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Introduction

1 Généralités sur la Maladie a Coronavirus - 2019

1.1 Epidémiologie

En Décembre 2019, un nouveau virus est détecté en Chine comme la cause
d’atteintes respiratoires : le Coronavirus-2 du Syndrome Respiratoire Aigu Sévere, ou

SARS-CoV-2, agent causal de la Maladie a Coronavirus - 2019, ou COVID-19.

Son extension mondiale est rapide et ses effets potentiellement sévéres. Le 30
Janvier 2020, le Comité d’'Urgence de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
déclare cette atteinte comme un Evénement de Santé Publique de Portée

Internationale ; le 11 Mars 2020, I'état de Pandémie est déclaré [1].

A ce jour, le SARS-CoV-2 continue de sévir a travers le monde, avec, au 31 Mai
2023, plus de 760 millions de cas recensés dans le monde et plus de 6,9 millions de
déces, dont plus de 39 millions de cas en France incluant plus de 163 000 déces, selon

le site de ’OMS (https://covid19.who.int).

1.2 Présentation du SARS-CoV-2 et physiopathologie

Le SARS-CoV-2 fait partie de la famille des Coronaviridae, grande famille de
virus enveloppés, a ARN simple brin de polarité positive, ce qui permet, pour une partie
de son génome, d’'étre directement traduit en protéines par le ribosome de la cellule

hoéte, sans passer par une étape intermédiaire de transcription [2]. Les analyses
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morphologiques et génétiques ont permis de le classer dans la sous-famille des Ortho-
Coronavirinae, genre Béta-coronavirus, sous-genre Sarbecovirus [3,4]. Parmi les
différents Coronavirus, 6 espéces étaient jusque-la connues pour infecter '’Homme : 4
d’entre elles sont bénignes et fréquentes (229E, OC43, NL63 et HKU1), responsables
de symptdémes communs d’atteinte des voies aériennes supérieures ; 2 autres ont fait
parler d’elles car ont été impliquées dans des atteintes du tractus respiratoire inférieur,
beaucoup plus sévéres et potentiellement létales: le SARS-CoV-1 en 2002,
Coronavirus-1 du Syndrome Respiratoire Aigu Séveére, et le MERS-CoV en 2012,

Coronavirus du Syndrome Respiratoire du Moyen-Orient [3,5].

En microscopie électronique, le SARS-CoV-2, virus pléomorphe, présente une
forme généralement sphérique, d’'un diamétre de 60 a 140 nanométres [3,6]. Sa
surface est agrementée de spikes, formés d’une glycoprotéine S, par lesquels le virus
se fixe aux cellules cibles via le récepteur de I'Enzyme de Conversion de
I’Angiotensine |l principalement. Il pénétre dans la cellule via I'action de protéases
comme la protéase transmembranaire a sérine 2, TMPRSS2, la furine et la cathepsine

endosomale L, y est active, répliqué et exerce ainsi son pouvoir pathogéne [5-7].

Les principales cellules ciblées par le SARS-CoV-2 sont les cellules multi-ciliées
des voies aériennes supérieures, les cellules sustentaculaires de la muqueuse nasale
olfactive, les cellules intestinales, mais également les cellules épithéliales du tractus
respiratoire inférieur, jusqu’aux alvéoles, ou les pneumocytes de type 2, producteurs

du surfactant, semblent principalement ciblés [5].



1.3 Histoire naturelle et clinique

La transmission inter-personnes du SARS-CoV-2 se fait principalement via les
gouttelettes respiratoires ou aérosolisation des personnes infectées, par contact
direct, ou de fagon plus anecdotique, indirectement via I'environnement partagé et

contaminé par des gouttelettes infectées [4,6].

La période d’incubation moyenne de l'infection est de 4 a 5,2 jours, avec des

délais parfois plus longs rapportés [4,6].

La détection virale par Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction
(PCR), effectuée sur des prélevements nasopharyngés, est le Gold Standard

diagnostique de l'infection a SARS-CoV-2 [8].

Si quelques patients restent asymptomatiques, la majorité présentent une forme
bénigne de COVID-19 (81%), marquée par une rhinorrhée, une asthénie, une toux, de
la fievre, des céphalées, des arthro-myalgies et/ou des diarrhées. Des troubles du goat
et de l'odorat sont communs. Certaines formes sont néanmoins sévéres (14%)
marquées par une dyspnée, une hypoxémie avec oxygéno-réquérance, évoluant
parfois jusqu’a des formes critiques de Syndrome de Détresse Respiratoire Aigu

(SDRA) et de défaillance respiratoire, voir multi-viscérale [4—6,9].

1.4 Examens paracliniques

Les opacités en verre dépoli, bilatérales, multi-lobaires, de distribution
volontiers sous-pleurale et périphérique, et notamment dans les lobes inférieurs, sont
la principale présentation scannographique de la COVID-19. Des condensations
focales, ainsi que des réticulations intra-lobulaires et des épaississements des septas
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inter-lobulaires peuvent se surajouter, notamment avec I'évolution de la maladie et sa
sévérité. Des images de « crazy paving » et de pneumopathie organisée sont
également décrites. En absence de cause associée, les épanchements pleuraux et les
lymphadénopathies sont moins fréquents que dans d’autres atteintes virales. Des

évolutions fibrosantes sont rapportées dans les cas sévéeres [10-13].

