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Liste des abréviations

AET = aspiration endotrachéale

IGS Il = index de gravité simplifié Il

LBA = lavage broncho-alvéolaire

PAC = pneumopathie aigué communautaire

PAH = pneumopathie acquise a I’hépital

PAVM = pneumopathie acquise sous ventilation mécanique
PCR = polymerase chain reaction

PNP noso = pneumopathie nosocomiale

SDRA = syndrome de détresse respiratoire aigué

UFC = unité formant colonie
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Introduction

Les pneumopathies acquises sous ventilation mécanique représentent la
premiére cause d’infection nosocomiale dans les services de soins intensifs en
France. Aggravant le pronostic des patients, celles-ci sont grevées d’'une morbi-
mortalité importante et constituent un enjeu majeur de santé publique. Depuis
2020 en France avec la pandémie a COVID 19, les services de soins intensifs
font face a un nombre élevé d’hospitalisations pour SDRA sévéres nécessitant
une assistance respiratoire et pouvant conduire au déces (1,2). L’évolution d’'un
patient atteint de SARS-Cov2 en réanimation expose a un risque important de
développer une surinfection bactérienne pulmonaire (3). En effet, la durée de
ventilation mécanique chez ces patients est souvent prolongée, avec les risques
inhérents a la ventilation mécanique, notamment les moyens invasifs d’accés
aux voies aériennes et la sédation. De plus, I'immunodépression relative a
l'infection virale et a la corticothérapie constitue également un facteur de risque
d’infection bactérienne (4,5).

La morbi-mortalité de ces pneumopathies peut étre réduite par la prescription
précoce d’une antibiothérapie probabiliste (6). Chez les patients de réanimation,
les critéres diagnostiques de pneumopathie nosocomiale peuvent étre pris en
défaut par la présence d’une infection concomitante, par la précarité respiratoire
des patients ou encore par 'administration antérieure d’antibiotiques. L’infection
a SARS-Cov2 complique également ce diagnostic par ses caractéristiques
propres. Il en résulte l'initiation d’une antibiothérapie probabiliste pendant 48 a
72 heures jusqu’a l'obtention des résultats microbiologiques. Celle-ci est

fréquemment a large spectre en réanimation en raison de linstabilité des



patients et de la présence de facteurs de risque de bactéries multi-résistantes
(7).

Le bon usage des antibiotiques (ou « antimicrobial stewardship » selon les
termes anglo-saxons) implique des pratiques encourageant une utilisation
appropriée et mesurée des antimicrobiens. En effet, la résistance aux
antibiotiques constitue une menace pour la santé mondiale aujourd’hui (8). Les
outils diagnostiques permettant une caractérisation rapide du pathogéne causal
constituent un levier dans la stratégie d’épargne des antibiotiques. La PCR
pulmonaire multiplex permet de détecter un grand nombre de pathogénes
respiratoires et leurs mécanismes de résistance en quelques heures. Sa
performance ainsi que ses modalités d’utilisation en cas d'infections
pulmonaires nosocomiales en réanimation ont été évaluées au cours d’études
multicentriques de qualité du BioFire FilmArray Pneumonia Panel (9,10). Les
données concernant son utilisation restent néanmoins peu nombreuses (11,12),
notamment dans le contexte de la pandémie a Sars-Cov2 (13,14). L'impact de
ce test dans la stratégie diagnostique et thérapeutique, en temps réel, dans un
service de réanimation, reste a évaluer. Notre étude vise a optimiser la place
de la PCR multiplex lors de la suspicion d’un épisode infectieux pulmonaire afin
de soutenir une utilisation adéquate et raisonnée des antimicrobiens. Cette
étude d’évaluation des pratiques de soins a mesuré I'impact de I'utilisation de
la PCR multiplex pulmonaire sur la gestion des antibiotiques en cas de
suspicion de pneumopathie bactérienne chez un patient sous ventilation

mécanique, au cours de la pandémie a Sars-CoV2.



Matériel et méthodes

Design de I’étude

Cette étude rétrospective monocentrique d’évaluation des pratiques de soins a
été menée au sein du service de réanimation de I’hépital Victor Provo a Roubaix
au cours de la pandémie a SARS-CoV2. La période d’inclusion s’est étendue

du 1er novembre 2020 au 1er mars 2022 inclus.

Sélection des patients

Tous les patients suspects de pneumopathie admis dans le service de
réanimation polyvalente de I'Hépital Victor Provo, sous ventilation mécanique et
ayant bénéficié de la réalisation simultanée d’'une PCR multiplex et d’'une
analyse microbiologique standard (sur aspiration endotrachéale ou liquide de
lavage broncho-alvéolaire) ont été inclus. Les caractéristiques démographiques
et les données cliniques des patients ont été colligées a partir des données
recueillies dans le dossier médical de chaque patient inclus.

L’extraction des données microbiologiques a été effectuée a partir des résultats
générés par le laboratoire de bactériologie du Centre Hospitalier de Roubaix
permettant I'analyse de I'ensemble des prélévements pulmonaires conduisant
a la réalisation d’'une PCR multiplex pendant la période d’inclusion.

Plusieurs tests effectués chez le méme patient mais prélevés lors d’épisodes
infectieux distincts dans le temps ont été considérés comme indépendants et
ont donc été inclus dans l'analyse. N'ont pas été inclus les prélévements
réalisés hors ventilation mécanique, ainsi que ceux dont la PCR multiplex et

I'analyse microbiologique standard n’étaient pas concomitantes.



La décision de réalisation d’'un test PCR multiplex face a une suspicion de
pneumopathie était a la discrétion du médecin en charge du patient. Les
épisodes infectieux étaient classés en pneumopathie aigué communautaire
(PAC) survenant avant les 48 premiéres heures d’hospitalisation, en
pneumopathie acquise a I'hépital (PAH) / pneumopathie nosocomiale survenant
aprés 48h d’hospitalisation, ou en pneumopathie acquise sous ventilation
mécanique (PAVM) diagnostiquée a plus de 48h de lintubation orotrachéale
(7).

