utilisant comme gold standard
I'association clinique et imagerie, la PCR (de type Unyvero® et non TheFilmArray®) avait une
meilleure sensibilité (31,9%) que les méthodes de bactériologies conventionnelles (22,2 %)
pour des spécificités proches (respectivement 91,7% et 97,9 %) (70).

Enfin, 15% des PCR multiplex ont été réalisées sur des prélévements non profonds (CBT). Cette
technique de prélévement, certes moins invasive, est plus a risque de faux positifs par
contamination par de la flore oropharyngée, comme le Staphylocococcus aureus, germe qui
colonise fréquemment la muqueuse nasopharyngée et le plus fréquemment a I'origine de faux
positifs dans notre étude (9/41). La limitation de la réalisation de la PCR multiplex aux lavages
broncho-alvéolaires parait raisonnable dans ce contexte, pour limiter les colts et le risque de
surconsommation d’antibiotiques a large spectre, liée a la détection de germes commensaux
non pathogenes (65, 71).

(3)  ANALYSE DES DELAIS

Notre analyse sur les délais de rendu de la PCR multiplex TheFilmArray® a montré qu’elle
pourrait permettre 48.5 heures d’épargne d’antibiotique, en permettant une désescalade
adaptée précoce, et ainsi un gain important dans la lutte contre 'émergence de résistances.
Ce résultat est confirmé par une étude récente prospective multicentrique et randomisée (68)
qui a montré qu’'un traitement antibiotique inapproprié durait significativement moins
longtemps dans le groupe PCR que dans le groupe témoin basé uniquement sur la culture
conventionnelle (47.1 h, 1C95% [34.7-59.5] contre 85.7 h, IC95% [78-8-95-6] ; p<0-:0001), ce
qui s’était traduit par une diminution de la durée d'antibiothérapie inappropriée de 45-0 %
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(37-9-52:1). Dans cette étude le -caractére inapproprié de [Iantibiothérapie était
principalement liée a une antibiothérapie large spectre non nécessaire, la désescalade
permise grace a la PCR n’avait pas entrainé de différence significative dans la proportion de
patients atteignant la stabilité clinique ou la sortie de I'hopital.

(4) ANTIBIOTHERAPIE
Cette étude suggere que la PCR multiplex pourrait aider a améliorer I'antibiothérapie
probabiliste chez 55.3% des patients en permettant 15.4 % de désescalades, 27.3% d’arréts et
12.6% d’escalades de l'antibiothérapie initiale. Ce constat se rapproche des résultats de

I’étude (57) dans laquelle la PCR multiplex aurait pu permettre d’améliorer I'antibiothérapie
probabiliste chez 63% (60/95) des patients grace a l'initiation plus précoce d'un antibiotique
efficace pour 20/95 patients (21 %) et a une désescalade précoce chez 37 patients (39 %).

5 autres études confirment ce résultat (59, 72, 73, 74), dont I'étude de Novy qui a montré
gu’avec l'utilisation d’un algorithme (cf annexe 1) chez des patients COVID-19 ventilés en
réanimation, la PCR multiplex aurait pu permettre 65,6% épargne d’antibiotique pour les
coinfections bactériennes (75).

Dans notre étude une utilisation optimale de la PCR multiplex par rapport a une stratégie sans
PCR aurait pu permettre 44.7% d’épargne d’antibiotique, 12.6% de rattrapage d’une
antibiothérapie initialement inefficace, mais aurait été responsable de 10.5% de
surconsommation et de 2% d’inefficacité d’antibiotique (1% dans 57).

L'interprétation et l'intégration des résultats de la PCR syndromique respiratoire dans la
pratique clinique requiérent une expertise microbiologique et antimicrobienne, une bonne
connaissance des performances et des limites du systéme utilisé, ainsi qu’une discussion
approfondie entre microbiologistes et cliniciens intégré a I'écologie locale du service. Il est
essentiel de connaitre le panel de la PCR utilisée pour éviter de manquer, ou continuer de
suspecter méme apres un résultat négatif, une bactérie non incluse dans le panel.

(5) ETUDE DES GERMES

La majorité des bactéries non détectée par la PCR multiplex TheFilmArray® étaient des BGN
(dans 13 cas sur 16). La plupart de ces BGN étaient des germes potentiellement résistants avec
6 entérobacteries du groupe 3, un Pseudomonas aeruginosa, 2 Stenotrophomonas
maltophilia, 2 Achromobacter xylosidas et un Acinetobacter ursingii. Dans 9 des 13 faux
négatifs le direct était positif a BGN. De plus, sur les 143 tests analysés le direct était positif a
BGN alors que la culture et la PCR étaient négatives dans 2 cas uniquement ; sur 2 CBT, en
guantité « rares » et « quelques ». On rappelle que plusieurs entérobactéries du groupe 3 ne
font pas partie du panel de détection de la PCR multiplex TheFilmArray® (Hafnia alvei,
Citrobacter etc..), une PCR négative avec un direct positif a BGN pourrait étre un argument
pour une infection a un de ces germes absent du panel.