Les anomalies biologiques sont aspécifiques, marquées par 'augmentation des
marqueurs inflammatoires, comme la protéine réactive C (CRP), les lactate-
déshydrogénases (LDH), la ferritine, les D-Diméres ; une lymphopénie est rapportée

chez plus de 80% des patients hospitalisés [8,14].

Les analyses anatomopathologiques des atteintes pulmonaires au stade aigu
retrouvent dans la majorité des cas des lésions de dommage alvéolaire diffus et de
pneumopathie organisée fibrineuse aigué. Il est retrouvé des infiltrats lymphocytaires,
associés a des exsudats fibrineux intra-alvéolaires, des formations de membrane
hyaline, des desquamations pneumocytaires, de I'cedéme interstitiel, ainsi que des
atteintes thrombotiques de la vascularisation pulmonaire. Au stade tardif peuvent étre
mis en évidence de la fibrose interstitielle inflammatoire associée a des hyperplasies

pneumocytaires de type 2 [5,6,15,16].

1.5 Sévérité

L’age, le sexe masculin, 'immunosuppression, les cancers, les comorbidités
chroniques telles que les maladies respiratoires ou cardiovasculaires, le diabéte et
'obésité, sont des facteurs associés a un risque plus élevé de forme sévere

[6,9,17,18].



Ainsi, 5% des patients atteints de la COVID-19, et environ 20% de ceux
hospitalisés, nécessitent une prise en charge dans des services de Soins Critiques et
Réanimation ; parmi ceux-la, une large proportion requiert une ventilation mécanique
invasive. La mortalité globale varie selon les études entre 1,4 et 3,2%, avec des taux
plus élevés chez les patients présentant des comorbidités, et jusqu’a environ 50%

dans les services de soins critiques au début de la pandémie [6,8,9,14,19].

1.6 Prise en charge

1.6.1 Généralités thérapeutiques

L’amélioration des connaissances de cette maladie a permis de définir des
stratégies thérapeutiques. Des recommandations sont régulierement mises a jour,
selon le grade de sévérité de l'atteinte. Aprés essais de plusieurs molécules,
notamment antivirales, les actuelles recommandations de prise en charge des formes
critiques de COVID-19, en plus de l'oxygénothérapie adaptée, de Ila
thromboprophylaxie et des traitements spécifiques des défaillances et complications,
se basent sur la corticothérapie (étude RECOVERY [20]) et les traitements
immunomodulateurs tels que les inhibiteurs du récepteur de l'interleukine 6 et le

baricitinib, un inhibiteur de JAK [6,21].

1.6.2 Question de I'antibiothérapie

Au début de la pandémie, les données sur de potentielles infections
bactériennes surajoutées manquaient. Hors, il s’agit d’'une complication fréequemment
retrouvée dans les pneumopathies virales, et notamment grippales, ou

I'antibiothérapie empirique est recommandée dans les cas séveéres [22].
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Par extrapolation de ces données et devant les difficultés diagnostiques et le
manque d’études initialement disponibles, la Surviving Sepsis Compaign
recommande, en Mars 2020, la mise en place d’'une antibiothérapie empirique chez
les patients hospitalisés pour une insuffisance respiratoire sévere a SARS-CoV-2

nécessitant un support par ventilation mécanique invasive [23].

1.6.3 Support ventilatoire

Apres une stratégie initiale de recours précoce a la ventilation mécanique
invasive (VMI) face a des signes d’atteinte respiratoire, notamment afin d’éviter les cas
secondaires chez les professionnels de santé, des études ont montré I'efficacité des
techniques d’oxygénation non invasives, telles que I'oxygénation nasale a haut débit
et la ventilation non-invasive a un ou deux niveaux de pression. Cela a conduit par la
suite a réserver la VMI aux cas plus sévéres ou en cas d’échec des moyens non

invasifs [17,23,24].

2 Explorations par Lavage Broncho-Alvéolaire

2.1 Principes du Lavage Broncho-Alvéolaire

Introduit pour la premiere fois en 1974, le Lavage Broncho-Alvéolaire (LBA)
s’est progressivement imposé comme un outil majeur d’aide diagnostique. Ses trois
principales indications sont : 1) le bilan de Pneumopathies Interstitielles Diffuses, 2) la
recherche d’infections pulmonaires, chez les patients immunodéprimés, dans les cas

de pneumopathies d’évolution défavorable, ou encore dans les cas de Pneumopathies



Acquises sous Ventilation Mécanique (PAVM), et enfin, 3) la recherche de certaines

affections pulmonaires malignes [25].

Réalisé au cours d’une endoscopie bronchique au bronchoscope souple, le LBA
permet, contrairement aux autres techniques de prélevement respiratoire,
d’échantillonner le poumon dans sa distalité et de récupérer les composants cellulaires
et acellulaires des bronchioles distales et des alvéoles. Des analyses notamment
bactériennes, mycologiques, virales et anatomopathologiques sont communément
réalisées sur ce type de prélévement. Des recherches de marqueurs biologiques

spécifiques ou de particules minérales sont également possibles [25-27].