Le suivi des patients dans le cadre de cette étude a été centré sur I'épisode
infectieux pulmonaire, avec un JO correspondant au jour de la réalisation des
prélevements respiratoires. L’évaluation de la stratégie antibiotique a été
effectuée a J-1, JO, J1, J2, J3, permettant d’analyser les changements
d’antibiothérapie aprés I'acquisition du résultat de la PCR (J0-J1) et la sélection
de I'antibiothérapie définitive aprés résultat de la culture standard a (J2-J3). Le
pronostic a été évalué a la résolution de I'épisode infectieux concerné. Les
patients ont été suivis jusqu’a leur décés ou leur sortie de réanimation.

Un flow chart a été réalisé afin d’évaluer le nombre de patients pour lesquels
les données d’intérét étaient manquantes : patients n’ayant pas bénéficié de la
réalisation concomitante de la PCR et de la culture microbiologique, patients

décédeés avant l'initiation d’'une antibiothérapie.

Paramétres microbiologiques
Pour chaque épisode infectieux, la documentation microbiologique consistait en

deux prélévements respiratoires simultanés.



L’un était destiné au test de biologie moléculaire, la PCR multiplex, intégrée au
sein du BioFire FilmArray Pneumonia Panel utilisé a I'h6pital de Roubaix. Ce
test, simple d’utilisation car entiérement intégré, est représenté par une cassette
unique. Celle-ci englobe I'échantillonnage, la lyse de ['échantillon et la
purification de I'acide nucléique, la transcription inverse et les PCR de phase 1
et 2 pour la détection puis I'analyse (15). Le délai d’exécution machine du test
une fois I'échantillonnage effectué est d’environ 1 heure. L’identification
concerne 34 cibles, 18 bactéries, 9 virus et 7 génes de résistance aux
antibiotiques (annexe 1). Seules les identifications bactériennes et leurs génes
de résistance ont été analysées dans cette étude.

Ce panel Pneumonia permet une analyse semi-quantitative des bactéries dont
la valeur est calculée en fonction de I'amplification de la séquence bactérienne
selon un standard interne de quantification. La quantité d’ADN bactérien est
alors rapportée en copies/ml (104 / > 107). Pour l'identification des génes de
résistance, 'analyse était qualitative (détecté/non détecté). La durée d’obtention
de la PCR correspond au temps imparti entre le prélévement respiratoire au lit
du patient jusqu’a la validation du résultat par le biologiste et sa communication
au réanimateur.

Ce test PCR était confronté a I'analyse microbiologique par culture
bactériologique conventionnelle (standard-of-care, SOC) d'un prélévement
simultané. La mise en culture et 'antibiogramme étaient effectués au laboratoire
suivant les recommandations du comité Francais de I'antibiogramme (CASFM
| EUCAST : Société Francaise de Microbiologie Ed ; 2020). Seuls les micro-

organismes isolés a des seuils significatifs ont été considérés. Ces seuils,



exprimés en unités formant colonies (UFC) correspondent a 104 UFC/ml pour

les LBA et 105 UFC/ml pour les AET.

Objectifs

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer I'impact, en vie réelle, de la
réalisation d’'une PCR pulmonaire multiplex sur 'adaptation de I'antibiothérapie
probabiliste.

Les changements d’antibiothérapie au vu de la PCR sont évalués a JO-J1 aprés
le rendu de son résultat. La détermination de I'antibiothérapie définitive aprés
résultat de la culture standard est réalisée a J2-J3.

Le critéere de jugement principal est représenté par la proportion de
changements appropriés de I'antibiothérapie probabiliste suite aux résultats de
la PCR. On définit un changement approprié par : une absence d’initiation ou
une interruption de l'antibiothérapie en cas de résultat PCR négatif ; une
initiation, optimisation ou désescalade de I'antibiothérapie appropriée en cas de
résultat PCR positif. L'initiation appropriée correspond a lintroduction d’un
antibiotique efficace sur la bactérie identifiée par PCR, non traitée par
'antibiothérapie probabiliste. L’optimisation concerne ['utilisation d'une
céphalosporine de 4éme génération a la place d’'une céphalosporine de 3éme
génération en cas de détection d'une entérobactérie du groupe 3. La
désescalade correspond au changement d’'une B-lactamine pour une autre d’'un
spectre plus étroit (16). La proportion de changements inappropriés est définie
par le taux de prélévements pour lesquels le résultat de la PCR n’a pas été pris

en compte dans la stratégie antibiotique.
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Le premier objectif secondaire de notre étude était de déterminer les facteurs
associés significativement a une modification appropriée de l'antibiothérapie
probabiliste suite aux résultats de la PCR multiplex.

Le deuxiéme objectif secondaire était d’évaluer la concordance entre les
résultats de la PCR multiplex et ceux de la culture standard (considérée comme
la méthode diagnostique de référence). Il était ainsi considéré comme faux
positif la détection par PCR d’une bactérie non présente en culture, et comme
faux négatif 'absence d’une bactérie en PCR alors qu’elle était mise en
évidence en culture (PCR non concordantes). Les résistances bactériennes aux
antibiotiques n’ont pas été prises en compte dans 'analyse des concordances
entre la PCR et la culture.

Le troisieme objectif secondaire était d’évaluer la performance de la PCR
multiplex dans la sous-catégorie des prélévements par aspiration endo-

trachéale.

Statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R. Tous les tests
statistiques ont été bilatéraux avec un risque de premiéere espéce de 5%.

Les variables qualitatives sont décrites par les effectifs et pourcentages. Les
variables quantitatives sont exprimées par la moyenne et I'écart type en cas de
distribution gaussienne, ou par la médiane et linterquartile (i.e. 25iéme et
75iéme percentiles) dans le cas contraire.

Les variables qualitatives ont été comparées avec le test du Chi2 ou le test de

Fisher quand les conditions de réalisation n’étaient pas remplies. Les variables
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quantitatives ont été comparées avec un test de Student ou un test de Wilcoxon
en cas de distribution non Gaussienne.

Une analyse de concordance des résultats des PCR par rapport aux cultures
(méthode de référence) a été réalisée avec un test du Kappa de Cohen dans la
sous-population des patients ayant bénéficié d’'un examen cytobactériologique
d’une aspiration endotrachéale (ECBT).

Une analyse multivariée par régression logistique a été réalisée pour identifier
les facteurs prédictifs d’'un changement approprié de 'antibiothérapie.