Enfin, le principal mécanisme de résistance détecté dans notre étude était un mécanisme

enzymatique via la production d’'une céphalosporinases déréprimée, puisque 12 des 13 BMR
détectées possédaient ce mécanisme de résistances (parmi d’autres).
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Au vu de ces constations, nous proposons dans nos réanimations de traiter par Cefepime un
patient dont la PCR multiplex est négative mais I'examen direct positif a BGN afin de ne pas
sélectionner une éventuelle céphalosporinase déréprimée.

10 des 16 faux négatifs détectés concernaient des germes non détectés par la PCR multiplex :
comme Hafnia alvei(3) Dans son étude Peiffer-smadja avait fait les mémes constatations
(Hafnia alvei (n = 5), Citrobacter koseri (n =2) et Serratia rubidaea (n = 1)). |l est donc important
de noter que ces outils, du fait de leur manque d’exhaustivité, doivent étre utilisés en
complément des techniques de culture mais ne peuvent pas les remplacer. Il faut également
souligner l'intérét voire la nécessité d'inclure a terme une gamme plus large de bactéries dans
le panel de détection de ces PCR syndromiques.

Sur les 16 germes non détectés, 6 étaient liés a un prélevement poly microbien comme dans
I'étude 57, ou la sensibilité de la PCR (Unyvero (Curetis GmbH)) pour les échantillons poly
microbiens était inférieure a la sensibilité globale (73 % vs 80 %).

Dans notre étude nous avons pu analyser un grand nombre de couple PCR/culture (143), de
nombreuse études (57, 59, 61, 63, 66, 68, 72, 73, 74, 75) confirment nos résultats renforcant
la validité externe de cette étude.

La réalisation supplémentaire d’une analyse prélévement par prélévement plus proche de la
réalité clinigue que I’'analyse germe par germe, permet de nuancer les résultats encourageant
du critere de jugement principal, rappelant que la PCR multiplex compléte mais ne remplace
pas la culture conventionnelle.

Cette étude est a notre connaissance une des premiéres ayant réalisée une analyse en sous-
groupe chez des patients sous antibiotique, permettant d’envisager une éventuelle indication
de la PCR multiplex chez ces patients chez qui la culture standard peut étre mise en default.
Une autre force de cette étude est I'analyse des modifications d’antibiothérapies réalisées
suite a l'obtention de la PCR multiplex montrant qu’une formation des praticiens est
nécessaire pour |'utilisation optimale de ce nouveau test.

L'algorithme crée, et vérifié grace au recueil de trés nombreuses données cliniques,
contextuelles et paracliniques ayant permis une revue de dossier rétrospective, pourrait étre
une piste pour optimiser 'utilisation de la PCR multiplex en réanimation.

Cependant une des premiéres limites de cette étude est que cet algorithme a été créé en parti
avec certaines données préliminaires de I'étude, par conséquent il devra étre vérifié sur une
cohorte externe.

De plus le design de I'étude limite son extrapolation a d’autres populations puisqu’il s’agit
d’une étude rétrospective et mono centrique.

Une autre des limites de cette étude est 'absence de détection de géne de résistance par la
PCR multiplex, probablement en lien avec un manque de puissance - puisque seulement une
BLSE et 2 carbapénémases ont été détectées par la culture standard - du fait de notre une
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écologie bactérienne locale différentes de celle des hopitaux parisiens étudiés dans 57 avec
notamment une incidence plus faible de carbapénémase et de BLSE.

En effet dans I’étude 57, plusieurs génes de résistance avaient été détectés, dont 5 des 8 béta-
lactamases a spectre étendu (géne CTX-M) et 4 des 4 génes carbapénémases (3 NDM, un oxa-
48) détectés par la culture dans cette étude.

Il est important de noter que sans test spécifique il est impossible d’assurer avec certitude la
présence d’'une carbapénémase, la distinction entre les différentes classes de carbapénémase
n’étant également pas possible.

Les résultats préliminaires de cette étude observationnelle mériteraient d’étre confirmés par
une étude prospective randomisée dans laquelle on comparerait les durées d’antibiothérapies
inadaptées selon I'utilisation ou non de la PCR chez des patients suspects de PAVM, le choix
de l'antibiothérapie dans le groupe PCR pouvant étre basé sur notre algorithme (en
association avec microbiologiste et infectiologue).