Sur le plan technique, le LBA se réalise en bloquant le bronchoscope le plus en
distalité possible dans I'arbre bronchique, dans le territoire d’intérét préalablement
repéré par une tomodensitométrie (TDM) thoracique, ou a défaut, une radiographie
pulmonaire, et en y injectant par fraction une quantité totale allant de 100 a 250 cc de
sérum salé isotonique. Le liquide est au fur et a mesure récupére via I'application d’'une
faible pression d’aspiration, inférieure a 100 mmHg, afin d’éviter le collapsus des voies
aériennes distales. La premiere fraction de liquide récupéré est souvent exclue des
analyses, ou mise a part, pour éviter la contamination du prélévement par les
sécrétions et contaminations des bronches proximales. Cette procédure est rapide et

bien tolérée [25-28].

2.2 LBA en Réanimation

2.2.1 Tolérance

Le LBA est un examen invasif, qui nécessite au préalable une évaluation de sa

balance bénéfice / risque, et un monitorage continu, respiratoire et hémodynamique,
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pendant et au décours de sa réalisation. En effet, d’'aprés une étude de 2015 portant
sur 164 patients intubés bénéficiant d’'un LBA pour une suspicion de pneumopathie :
9% ont présenté pendant 'examen une hypo-oxygénation avec une Saturation pulsée
en Oxygene (SpO2) < 88% et/ou un bronchospasme, dont aucun n’a nécessité
d’arréter précocement I'examen; 29% ont présenté, a une heure du LBA, une
diminution de plus de 25% de leur ratio Pression artérielle en Oxygéne / Fraction
inspirée en Oxygéne (PaO2/FiO2), dont la moitié persistait a 24 heures ; 22% ont
présenté une instabilité hémodynamique, significativement corrélée a la présence de
comorbidité cardio-vasculaire aigué ou chronique. Par ailleurs, aucun cas de
pneumothorax, d’hémoptysie, de trouble du rythme cardiaque ni de décés n’était
rapporté dans cette étude [29]. En accord avec d’autres études, I'hypoxémie est la
principale complication du LBA ; pneumothorax, hémoptysies et décés sont trés rares

[29,30].

Le LBA représente un outil diagnostique important dans les services de Soins
Critiques et Réanimation. Relativement bien toléré, sa réalisation nécessite tout de

méme des précautions et une surveillance rapprochée.

Contrairement a d’autres techniques de prélevements distaux, telles que le
brossage distal protégé ou le prélévement distal protégé, le LBA posséde I'avantage
de regrouper, sur le méme prélévement, la recherche de multiples pathogenes,
notamment bactériens, fongiques et viraux, et d'y associer des analyses
anatomopathologiques ou biologiques [25,31]. Regrouper ainsi les analyses permet
d’élargir le spectre d’investigation et d’éviter la multiplication des prélévements,
potentiellement sources de complications dans une population déja particulierement

fragile.



2.2.2 Indications

La défaillance respiratoire d’origine infectieuse est une cause fréquente
d’hospitalisation dans les services de Soins Critiques et Réanimation. De plus, une
des principales complications infectieuses chez les patients hospitalisés dans ces

services est représentée par les Infections du Tractus Respiratoire Inférieur (ITRI) [32].

Une ITRI chez un patient mécaniquement ventilé depuis moins de 48 heures
n'est pas liée a la ventilation mécanique, du fait du délai trop précoce par rapport a
l'intubation. Nous parlons alors soit de co-infection soit de sur-infection respiratoire,
définies par le CDC (Centers for Disease Control and Prevention) comme une infection
survenant simultanément ou dans les suites d’'une infection primitive respectivement.
Une ITRI est qualifiée « associée a la ventilation mécanique » lorsqu’elle survient chez
un patient mécaniquement ventilé depuis au moins 48 heures. Une infection du tractus
respiratoire inférieur associée a la ventilation mécanique (ITRI-AVM) est précoce entre

48 heures et 5 jours de ventilation ; tardive a partir de 5 jours de ventilation [32].

Parmi les ITRI-AVM, deux entités se distinguent : la Trachéo-Bronchite Acquise
sous Ventilation Mécanique (TBAVM) et la Pneumopathie Acquise sous Ventilation
Mécanique (PAVM). Leur diagnostic est difficile, et repose sur la présence de critéres
cliniques (2 parmi : température > 38,5°C ou < 36,5°C ; taux de leucocytes > 12 000
cellules/mm?® ou < 4 000 cellules/mm? ; sécrétions purulentes dans les aspirations
trachéales) et un critére microbiologique (au moins un pathogene retrouvé en culture
d’'un prélevement des voies aériennes inférieures, avec un taux significatif au regard
de la méthode de prélevement effectuée). La présence ou non d'une image
radiologique nouvellement apparue ou étendue permet de distinguer respectivement

la PAVM de la TBAVM [33,34].



Les ITRI sont une problématique importante chez ces patients sévéres en Soins
Critiques, et ont été associées a une augmentation de la durée de ventilation et
d’hospitalisation, donc du codt, et possiblement, de la mortalité [34,35]. L’incidence
des PAVM varie selon les études entre 5 et 40%, avec un taux de mortalité attribuable
a la PAVM d’environ 10% [32,33]. Si la majorité des atteintes respiratoires sont
bactériennes, les infections fongiques et les réactivations virales sont également

retrouvées chez ces patients [33].

Ainsi, par ses propriétés diagnostiques, sa tolérance relativement bonne et sa
faisabilité rapide au lit du malade, le LBA est un examen de choix pour documenter
ces infections respiratoires primitives ou secondaires. D’aprés une méta-analyse
récente, il est retrouvé une sensibilité et une spécificité respectivement d’environ 71%

et 80% du LBA pour le diagnostic de PAVM [36].