Les variables analysées dans I'analyse multivariée sont le ratio P/F, le statut
Covid, la durée de ventilation mécanique, I'lGS 2, la présence d’une
antibiothérapie préalable au prélévement a J-1 et celle avec un p<0,20 dans
'analyse univariée.

En raison de deux décés au cours du suivi, 'analyse de l'impact de la PCR
multiplex sur la stratégie antibiotique (en pourcentage de stratégie appropriée,
puis sur la I'évolution des antibiothérapies) a été effectuée sur les 104

prélévements analysables avec suivi antibiotique complet.

Ethique
Le projet a été déclaré conforme a la méthodologie de référence des
dispositions CNIL de la MR-004 et a recu un avis favorable du comité d’éthique

interne du Centre Hospitalier de Roubaix.
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Résultats

Caractéristiques démographiques et cliniques

Le Flow-chart des inclusions est présenté en Figure 1. Sur 158 préléevements ayant
conduit a la réalisation d’'une PCR multiplex durant la période d’inclusion, 52
échantillons ont été exclus. Sur les 106 prélevements analysés, 85 correspondaient a
des AET et 21 a des LBA. Les données sont manquantes pour 2 patients du fait d’'un
décés précoce survenu aprés résultat de la PCR mais avant réévaluation de
I'antibiothérapie suite a la culture. Les caractéristiques des patients sont présentées
dans le Tableau 1. L’age moyen était de 63 ans, avec une majorité de patients de sexe
masculin (67,9%). Dans le contexte de la pandémie COVID-19 dans lequel I'étude a
été conduite, 73,6% des patients étaient positifs au Sars-Cov2. Le ratio P/F moyen
était de 149,2 +68,9 et I'lGSIl moyen de 49 +21. Sur les 106 épisodes de
pneumopathie, 47,2% étaient des pneumonies acquises sous ventilation mécanique,
37,7% des pneumopathies nosocomiales et 15,1% des pneumonies communautaires.

La mortalité en réanimation était de 54,7%.
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Figure 1. Flow-chart des inclusions des prélevements pulmonaires sur la période de I'étude

selon les criteres de sélection.

158 PCR
pulmonaires
FilmArray

y

106 prélévements
sélectionnés

52 étaient non éligibles :

17 car hors ventilation mécanique
35 car réalisation non simultanée de
la PCR et de la culture standard

\4

104 prélévements analysés

v

2 déceés précoces
57 PCR + au suivi complet
47 PCR - au suivi complet

14




Tableau 1. Caractéristiques démographiques, cliniques et paracliniques de la

population d’intérét

Démographie
Sexe (homme)
Age (en années)
BMI
Antécédents
Diabéte
HTA
IRC
DFG <30
Cancer
Hémopathie
Immunodépression
Allergie antibiotique

Pathologie
COVID +
Pneumopathie
PAC
PAVM
Nosocomiale

Prise en charge de réanimation
IGS Il a I'entrée

Pa0O2/Fi02 a JO

Déces
Diagnostic microbiologique
Type de prélevement

Antibiothérapie en cours a JO
Recours a des amines a JO

Durée totale de séjour en réanimation (jours)

72.0 (67.9%)
63 +11
28.6 5.5

43.0 (40.6%)
46.0 (43.4%)
24.0 (22.6%)
10.0 (9.43%)
5.00 (4.72%)
17.0 (16.0%)
23.0 (21.7%)
4.00 (3.77%)

78.0 (73.6%)

16.0 (15.1%)
50.0 (47.2%)
40.0 (37.7%)

49 +21
91 (85,8%)
71.0 (67.0%)
149.2 £68.9
34.3 +38.7
58.0 (54.7%)

AET 85.0 (80.2%)

LBA 21.0 (19.8%)
Culture positive 40.0 (37.7%)
PCR positive 58.0 (54.7%)
Délai résultat PCR (en heures) 17.7 £ 14.5
Délai admission hoépital-PCR (en jours) 11.5£10.5
Délai admission réanimation-PCR (en jours) 8.17.6
Délai VM-PCR (en jours) 5.6 £7.2

Les variables qualitatives sont décrites par les effectifs et pourcentages. Les variables
quantitatives sont exprimées par la moyenne et I'écart type.

BMI : Body Mass Index; HTA : hypertension artérielle; IRC : insuffisance respiratoire
chronique ; DFG : débit de filtration glomérulaire ; PAC : pneumopathie aigué communautaire ;
PAVM : pneumopathie acquise sous ventilation mécanique ; IGS Il : Index de Gravité Simplifié
Il ; AET : aspiration endo-trachéale ; LBA : Lavage broncho-alvéolaire ; Délai- VM : délai de
ventilation mécanique.
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Données microbiologiques et performance de la PCR multiplex

Le délai moyen de communication des résultats de la PCR multiplex au clinicien était
de 17,7 heures, avec un écart-type de 14,5 heures. Les résultats des PCR et des
cultures standards sont résumés dans le tableau 2. Les bactéries les plus
fréquemment identifiés par PCR dans notre étude étaient Staphylococcus aureus
(20,8% des PCR), Haemophilus influenzae (13,2%), Escherichia coli (11,3%),
Enterobacter aerogenes (9,43%) et Pseudomonas aeruginosa (9,43%). En culture, les
pathogénes les plus fréquemment isolés étaient Staphylococcus aureus (7,55% des
cultures), Enterobacter aerogenes (6,60%) et Pseudomonas aeruginosa (6,60%). La
PCR a permis d’identifier 5 mécanismes de résistance, 1 carbapénémase (NDM), 3
BLSE (CTX-M) et 1 géne de résistance a la méthicilline (mec A/C). En culture standard,
5 céphalosporinases ont été détectées et une mutation a la protéine de liaison des

pénicillines (PLP), non détectables par la PCR.
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Tableau 2. Bactéries identifiées par m-PCR et par culture standard, en nombre de
prélevement positif (%).