Avec la découverte de nouveaux concepts, la PCR pourrait devenir moins centrale avant méme
d'étre largement utilisée. Par exemple le concept de microbiome pulmonaire et la nouvelle
vision de l'infection pulmonaire depuis que des techniques indépendantes de la culture ont
montré que des poumons sains abritent un écosystéme diversifié et dynamique de bactéries,
modifiant notre compréhension de la physiopathologie respiratoire. Comprendre la dysbiose
du microbiome respiratoire et I'altération de I'immunité muqueuse chez les patients atteints
d'une maladie grave pourrait permettre de développer des immunothérapie ciblée dirigée
vers I'hote afin de réduire les traitements inefficaces, d'améliorer les résultats pour les
patients et de lutter contre la menace mondiale de bactéries résistantes a I'origine de ces
infections (76, 77).
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25. Une nouvelle approche thérapeutique dans l'infection respiratoire :
I'utilisation d'imunomodulateurs pour rétablir la symbiose héte microbiome
(77).
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La PCR multiplex est donc un nouvel outil novateur dont le colt devrait diminuer dans les
prochaines années et les performances s’améliorer notamment avec I'intégration de
nouvelles amorces permettant de détecter des bactéries actuellement absentes du panel ou
I'adjonction d’un systéme de quantification témoin de la qualité du prélévement. La mattrise
de cet outil par les cliniciens sera primordiale pour que I'avancée technologique se traduise
par une avancée dans la qualité des soins délivrés au patient.
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V.CONCLUSION

En conclusion, la PCR multiplex par son délai de rendu court et par les informations
microbiologiques qu’elle apporte est un nouvel outil intéressant pour la gestion de
I'antibiothérapie des patients atteints de PAVM en réanimation, que ce soit a titre individuel
ou a titre collectif dans la lutte contre I’émergence des résistances bactériennes.

Ce nouvel outil est a manier en complément de la culture et ne doit pas la remplacer. Il est
important de définir et d’en préciser les indications afin de limiter un surco(t pour notre
systéme de santé et garantir ses performances en termes de sensibilité et spécificité. De plus,
la connaissance des forces et des faiblesses de la PCR est indispensable afin d’éviter de générer
des surconsommations ou des inefficacités de I'antibiothérapie, la formation des praticiens
est donc indispensable. Son interprétation et l'intégration de ses résultats dans la pratique
cliniqgue devront étre faites en collaboration avec nos colléegues microbiologistes et
infectiologues.

Pour cela nous proposons de réaliser une PCR multiplex syndromique uniquement sur un
prélevement profond de type LBA, chez des patients présentant des criteres francs de
surinfection bactérienne, et de procéder a I'analyse des résultats de la PCR en association avec
les résultats de 'examen direct, le contexte clinique, les facteurs de risque de résistances de
chaque patient et ceci toujours en fonction I'écologie du service.
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TITRE :

PEPPER : Performance de la PCR muitiplex en réanimation pour la détection des PAVM

CONCLUSION :

INTRODUCTION: The quick detection and ident}fication of the infectious agents responsible for Ventilator Acquired
Pneumopathies, the main site of infection in intensive care, is a major challenge both individually to optimize the antibiotic
treatment of each patient, and collectively to fight against the emergence of multi-resistant bacteria. TheFilmArray multiplex
PCR, thanks to the detection of 19 bacteria and 7 resistance genes, could make it possible to adapt antibiotic therapy early in
patients with VAP and thus limit the use of broad-spectrum antibiotic therapy in the intensive care. METHOD: In this
retrospective study, carried out at the Grenoble University Hospital/CHU Grenoble Alpes in surgical and cardiovascular and
thoracic intensive care units between February 2020 and June 2022, we have evaluated the performance and potential impact
on antibiotics prescription of the multiplex PCR. The patients included were adults who underwent syndromic multiplex PCR
analysis, combined with a standard bacteriological method on the same respiratory sample in the face of suspected pulmonary
superinfection. RESULTS: 143 PCR/standard bacteriology pairs have been analyzed, the sensitivity was 71.1% and the specificity
999%, the majority of the undetected germs were those absent from the detection panel with a theoretical sensitivity by
excluding these germs of 87%. In this study, the use of PCR could have allowed 45.4% antibiotic sparings (65), 7.7% (11) of
spectrum catch-up. However, this would have led to overconsumption of broad-spectrum antibiotic therapy in 12.6% of
patients (18) and ineffectiveness of antibiotic therapy in 2% of patients (3) . On average, the results of the multiplex PCR were
returned in 25.9 hours, i.e. 47 hours before the antibiogram. CONCLUSION: Multiplex PCR could be a valuable tool for adapting
antibiotic therapies for patients with VAP as long as the processes are precisely defined and there is a good knowledge of its
strengths and weaknesses.
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