Un diagnostic précoce et précis permet d’adapter au plus vite les thérapeutiques
et ainsi améliorer le pronostic des patients, et permet également d'éviter des
prescriptions inutiles, potentiellement sources d’effets secondaires et participant a

I'’émergence de bactéries résistantes [35].

3 LBA et COVID-19 : Rationnel de I’étude

3.1 Paralléle avec la Grippe

Au cours de I'année 2020, il persiste beaucoup d’incertitudes sur les données de
la Maladie a Coronavirus - 2019 et sur son évolution. Les premieres orientations de

prise en charge se basent notamment sur les données dont nous disposons sur une
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autre pneumonie virale potentiellement sévére, de présentation relativement similaire :

la Grippe.

Les infections secondaires bactériennes sont une complication fréquente de la
Grippe ; leurs prévalences sont variables selon les études, notamment du fait de
difficultés et hétérogénéités diagnostiques. Une récente étude a retrouvé parmi des
patients souffrant de pneumonie grippale sévére, des taux de co-infection et de sur-
infection respiratoire d’environ 27% et 21% respectivement [37]. D’apres plusieurs
revues de la littérature, des taux d’infection bactérienne entre 11 et 35% sont souvent
retrouvés chez les patients atteints de Grippe sévére. Ces complications infectieuses
sont associées a des pronostics généralement plus sombres. Staphylococcus Aureus
et Streptococcus Pneumoniae représentent les deux principaux germes en cause [38—

42].

De méme, des complications fongiques, et notamment aspergillaires, ont été
rapportées. Une étude rétrospective portant sur 432 patients hospitalisés en service
de soins critiques pour une Grippe séveére retrouvait un taux d’Aspergillose pulmonaire

invasive de 19%, associé a une augmentation de la mortalité [42,43].

3.2 COVID-19 et autres infections respiratoires

Devant le constat d’'une maladie sévere, d’extension rapide, et avec l'arriere-
pensée de notre expérience de la Grippe, différents auteurs se sont alors intéressés
aux potentielles complications infectieuses grevant le pronostic de la COVID-19. De
plus, face aux recommandations et aux pratiques répandues d'une utilisation
quasiment systématique de l'antibiothérapie, répondre a la question de son utilité

devenait indispensable.
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Dans un but de rapidité, les études sont essentiellement rétrospectives et se
basent sur des prélévements infectieux divers, dont l'interprétation est parfois délicate.
Dans nombre d’entre elles, une proportion importante de patients ne bénéficiaient pas
de prélévement respiratoire, car ils étaient alors peu sécrétants, et les prélévements
distaux étaient a 'époque parfois évités par peur de favoriser les aérosolisations et la
contamination du personnel soignant [44,45]. La question des infections
spécifiquement respiratoires associées au SARS-CoV-2 reste donc incomplétement

résolue.

3.3 Fondements et objectifs de I’étude

Durant les successives vagues pandémiques, notre équipe d’Endoscopie
Respiratoire a été confrontée a une forte demande de prélévements sous
bronchoscopie, et notamment de LBA, chez les patients mécaniquement ventilés pour
une atteinte COVID-19, repartis dans les différents hépitaux de notre Centre
Hospitalier. Les principaux motifs de ces demandes étaient : 1) de rechercher une co-
infection ou sur-infection respiratoire pouvant étre impliquée dans la dégradation
clinique du patient et la nécessité de son intubation, dans le but d’orienter les
thérapeutiques ; 2) de rechercher une infection respiratoire associée a la ventilation
meécanique, potentiellement responsable d'une évolution clinique défavorable,
également dans le but d’adapter les thérapeutiques ; 3) d’éliminer une éventuelle
complication infectieuse a prendre en charge avant la mise en place d'un traitement
immunosuppresseur, tel qu'une corticothérapie a forte dose pour tenter d’éviter

I'évolution fibrosante pulmonaire d’'un SDRA.
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Nous nous sommes donc demandé quels étaient les principaux résultats
infectieux de ces LBA. Cet état des lieux pourrait permettre de guider au mieux les
thérapeutiques, cibler les éventuelles populations a risque, et ainsi éviter des

explorations ou des traitements parfois inutiles.

En nous basant sur les nombreux LBA réalisés chez les patients critiques, sous
ventilation mécanique invasive pour une pneumopathie a SARS-CoV-2, nous avons
conduit cette étude afin de cibler les complications infectieuses strictement
respiratoires associées a cette maladie. Le but de notre étude est de décrire
I'épidémiologie des identifications bactériennes, fongiques et virales chez ces

patients ; nous tenterons de décrire les éventuels facteurs associés a ces résultats,

ainsi que leurs implications dans la prise en charge et I'évolution de la maladie.
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Matériel et méthodes

1 Schéma de I’étude

Nous avons réalisé une étude observationnelle, rétrospective, multicentrique
dans 3 hopitaux (Hépital Roger SALENGRO (réparti en 7 unités de Réanimation),
Hopital Claude HURIEZ et Institut Coeur-Poumon) du Centre Hospitalier Régional et
Universitaire de Lille, en France, centre tertiaire de référence. L’étude inclus tous les
lavages broncho-alvéolaires réalisés successivement par notre équipe de
Pneumologie Interventionnelle, entre le 1" Septembre 2020 et le 31 Mai 2021 inclus,

chez des patients atteints d’'une infection COVID-19 sévere.