Bactéries Identifiées par PCR  Isolées en culture
Gram + Staphylococcus aureus 22 (20,8%) 8 (7,55%)
Streptococcus pneumoniae 5(4,72%) 2 (1,89%)
Enterococcus faecalis 0 1(0,94%)
Gram - Haemophilus influenzae 14 (13,2%) 1(0,94%)
Escherichia coli 12 (11,30%) 6 (5,66%)
Enterobacter aerogenes 10 (9,43%) 7 (6,60%)
Pseudomonas aeruginosa 10 (9,43%) 7 (6,60%)
Klebsiella pneumoniae 7 (6,60%) 6 (5,66%)
Moraxella catarrhalis 4 (3,77%) 0
Proteus spp 4(3,77%) 2 (1,89%)
Enterobacter cloacae 3(2,83%) 2 (1,89%)
Serratia marcescens 1(0,94%) 0
Klebsiella oxytoca 1(0,94%) 1(0,94%)
Streptococcus agalactiae 1(0,94%) 0
Hafnia alvei 0 4(3,77%)
Stenotrophomonas maltophilia 0 2 (1,89%)
Morganella morganii 0 1(0,94%)
Autre Aspergillus sp. 0 4 (3,77%)

La table de concordance PCR-culture standard est affichée dans le Tableau 3. Dans
cette analyse, les PCR positives ne retrouvant pas un germe détecté en culture étaient
considérées comme négatives. De la méme maniére, une culture positive a un seul
des germes identifiés par la PCR classait cette derniére en fausse positive. L’analyse
de concordance des résultats de la PCR multiplex par rapport a la culture retrouvait
une sensibilité du test de 51,72%, une spécificité de 55,84%, une valeur prédictive
positive de 30,61% et une valeur prédictive négative de 75,44% (Kappa = 0,06 ; IC
95% [-0.11, 0.24] ; p=0.49. Les pathogénes positifs en PCR mais non retrouvés en
culture dans notre étude étaient Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae et
Escherichia coli. Ainsi, dans 12 cas sur 14, Haemophilus influenzae était identifié par
PCR mais pas en culture. De facon similaire, dans 14 cas sur 22, S. aureus était

identifié par PCR mais pas en culture. On retrouvait 14 bactéries isolées en culture
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mais non identifiées par la PCR représentées majoritairement par Hafnia alvei

(3,77%), Asperqgillus sp. (3,77%), puis Stenotrophomonas maltophilia (1,89%).

Une analyse de la performance du test PCR a été réalisée dans la sous-catégorie des
patients ayant bénéficié d’'un prélévement par aspiration endotrachéale. Celle-ci
retrouvait une sensibilité de 57,14% et une spécificité de 53,13% ; une valeur
prédictive positive de 28,57% et une valeur prédictive négative de 79,07% (Kappa =

0,08 1C95% [-0.11 ; 0.26] - p=0.41).

Tableau 3. Tableau de contingence de la PCR — culture standard dans 'ensemble
des prélevements (LBA et AET) et dans la sous-catégorie des AET.

Culture de I'ensemble des
prélevements (LBA et AET)

positive  négative
PCR sur | positive 15 34 49
LBA et
AET
négative 14 43 57
29 77 106
Culture des AET
positive  négative
PCR sur | positive 12 30 42
LBA et
AET
négative 9 34 43
21 64 85
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Impact sur la stratégie antibiotique

Sur les 47 PCR négatives, 16 d’entre elles soit 34,04% ont conduit a une stratégie
antibiotique appropriée. Concernant les PCR positives, 51/57 soit 89,47% d’entre elles
ont abouti a une attitude appropriée sur la stratégie antibiotique. Parmi elles, 33 PCR
positives ont conduit a [linitiation dune antibiothérapie adéquate. Les 6
antibiothérapies inappropriées concernaient 3 pneumopathies a Staphylococcus
aureus traitées par pipéracilline-tazobactam sans décrémentation ; une pneumopathie
poly-microbienne traitée par amoxicilline-acide clavulanique sans couverture d’un
Pseudomonas aeruginosa ; une pneumopathie a Staphylococcus aureus avec géne
mec A/C traitée par amoxicilline-acide clavulanique ; enfin une pneumopathie poly-
microbienne (Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus et Moraxella
catarrhalis) traitée par pipéracilline-tazobactam sans décrémentation. Les proportions

de changements appropriés sont présentées dans le Tableau 4.

Tableau 4. Proportion de stratégies antibiotiques appropriées suite aux résultats de
la PCR.

PCR - Stratégie appropriée 16/47 (34.04%)
Arrét traitement 8/47 (17.02%)
Absence initiation 8/47 (17.02%)
PCR + Stratégie appropriée 51/57 (89.47%)
Initiation adéquate 33/57 (57.89%)
Optimisation 2/57 (3,51%)
Escalade appropriée 9/57 (15,79%)
Désescalade 7157 (12,28%)
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La nature de I'antibiothérapie initiale et les modifications d’antibiothérapie suite aux
résultats de la PCR puis a ceux de la culture sont résumées par les histogrammes des

Figures 2 et 3.

Les modifications d’antibiothérapie a JO-J1, aprés obtention des résultats de la PCR
sont représentées par 7 désescalades (12%), essentiellement décrémentation de la
pipéracilline-tazobactam en céphalosporine de 3éme génération. L’escalade appropriée
concernait 9 prélevements (16%), dont 2 incrémentations en carbapénémes, 1 en
ceftazidime-avibactam, 3 en pipéracilline-tazobactam et 3 en céphalosporine de 3éme

génération.

A J2-J3, en cas de PCR négative, I'obtention des résultats de la culture et de
'antibiogramme ne conduisait jamais a l'arrét des antibiotiques, malgré une culture
négative dans 75,4% des cas. En cas de PCR positive, I'antibiothérapie était modifiée
apres obtention des résultats microbiologiques standards, a J2 ou J3 dans 10 cas, soit
17,5% des PCR positives. Les raisons étaient : une antibiothérapie inappropriée dans
4 cas car des mécanismes de résistance étaient détectés aprés culture, une escalade
malgré une antibiothérapie appropriée dans 2 cas, et une désescalade dans 4 cas du

fait d’'une culture négative.
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Figure 2. Evolution des antibiothérapies a J-1, JO-J1 et J2-J3 de la PCR, lorsque

celle-ci était négative.