2 Criteres d’inclusion et d’exclusion

Les critéres d’inclusion étaient : les LBA réalisés chez des patients agés d’au
moins 18 ans, hospitalisés dans un service de Réanimation pour une défaillance
respiratoire secondaire a une infection aigué a SARS-CoV-2, prouvée par PCR
nasopharyngée ou sur un prélévement respiratoire profond, et nécessitant un support
ventilatoire par ventilation mécanique invasive (VMI). Au moins une analyse

microbiologique devait étre réalisée sur le LBA.

Il N’y avait pas de critére d’exclusion.
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3 Modalités de réalisation technique des LBA

L’ensemble des LBA ont été réalisés par une équipe dediée de Pneumologie
Interventionnelle : un médecin Pneumologue, Docteur ou Interne, accompagné d’une
infirmiére formée et dont l'activité était consacrée a la réalisation des endoscopies
respiratoires. Les LBA ont été réalisés a visée diagnostique, pour donner suite a une
demande spécifique de I'équipe médicale de réanimation prenant en charge le patient,

et en absence de contre-indication a sa réalisation.

Les procédures générant des aeérosolisations, telles que les fibroscopies
bronchiques, augmentent le risque de transmission du SARS-CoV-2. Dans ce
contexte, les soignants étaient donc munis d’'un équipement de protection personnel,
a savoir : un masque de type FFP2, une surblouse manches longues, un tablier
imperméable en plastique, des lunettes, une charlotte et des gants non stériles, en

accord avec les recommandations [46,47].

Des bronchoscopes souples stériles a usage unique ont été utilisés selon les
recommandations des sociétés de bronchologie [47,48], également a visée de
réduction du risque de contamination du personnel. Les bronchoscopes étaient de la
marque AMBU®, modéle aScope™ 4 Broncho, d’'un diamétre externe de 5 ou 5,8 mm,
avec un canal opérateur de 2,2 ou 2,8 mm de diamétre, selon le sous-type choisi pour
'examen. lIs étaient équipés a leur extrémité distale d’'une caméra et de deux lumiéres
LED, avec report d'image sur un moniteur portatif de haute résolution de la méme

marque (Moniteur AMBU® aView™ 2 Advance).
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4 Modalités de réalisation pratique des LBA

Les bronchoscopies ont été réalisées selon les recommandations de bonne
pratique, sous anesthésie locale a la Lidocaine pour inhiber la toux, ou curarisation du
patient, avec adaptation des paramétres ventilatoires, notamment majoration de la
FiO2 a 100% durant 'examen. Le patient était scopé en continu, permettant de
surveiller étroitement la tolérance du geste. Une chute de la SpO2 < 88% en per-

procédure définissait un événement indésirable.

Aprés positionnement de I'endoscope le plus en distalité dans le territoire cible,
la pression d’aspiration était diminuée a -80 cmH20, pouvant secondairement étre
adaptée selon la collapsibilité des voies aériennes et le retour de liquide. Une premiére
seringue de 50 cc de sérum salé isotonique (SSI) stérile était instillée puis réaspirée
dans un pot stérile. Ce premier prélevement, contenant le ringage bronchique, était
spécifiquement utilisé pour la recherche du bacille de Koch, pathogéne obligatoire. Un
changement de piege était par la suite effectué afin de limiter au maximum le risque
de contamination du préléevement alvéolaire par d’éventuels germes ou sécrétions
persistants dans les tubulures. D’autres seringues de 50 cc de SSI étaient
successivement instillées - réaspirées, jusqu’a obtenir la quantité suffisante
nécessaire a la réalisation de 'ensemble des examens microbiologiques demandeés,
avec un maximum de 250 cc instillé au total. Le liquide obtenu était réparti en différents

pots stériles, puis adressé a I'état frais aux différents laboratoires concernés.
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5 Analyses des LBA

5.1 Analyses bactériologiques

Apres cytocentrifugation du prélévement, une coloration de Gram était
appliquée pour la recherche de bactéries a 'examen direct, et la mise en culture était
effectuée sur différents milieux (gélose au sang, gélose CPSE ou BCP, gélose ANC
incubée sous dioxyde de carbone (CO:2), gélose HAEM incubée sous CO, gélose
Legionella incubée pendant 10 jours sous CO2 et en atmosphére humide). L'espéce
bactérienne était identifiée en premiere intention par spectrométrie de masse de type
MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight) (Microflex®

BRUKER).

Le résultat était rendu en 10" Unité Formant Colonie (UFC) /ml, avec un seuil
significatif d’au moins 10* UFC/ml pour le LBA. En cas de positivité, un antibiogramme
était réalisé. L'antibiothérapie du patient était considérée comme adaptée si la bactérie
était sensible in vitro a au moins un antibiotique en cours ; inadaptée dans le cas

contraire.

5.2 Analyses mycobactériologiques

L’examen direct a la recherche de bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR) était
effectué aprés coloration Auramine pour le dépistage, puis Ziehl-Neelsen pour la
confirmation. Le prélevement était mis en culture sur différents milieux spécifiques
(Lowenstein-Jensen, MGIT et Coletsos), avec une durée d’incubation de 8 semaines.

L’identification du pathogene reposait sur des techniques de biologie moléculaire.
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5.3 Analyses mycologiques

Le galactomannane, antigéne soluble d’Aspergillus, était recherché par réaction
immuno-enzymatique (ELISA, Platelia® Aspergillus Ag — BIO-RAD), permettant le

calcul de I'index de densité optique, avec un seuil de positivité de lI'index de 0,5.

La recherche mycologique se faisait par examen direct apres coloration Giemsa
et Bleu de Toluidine, puis mise en culture sur milieu chromogénique et de Sabouraud.
La culture de levure était semi-quantifiée en « rare / peu nombreuse / nombreuse », et
leur identification était réalisée par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF
(Microflex® BRUKER). L’'identification des champignons filamenteux se faisait par
examen morphologique, macroscopique et microscopique. En cas de culture positive

a Aspergillus, un antifongigramme était réalisé.

Les génomes d’Aspergillus Fumigatus, de Pneumocystis Jirovecii et des
Mucorales (sur demande spécifique supplémentaire pour ces derniers) étaient
recherchés par extraction automatisée (kit Macherey-Nagel®) et PCR en temps réel :
ciblant la grande sous-unité de ’ARN ribosomal pour A. Fumigatus (avec un seuil de
détection a 45 cycles) ; via l'utilisation d’'une sonde d’hydrolyse spécifique du géne
mtLSU pour P. Jirovecii ; via I'utilisation de sondes d’hydrolyse spécifiques du géne
codant pour I'ARN ribosomal 18 S de chaque cible (Mucor-Rhizopus, Rhizomucor,

Lichtheimia) pour les Mucorales.

Les criteres ECMM/ISHAM (European Confederation of Medical Mycology /
International Society for Human and Animal Mycology) ont été utilisés pour le
diagnostic d’Aspergillose Pulmonaire Associée au COVID-19 (CAPA, COVID-19

Associated Pulmonary Aspergillosis) [49], a savoir, la présence sur le LBA d’au moins
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un critere parmi : hyphe Aspergillaire au direct, culture positive, index de GM =21, PCR

positive < 36 cycles.

5.4 Analyses virologiques

Les génomes viraux ont été recherchés par PCR en temps réel, via l'utilisation
de kits dédiés a chaque virus (Altostar® PCR Kit 1.5 — ALTONA DIAGNOSTICS) :
PCR quantitative pour Epstein-Barr Virus (EBV), Cytomégalovirus (CMV) et Human-
Herpes-Virus-6 A et B (HHV6-A, HHV6-B) ; PCR qualitative pour Herpes-Simplex
Virus 1 et 2 (HSV-1, HSV-2) et Varicelle-Zona-Virus (VZV) (sur demande spécifique

supplémentaire pour ce dernier).

Sur demande, les virus respiratoires (Adénovirus, Bocavirus, Coronavirus
229E, NL63 et OC43, Entérovirus, Influenza A et B, Métapneumovirus, Para-Influenza-
Virus 1 a 4, Rhinovirus, Virus Respiratoire Syncytial A et B) pouvaient étre recherchés

par PCR multiplex (Allplex ™ Respiratory Panel — SEEGENE).

Selon la charge virale, les résultats étaient rendus en « négatif ou indétectable
/ non quantifiable / trés faible / faible / moyen / élevé » pour les PCR quantitatives ; en

« positif / négatif » pour les PCR qualitatives.

5.5 Analyses anatomopathologiques

Trois colorations étaient appliquées au prélévement aprées cytocentrifugation :
May-Grunwald-Giemsa, Papanicolaou et Perls. L’analyse cellulaire était réalisée en

microscopie optique, avec décompte manuel par un cytotechnicien.
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Le résultat était rendu sous forme de cellularité totale (en éléments/mm?3), avec
quantification en pourcentage de la représentation respective des différentes
populations cellulaires. Les valeurs de référence sont: macrophages alvéolaires >
85% ; cellules lympho-plasmocytaires entre 10 et 15% ; polynucléaires neutrophiles
(PNN) = 3% ; polynucléaires éosinophiles (PNE) < 1%, mastocytes < 0,5% ; absence
d’autre cellule. Une augmentation de ces seuils définissait des formules lymphocytaire,
neutrophilique, éosinophilique ou mastocytaire respectivement. On parle de formule

panachée en cas d’augmentation de plusieurs lignées cellulaires [27].

Le score de Golde était calculé par recherche de sidérophages, macrophages
contenant des pigments ferriques. Un score supérieur a 100 confirme le diagnostic
d’hémorragie intra-alvéolaire, souvent déja permis par I'aspect macroscopique du

lavage (de plus en plus hématique).

6 Données recueillies

Les données portant sur les patients comprenaient : le sexe, I'age, le poids et la
taille, permettant le calcul de I'index de masse corporelle (IMC) (obésité si IMC = 30
kg/m?), les antécédents et les traitements, afin d’identifier les patients présentant une
pathologie respiratoire chronique ou une immunodépression (définie par la présence
d’au moins un critere parmi: cancer solide ou hémopathie maligne, actif ou sous
traitement ; greffe d’organe solide ; allogreffe de cellules souches hématopoiétiques
datant de moins de 2 ans ; traitement immunosuppresseur ou immunomodulateur ;
corticothérapie au long cours a dose = 20 mg par jour d’équivalent Prednisone ; déficit

immunitaire primitif ; infection active par le Virus de I'lmmunodéficience Humaine).
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Une part importante de patients étant immunodéprimés consécutivement a une
pathologie respiratoire, nous avons distingué les patients présentant un seul de ces

terrains, les deux ou aucun, afin de limiter une confusion potentielle.