Répartition des antibiothérapies dans le groupe PCR
négative (en nombre)
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Figure 3. Evolution des antibiothérapies a J-1, JO-J1 et J2-J3 de la PCR, lorsque

celle-ci était positive.
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Facteurs associés a la prise en compte des résultats de la PCR multiplex dans

la stratégie antibiotique :

En analyse univariée (annexe 2), les facteurs associés a une stratégie antibiotique
appropriée aprées obtention des résultats de la PCR multiplex sont la présence d’'une
insuffisance respiratoire chronique (29,9% vs 10,8% ; p=0,03), un score IGS Il plus
faible (46,1t 17,8 vs 56,2+ 24,4 ; p=0,02), 'absence d’antibiothérapie préalable a la
PCR (81% vs 49%, p<0,01), le caractéere positif de la PCR multiplex (76% vs 16%,

p<0,01).

Concernant I'analyse multivariée, le seul facteur significativement associé a une
stratégie antibiotique appropriée est la mise en évidence d’au moins un pathogéne par
la PCR (OR: 96,60 ; 1C95% [9,72- 960,20], p<0,001). Inversement, le score IGS Il
apparait comme un facteur significativement associé a une stratégie antibiotique non
appropriée (OR : 0,96 ; IC95% [0,931- 0,997], p=0,034).

Les facteurs associés au caractére approprié de la stratégie antibiotique suite aux

résultats de la PCR sont présentés dans le Tableau 5, en analyse uni et multivariée.
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Tableau 5. Analyse des facteurs associés a un changement approprié de
I'antibiothérapie probabiliste apres résultat de la PCR multiplex, en analyse univariée

et multivariée.

Univariée Multivariée

Odds ratio ICa95% Odds ratio ICa95% p-value
(Intercept) 0,44 [0.01, 20.41] 0,675
Sexe (homme) 2,24 [0.96; 5.25] 1,26 [0.31,5.11] 0,748
Diabete 0,53 [0.23;1.20] 0,68 [0.18, 2.52] 0,56
IRC 3,51 [1.10; 11.22] 3,64 [0.68, 19.48] 0,132
DFG<30 5,59 [0.68 ; 45.96] 9,88 [0.63,153.91] 0,102
Hémopathie 0,36 [0.12;1.07] 0,2 [0.02, 2.59] 0,218
Immunodépression 0,37 [0.14 ; 0.96] 0,62 [0.08, 5.02] 0,658
COVID + 0,81 [0.32;2.04] 5,19 [0.60, 44.94] 0,135
IGS Il a I'entrée 0,98 [0.96; 1.00] 0,96 [0.931,0.997] 0,034
Pa02/Fi02 1 [0.99; 1.00] 1 [0.994,1.015] 0,366
Antibiothérapie avant PCR 0,23 [0.09; 0.59] 0,38 [0.10, 1.49] 0,166
Délai VM-PCR (en jours) 1,03 [0.97; 1.09] 1,02 [0.93,1.13] 0,661
PCR positive 0,06 [0.02;0.17] 96,6 [9.72,960.20] <0.001

Les variables qualitatives sont décrites par les effectifs et pourcentages. Les variables
quantitatives sont exprimées par la moyenne et I'écart type. OR = Odds Ratio ; IC = Intervalle
de confiance ; p = risque de premiére espece a 5%.
IRC : insuffisance respiratoire chronique ; DFG <30 : débit de filtration glomérulaire <30
ml/min/1.73m2 ; IGS Il : Index de Gravité Simplifié Il ; Délai- VM/PCR : délai entre l'initiation
de la ventilation mécanique et le résultat de la PCR.
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Discussion

Cette étude visait a évaluer I'impact de la PCR pulmonaire multiplex en vie réelle sur
la prise en charge des patients sous ventilation mécanique invasive suspects de
pneumopathie dans un service de réanimation polyvalente. Elle a mis en évidence un
impact de la PCR multiplex sur la stratégie antibiotique dans prés de deux tiers des
cas. La PCR multiplex a permis linstauration ou l'adaptation précoce d'une
antibiothérapie en cas de résultats positifs dans presque 90% des cas et une épargne

antibiotique en cas de résultats négatifs dans plus d’un tiers des cas.

Dans notre étude, les résultats de la PCR ont été comparés a ceux de la culture
standard (gold standard) rendus 48 a 72h aprés la réalisation des prélévements.
Concernant la performance microbiologique de la PCR, notre étude a retrouvé une
sensibilité de 51,72% et une spécificité de 55,84%. Les valeurs prédictives positives
et négatives étaient respectivement de 30,61% et de 75,44%. La concordance entre
la PCR et la culture était de 54,72%. Ces résultats sont cohérents avec ceux de I'étude
de performance du FilmArray pour le diagnostic rapide des pneumonies acquises a
I'hépital menée par Lise Crémet et al. (17). Les auteurs retrouvaient une concordance
de 56,6% dans les LBA et de 56,1% dans les AET. Cependant des scores de
performance plus élevés ont été rapportés dans des études similaires (10,12) avec
des sensibilités et spécificités supérieures a 80%. Plusieurs explications peuvent étre
avancées concernant ces différences de performance de la PCR multiplex. Notre
étude révélait un nombre important de faux positifs, la PCR conduisant a l'identification
de bactéries supplémentaires. Cet excés de sensibilité de la PCR a été retrouvée dans
de nombreuses études. Céline Monard et al (12) retrouvaient une documentation

microbiologique presque deux fois plus fréquente par PCR multiplex en comparaison
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a la culture. Quant a I'équipe de Blake W. Buchan et al (10), ils mettaient en évidence
une augmentation de 94,8% du nombre total de bactéries détectées, et I'équipe de

Lee et al (18) de 70,3%.