Etaient également recueillis : la date du début des symptémes de COVID-19, les
dates d’entrée en Réanimation et d’intubation, le service d’hospitalisation, les
traitements regus, les résultats des examens biologiques, microbiologiques et

scanographiques, la date de sortie ou de décés en cas d’issue défavorable.

Les données portant sur les LBA comprenaient: l'indication, la date de
réalisation, les données ventilatoires du patient avant 'examen, et les résultats de
celui-ci. Une modification thérapeutique était considérée comme consécutive au LBA
si un traitement était introduit, modifié ou arrété, en accord avec les résultats ou

spécifié dans le dossier médical.

Nous parlerons de LBA hyper-précoce si réalisé dans les 48 heures suivant
l'intubation, précoce entre 48 heures et 5 jours, et tardif au-dela de 5 jours de

ventilation.

En accord avec les définitions CDC et ERS, nous distinguerons : les co-
infections, retrouvées a < 48 heures de VMI et < 48 heures du début des symptomes
de COVID-19 ; les sur-infections, a < 48 heures de VMI et 2 48 heures du début des
symptémes ; les ITRI-AVM précoces, a = 48 heures et < 5 jours de VMI ; et les ITRI-

AVM tardives, a = 5 jours de VMI.
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7 Analyses statistiques

Les données ont été recueillies et analysées sur les logiciels informatiques
Microsoft Excel® et Jamovi®. Les variables qualitatives sont exprimées en effectif (n)
et pourcentage (%). Les variables quantitatives sont exprimées en moyenne et écart
type (SD, standard deviation) si I'histogramme révéle une distribution d’allure
symétrique ; dans le cas contraire, les variables sont exprimées en médiane, 1°" et
3¢me quartile [Q1 ; Q3]. L'indépendance entre deux variables qualitatives était testée a
'aide d’un test du Khi?, ou de Fisher en cas de faible effectif ; I'indépendance entre
une variable qualitative et une variable quantitative était testée a 'aide d'un test de
Student ou de Wilcoxon-Mann-Whitney. Les p valeurs étaient considérées comme

significatives au seuil de 5%.

8 Cadre réglementaire

Les données, recueillies rétrospectivement, sont issues d’un fichier de données
du service déclaré auprés du Correspondant Informatique et Libertés du CHRU de
Lille sous la référence DEC16-167, dans le cadre des régles de la Commission
Nationale de I'Informatique et des Libertés (CNIL). Le recueil des données des patients
pris en charge pour un acte d’Endoscopie Respiratoire par le Service a bénéficié d’'un
avis favorable du Comité d’Evaluation des Protocoles de Recherche Observationnelle
(CEPRO) de la SPLF sous le numéro 2012-038. Aucun financement n’a été pergu pour

cette étude.
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Résultats

1 Description de la population

Entre le 1¢" Septembre 2020 et le 31 Mai 2021 inclus, 258 LBA ont été réalisés,
chez 195 patients sous VMI pour une infection sévere a SARS-CoV-2. Plusieurs LBA
étaient parfois réalisés chez le méme patient : 2 LBA réalisés chez 38 patients, 3 chez

11 patients et 4 chez 1 patient. Les caractéristiques des patients sont listées Table 1.

Table 1 : Caractéristiques des patients

Parameétres Population totale (n = 195)

Homme, n (%) 132 (67,7)
Age (années), moyenne (SD) 60,65 (10,7)
IMC (kg/m?), moyenne (SD) £ 32,9 (8,4)
Obésité, n (%) £ 115 (59,6)
Hypertension artérielle, n (%) 109 (55,9)
Diabéte, n (%) 68 (34,9)
Maladie respiratoire, n (%) 42 (21,5)
Dont immunodéprimés 18 (9,2)
Asthme 14 (7,2)
Pneumopathie interstitielle diffuse 13 (6,7)
BPCO 12 (6,2)
Emphyséme 6 (3,1)
Insuffisance respiratoire chronique 4(2,1)
Greffe pulmonaire 3 (1,5)
Lobectomie 2(1)
Hypertension artérielle pulmonaire 1(0,5)
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Immunodépression, n (%) 46 (23,6)

Dont maladie respiratoire 18 (9,2)
Traitement IS / IM 22 (11,3)
Hémopathie maligne 13 (6,7)
Corticothérapie = 20 mg éq. Pred. /] 10 (5,1)
Cancer solide 9 (4,6)
Greffe d’organe solide 7 (3,6)

£ : 2 données manquantes. BPCO : bronchopneumopathie chronique obstructive.
IS : immunosuppresseur. IM. : immunomodulateur. Eq. Pred : Equivalent Prednisone.
Les patients peuvent cumuler plusieurs caracteéristiques.

Les patients immunodéprimés étaient moins souvent obeses (p = 0,027) et

avaient plus de maladies respiratoires (p < 0,001).

Les délais médians entre le début des symptémes de COVID-19 et I'entrée en
Réanimation étaient de 7 jours [5; 10], et de 10 jours [7; 15] entre le début des
symptomes et l'intubation orotrachéale. Ces délais étaient significativement plus
courts chez les patients obéses (p = 0,046 et 0,009 respectivement). Tous les patients

étaient a plus de 48 heures du début des symptdmes au moment de leur LBA.