Dans notre étude les faux positifs de la PCR concernaient majoritairement H.
influenzae mais aussi S. aureus. Plusieurs auteurs ont rapporté la fréquence des faux
positifs de la PCR multiplex en cas d’identification de H. influenzae (18,19). Cette
discordance peut s’expliquer par une culture difficle de Haemophilus en milieu
standard, nécessitant un milieu enrichi spécifique. Ainsi, Lise Crémet et al (17) ont
démontré que pour plus de 50% des PCR positives a Haemophilus influenzae, soit la
culture revenait positive aprés utilisation de milieu enrichi, soit cette bactérie était
envahie dans la culture par d’autres pathogénes de la flore commensale, et donc non
identifiée comme pathogéne. Murphy et al (9) retrouvaient des résultats similaires.
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis et
Pseudomonas aeruginosa étaient les bactéries les plus souvent associées aux faux
positifs de la PCR. La culture standard présente des limites. En effet, les techniques
de mise en culture sont basées sur la recherche des pathogénes dominants et les
bactéries minoritaires ne sont pas analysées. Il est difficile de déterminer si ces PCR
positives correspondent a de vraies infections avec une culture prise a défaut ou a une
simple contamination des prélévements respiratoires par la flore oropharyngée.
Compte tenu du caractére rétrospectif de notre étude, aucun test microbiologique
supplémentaire n'a été réalisé en cas de résultats discordants. Cependant, notre
objectif était une évaluation en vie réelle de la PCR multiplex pulmonaire BioFire
FilmArray et la culture standard bien qu’imparfaite reste la méthode diagnostique de

référence en routine.
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La concordance entre PCR et culture standard est non seulement influencée par
I'épidémiologie bactérienne des pneumopathies mais €galement par ['utilisation
préalable d’antibiotiques. Ainsi nos résultats montrent que 47,06% des PCR positives
mais non concordantes avec la culture concernaient des patients ayant regu au moins
une dose d’antibiotique actif contre la bactérie identifiée dans les 24 heures précédant
le prélévement. Des résultats similaires sont retrouvés dans I'étude menée par Buchan
et al (10), avec 49,3% des échantillons positifs en PCR mais négatifs a la culture
concernant des patients ayant regu une dose d’antibiotique dans les 72 heures.
L’exposition aux antibiotiques peut expliquer cet excés de sensibilité de la PCR par
rapport a la culture. La prise en compte des bactéries isolées en culture a des taux
inférieurs au seuil de significativité réduit la discordance entre les 2 techniques (11,13).
Le panel FilmArray pulmonaire fournit des résultats semi-quantitatifs exprimés en
copies/ml. On distingue 4 catégories : 104, 10°, 108, ou 2 107 copies/ml. Cependant, il
n'existe pas de corrélation clairement établie entre les seuils de la PCR (copies/ml) et
ceux de la culture (UFC/ml). Cette concordance varie en fonction des microorganismes
en cause et de l'inoculum (20). Elle est moins bonne en cas dinoculum faible.
L'ensemble des bactéries identifiées par PCR est donc pris en compte. La question
des seuils de détection de la PCR et de leur pertinence clinique nécessite des
investigations supplémentaires. Enfin, notre population a majoritairement bénéficié de
la réalisation d’'une AET plutét que d’'un LBA, augmentant le risque de faux positifs et
donc d’'un exces de sensibilité de la PCR. L'utilisation de 'examen cytobactériologique
de I'aspiration endotrachéale (ECBT) est recommandée au méme titre que le LBA pour
le diagnostic de pneumopathie acquise sous ventilation mécanique (21) et les
recommandations sont en faveur d’'un diagnostic non-invasif (22,30). Nous avons

réalisé une analyse de la performance du test PCR dans la sous-catégorie des patients
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ayant bénéficié d’'un préleévement par aspiration endotrachéale. Celle-ci retrouvait une
sensibilité de 57,14% et une spécificité de 53,13%, une valeur prédictive positive de
28,57% et une valeur prédictive négative de 79,07%. D’un point de vue de I'utilisation
en pratique clinique, une valeur prédictive négative plus élevée en cas de test PCR
réalisé sur une AET permettrait une désescalade antibiotique en cas de résultats

négatifs plus en confiance (22).

Dans notre étude, 14 faux négatifs étaient décrits dont majoritairement Hafnia alvei,
Aspergillus sp., Sténotrophomonas maltophilia. La PCR en tant qu’outil diagnostic
vient compléter et renforcer une suspicion clinique mais ne doit pas étre interprétée
isolément. La culture reste nécessaire pour révéler les faux négatifs de la PCR

(bactéries non présentes dans le panel) et permettre la réalisation d'un antibiogramme.

L’impact en vie réelle de la PCR multiplex pulmonaire dans notre service a été évalué
par la proportion de stratégies antibiotiques appropriées aux résultats de la PCR. Dans
notre étude, 55% des prélévements pulmonaires révélaient une PCR positive. Un
résultat positif de la PCR était indépendamment associé a une stratégie antibiotique
appropriée. Ainsi, nous avons retrouve 89% de stratégies antibiotiques appropriées en
cas de PCR positive, dont 58% d'initiations, 12% de désescalades, et 16% d’escalades
antibiotiques. En cas de PCR positive, I'antibiothérapie n’était modifiée apres obtention
des résultats microbiologiques standards a J2-J3 que dans 17,5% des cas. La PCR
permettait 'optimisation précoce de l'antibiothérapie. En cas de PCR négative,
'absence d'initiation d’'une antibiothérapie ou son interruption concernait un peu plus
d’'un tiers de nos patients. Par la diminution du nombre et de la durée d’antibiothérapies
a large spectre, la PCR diminuait le risque écologique antimicrobien sans augmenter
le risque individuel. A J2-J3, I'obtention d’une culture négative confirmant le résultat

de la PCR, ne conduisait pas a plus d’interruptions de l'antibiothérapie mettant en
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lumiére la difficulté a appliquer une épargne des antibiotiques chez les patients graves
suspects d’infection. Ainsi I'étude DIANA visant a évaluer la fréquence avec laquelle
une dé-escalade antibiotique était réalisée chez les patients de réanimation et son
impact pronostique ne retrouvait que 16% de dé-escalade bien qu’il ne soit pas mis en

évidence d’impact délétére de son application sur la guérison clinique (23).

Plusieurs études antérieures ont évalué l'impact potentiel de la PCR multiplex
pulmonaire sur le choix de l'antibiothérapie en cas de suspicion de pneumopathie
nosocomiale ou acquise sous ventilation mécanique. La plupart simulait 'impact des
résultats de la PCR puisqu’elles comparaient I'antibiothérapie prescrite en pratique par
les cliniciens ignorants des résultats de la PCR, a celle choisie en théorie par des
experts informés des résultats de la PCR (11,12,24,25). La réalisation de la PCR
associée a l'avis d’expert permettrait une épargne antibiotique et une amélioration de

'adéquation de I'antibiothérapie empirique.

L’étude menée par Guillotin et al (24) montrait 37% d’antibiothérapies initiales a large
spectre prédites en cas d'utilisation de la PCR multiplex versus 88% en cas
d’application des recommandations. Buchan et al. (10) rapportaient un ajustement
potentiel de I'antibiothérapie basé sur les résultats de la PCR chez 70% des patients
de leur étude, permettant une épargne de 18000 heures cumulées d’antibiothérapie
inutile. Les ajustements les plus fréquents étaient une désescalade ou un arrét
approprié chez 48% des patients. Une seule étude prospective randomisée a évalué
limpact effectif des résultats de la PCR. Cette étude menée par Darie et al (26)
retrouvait une réduction de la durée d’antibiothérapies inappropriées de 38,6 heures
pour les patients ayant bénéficié d’'une PCR multiplex. Cependant les conclusions de
cette étude étaient limitées par le caractéere peu sévére des patients inclus et le faible

taux de documentation bactérienne (27).
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La spécificité de notre étude est qu’elle concernait une cohorte en vie réelle. Dans les
études ayant évalué I'impact théorique de la PCR , la proportion de dé-escalade
antibiotique anticipée en cas d’utilisation de la PCR était évaluée aux alentours de 40%
(11,12). Cette proportion n’était que de 12% dans notre population. Nos résultats
étaient comparables a ceux rapportés par Maataoui et al. qui retrouvaient 11% de
désescalade apreés les résultats de la PCR en cas de pneumopathies a SARS-CoV2
dans une cohorte rétrospective en vie réelle (13). Dans notre cohorte, une PCR
multiplex négative conduisait & un arrét ou une absence d’initiation des antibiotiques
pour 34% des patients. De fagon similaire, Posteraro B et al. rapportaient dans une
cohorte de patients admis en réanimation pour COVID-19, une interruption des
antibiotiques chez un tiers des patients avec PCR négative (28). Dans notre cohorte,
un score IGSII élevé était significativement associé a 'absence de prise en compte
des résultats de la PCR. La PCR négative chez les patients avec symptdmes mineurs
ou étiologie alternative peut donc conduire de maniére rassurante a l'absence
d’antibiothérapie. L’algorithme en cas de PCR négative proposé par I'équipe de Novy
et al (14) montre une épargne d’antibiotiques pour 65% des prélevements. lls
proposent un arrét de I'antibiothérapie probabiliste si la PCR est négative et que le
patient ne présente pas de critére de sévérité tel un état de choc ou un ARDS, avec
une absence de bactérie a Gram négatif a 'examen direct. Cette stratégie implique
evidemment de prendre en compte le risque écologique de chaque service. De méme,
la collaboration microbiologiste-réanimateur est primordiale dans la stratégie
antimicrobienne de ces infections. Enfin, la sévérité des patients reste un élément
majeur a considérer chez les patients de réanimation. Maataoui et al (13) retrouve
aussi une poursuite inappropriée supérieure a 50% des antibiotiques lorsque la PCR

est négative du fait de la sévérité respiratoire des patients, avec attitude attentiste
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jusqu’aux résultats de la culture. L’impact de la PCR, positive comme négative, est
moindre chez les patients avec un ARDS ou choc septique sur une pneumopathie

bactérienne par la nécessité de couvrir rapidement un spectre bactérien plus large.

Notre étude comporte des limitations qu’il convient de mentionner. Par son caractere
rétrospectif, nous n’avons pu inclure toutes les PCR pulmonaires analysées car toutes
n’ont pas bénéficié d’une culture concomitante. Inversement, tous les patients qui ont
bénéficiés d’une culture bactériologique standard (AET ou LBA) n’ont pas bénéficié
d’'une PCR multiplex concomitante. Cela constitue un biais de sélection chez les
patients ventilés lors de notre période d’inclusion. De la méme maniére, la nature
monocentrique de notre étude nous expose a l'effet centre qui empéche I'extension
des résultats a d’autres centres du fait des écologies de service et des stratégies
d’équipe différentes. En raison d’'une approche observationnelle rétrospective, des
facteurs confondants liés au médecin, au patient et au type d’infection ont pu étre
méconnus. La suspicion de pneumopathie restait a la discrétion du médecin en charge
du patient. Les critéres infectieux précis n’ont pas été colligés, de méme que la
présence d’autres foyers infectieux pouvant indiquer la poursuite d’une antibiothérapie.
De méme, le pourcentage de guérison clinique a sept jours et la durée de ventilation
mécanique n'ont pas été colligés. Les préléevements étaient parfois réalisés le week-
end, sans équipe de microbiologie pour délivrer un résultat rapide, expliquant I'écart-
type important du délai de rendu des résultats de la PCR pulmonaire. De plus,
linfection a SARS-CoV2 concernait 74% de nos patients inclus. En raison d’un
manque de données initial quant aux surinfections bactériennes et de la gravité de ces
patients, la proportion d’antibiothérapies probabilistes était importante. Enfin, les
critéres de désescalade étaient limités par la gravité de la population incluse et un taux

de décés important de 55%. Tabah et al retrouvait en effet une désescalade entreprise
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plus souvent chez les patients ayant une évolution clinique déja favorable (29). Malgré
la gravité clinique de nos patients, une épargne antibiotique était réalisée pour 34%

des PCR pulmonaires négatives.

Conclusion

Nos résultats étayent I'application en vie réelle du diagnostic microbiologique par PCR
pulmonaire des pneumopathies en réanimation. Nécessitant une bonne collaboration
microbiologiste-réanimateur, une bonne connaissance du test et une écologie de
service favorable, la PCR permet une adaptation d’emblée optimale des antibiotiques
comme une épargne de ceux-ci. Des investigations supplémentaires sont nécessaires
en raison de la présence de nombreux faux positifs et du fait de la difficulté a

considérer les résultats lorsque la situation clinique est défavorable.
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Annexes

Annexe 1. Le BioFire FilmArray Pneumonia Panel.

BACTERIES BACTERIES ATYPIQUES GENES DE RESISTANCE
(Résultats semi-quantitatifs)  (Résultats qualitatifs) AUX ANTIBIOTIQUES
Acinetobacter calcoaceticus-  Chlamydia pneumoniae Résistance a la méticilline
baumannii complexe Legionella pneumophila mecA/C

Enterobacter cloacae complexe Mycoplasma pneumoniae .

Escherichia coli VIRUS i e
Haemophilus influenzae Adénovirus KPC

Klebsiella aerogenes Coronavirus NDM

Klebsiella oxytoca . Métapneumovirus humain ~ OXA-48-like

Groupe Klebsielia pneumoniae  Entérovirus/rhinovirus VIM

Moraxella catarrhalis humains

Proteus spp. , Virus de la grippe A BLSE

Pseudomonas aeruginosa Virus de la grippe B CTX-M

Serraia marcescens Coronavirus du syndrome

Staphylococcus aureus respiratoire du Moyen-Orient

Streptococcus agalactiae (MERS CoV)

Streptococcus pneumoniae Virus parainfluenza

Image extraite du site : biomerieux.fr / Diagnostic syndromique des Infections
Respiratoires Basses pour de meilleures décisions thérapeutiques.



Annexe 2. Analyse des facteurs associés a un changement approprié de
I'antibiothérapie probabiliste aprés résultat de la PCR multiplex, en analyse univariée.

Comparaison en fonction de I'antibiothérapie adaptée

Non Oui pValue
37 (35.58%) 67 (64.42%)

Sexe(homme) 21.0(56.8%) 50.0(74.6%) 01 t
Age (en année) 62.6 £13.7 62.4 £10.1 093 T
BMI 28.915.3 28.415.7 0,67 t
Diabéte 19.0 (51.4%) 24.0(35.8%) 0,18 *
HTA 17.0 (45.9%) 28.0(41.8%) 0,84 *
IRC 4.00(10.8%) 20.0(29.9%) 0,05 *
DFG<30 1.00 (2.70%)  9.00(13.4%) 0,09 t
Cancer 2.00(5.41%) 3.00 (4.48%) 1 %
Hémopathie 9.00 (24.3%) 7.00(10.4%) 0,11 t
Immunodépression 12.0(32.4%) 10.0(14.9%) 0,07 t
Allergie antibiotiques 2.00(5.41%) 2.00(2.99%) 0,61 %
COVID + 28.0(75.7%) 48.0(71.6%) 0,83 +
Pneumopathie

PAC 8.00 (21.6%)  8.00 (11.9%)

PAVM 14.0 (37.8%)  34.0(50.7%) 03 *

PNPnoso 15.0 (40.5%) 25.0(37.3%)
IGS I 3 I'entrée 56.2124.4 46.1+£17.8 003 T
R N - 26.0(70.3%) 43.0(64.2%) 0,68 T

ecours a des amines

Pa02/Fi02 155.6 +84.1 146.8 £60.6 058 T
Antibiothérapie avant PCR 30.0(81.1%) 33.0(49.3%) <0.01 *
Type de prélévement

AET 31.0(83.8%) 54.0(80.6%) oo

LBA 6.00 (16.2%)  13.0(19.4%) ’
PCR positive 6.00 (16.2%) 51.0(76.1%) <0.01
Délai résultat (en heures) 19.2 £16.5 17.0+£13.5 049 T
Délai admission hépital-PCR (en jours) 118132 11+8.7 074 T
Délai admission réanimation-PCR (en jours) 6.8+7.4 8.517.7 027 T
Délai VM-PCR (en jours) 4.617.2 6.017.2 034 T

1 :test du chi2, T : test du Fisher, T : test de Student

Les variables qualitatives sont décrites par les effectifs et pourcentages. Les variables
quantitatives sont exprimées par la moyenne et I'écart type. OR = Odds Ratio ; IC = Intervalle
de confiance ; p = risque de premiere espece a 5%.

BMI: Body Mass Index; HTA : hypertension artérielle; PAC: pneumopathie aigué
communautaire ; PAVM : pneumopathie acquise sous ventilation mécanique ; PNPnoso :
pneumopathie nosocomiale ; IRC : insuffisance respiratoire chronique ; DFG <30 : débit de
filtration glomérulaire <30 ml/min/1.73m2 ; IGS Il : Index de Gravité Simplifié Il ; AET :
aspiration endo-trachéale ; LBA : lavage broncho-alvéolaire ; Délai- VM/PCR : délai entre
l'initiation de la ventilation mécanique et le résultat de la PCR.
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Résumé :

Contexte : Les pneumopathies bactériennes sont fréquentes en réanimation et les résistances
antibiotiques en constante augmentation. L’utilisation de la PCR multiplex pulmonaire peut mener
a un diagnostic microbiologique rapide. Cette étude vise a évaluer I'impact de I'utilisation de la m-
PCR dans la prescription initiale et 'adaptation précoce des antibiotiques chez les patients sous
ventilation mécanique.

Méthode : Entre novembre 2020 et mars 2022, les patients ventilés suspects de pneumopathie
et qui ont bénéficié de maniére concomitante d’'un prélévement pulmonaire par PCR et d’'une
culture standard ont été inclus. Le critére de jugement principal correspond a I'impact de la m-
PCR évalué en proportion de changement approprié par rapport a I'antibiothérapie initiale
probabiliste suite au résultat de la m-PCR. La performance de la m-PCR par calcul de la
sensibilité et spécificité a été évaluée pour 'ensemble des prélévements et dans la sous-
catégorie des aspirations endotrachéales (AET).

Résultats : 104 prélévements ont été analysés dont 81% étaient des AET. 74% des patients
étaient positifs a Sars-Cov2. Sur les 47 m-PCR négatives, 34% ont conduit a une stratégie
antibiotique appropriée ainsi que 89% sur les 57 m-PCR positives. En analyse multivariée, une
m-PCR positive a un germe était associé significativement a une stratégie antibiotique
appropriée (OR 96.60 ; 1C95% [9.72, 960.20] ; p <0.001). Inversement, un score IGS Il élevé
était associé de maniére significative a 'absence de stratégie antibiotique appropriée aprées
résultat de la m-PCR (OR 0.96 ; IC95% [0.931, 0.997], p =0.034).

Conclusion : Notre cohorte est en faveur d’'un impact positif de la m-PCR chez les patients
ventilés suspects de pneumopathie avec une épargne antibiotique chez un tiers des m-PCR
négatives. L'impact est plus fort lorsque celle-ci est positive. Par ailleurs chez les patients les
plus séveéres, le résultat de celle-ci n’est pas considéré dans la stratégie antibiotique.
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