Quelques données cliniques et thérapeutiques reflétant la sévérité des patients,

ainsi que des données de séjour, sont représentées Table 2.

Table 2 : Sévérité et évolution des patients

Parameétres Population totale (n = 195)

Atteinte scanographique du parenchyme pulmonaire, n (%) £

Critique (> 75% du parenchyme) 103 (56,6)
Sévere (50-75%) 48 (26,4)
Etendue (25-50%) 17 (9,3)
Modérée (10-25%) 14 (7,7)
Pa02/FiO02, médiane [Q1 ; Q3] 121191 ; 170]
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Traitement, n (%)

Noradrénaline > 1 mg/h 135 (69,2)
Décubitus ventral 177 (90,8)
Monoxyde d’azote 140 (71,8)
Almitrine Dimésilate 92 (47,2)
ECMO 39 (20)
Hémodialyse 33 (16,9)
Durée du séjour (jours), médiane [Q1 ; Q3] 29 [17 ; 46,75]
Durée de VMI (jours), médiane [Q1 ; Q3] 23 [12; 36]
Evolution, n (%)
Mortalité a J28 78 (40)
Mortalité a J92 108 (55,4)

£ 13 données manquantes. ECMO : oxygénation par membrane extra-corporelle.

Les patients peuvent cumuler plusieurs parametres.

Les taux de mortalité a J28 et J92 étaient plus élevés chez les patients

immunodéprimés (ID) et les patients présentant une maladie respiratoire chronique, et

d’autant plus quand ces deux terrains étaient associés (Figure 1).

100%

0%

Mortalité J28 Mortalité J92

v p<0,05
m ID + M.Respiratoire

m ID seule

®m M.Respiratoire seule

® Non-ID et non-
respiratoire

Figure 1 : Taux de mortalité brut selon le terrain immunodéprimé / respiratoire
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2 Description des LBA

258 LBA sont inclus dans notre étude : 215 (83,3%) ont été réalisés a I'Hépital
SALENGRO, 28 (10,9%) a I'Hopital HURIEZ et 15 (5,8%) a I'Institut Coeur-Poumon
(ICP) (Eigure 2). Leur répartition dans le temps suivait la courbe de pandémie.
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Figure 2 : Répartition des LBA selon les services

86 (33,3%) LBA ont été réalisés dans les 48 heures d’intubation, et 172 (66,7%)
au-dela (29 (11,2%) précoces entre 48h et J5 ; 143 (55,4%) tardifs, au-dela de J5). Le
délai médian de réalisation des 1°" LBA était de 3 jours suivant l'intubation [1 ; 9,5],

délai significativement plus court chez les immunodéprimés (p < 0,001).

Les indications étaient pour 209 (81%) des LBA, la recherche d’infection
associée au COVID-19, et pour 33 (12,8%), le bilan infectieux avant corticothérapie a
forte dose. Les autres indications étaient : la recherche d’infection fongique (11 LBA,
4,3%) ou d’une réactivation virale (4 LBA, 1,6%), avant traitement par anti-IL6 (1 LBA,

0,4%) et a visée diagnostique de COVID-19 (1 LBA, 0,4%).

Une antibiothérapie était en cours, ou arrétée depuis moins de 2 jours, pour 163

(63,2%) et 31 (12%) des LBA respectivement. 171 (66,3%) LBA ont été réalisés sous
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corticothérapie, a dose moyenne de 82,4 mg d’équivalent Prednisone par jour, 26

(10,1%) sous antifongique, et 17 (6,6%) sous antiviral.

9 (3,6%) des LBA (7 données manquantes) ont été mal tolérés en per-procédure,
avec une deésaturation < 88% de SpO2. La moyenne des rapports PaO2/FiO2 était de
92,4 avant ces LBA, versus 143 avant les LBA bien tolérés (p = 0,0039). Il n’y avait

pas de différence de tolérance selon le terrain sous-jacent du patient.

3 Résultats bactériologiques

3.1 Ecologie bactérienne globale

253 analyses bactériologiques ont été realisées, chez 193 patients.

53 (20,9%) étaient positives a au moins un germe = 10* UFC/ml, chez 51
(26,4%) patients ; 200 (79,1%) étaient négatives (163 stériles, 37 non significatives

avec germe < 10* UFC/ml).

La culture était mono-bactérienne sur 45 (84,9%) de ces LBA. |l s’agissait dans
79% des cas de bacilles Gram négatif (BGN), avec en téte Pseudomonas Aeruginosa
(34,7% des BGN), Enterobacter spp. (16,3%) et Escherichia Coli (12,2%). Les Cocci
Gram positif (CGP) représentaient 17,7% des bactéries, dont Staphylococcus Aureus
(45,5% des CGP) et Streptococcus Pneumoniae (36,4%) étaient les plus fréquents.

La description détaillée des germes retrouveés est représentée Table 3.
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Table 3 : Ecologie bactérienne totale

Genre Espeéce Bactéries totales (n = 62), n (%)
BGN TOTAL 49 (79)
Pseudomonas Aeruginosa 17 (27,4)
Enterobacter spp. 8 (12,9)
E. Aerogenes 4 (6,5)
E. Cloacae 3 (4,8)
E. Bugandensis 1(1,6)
Escherichia Coli 6 (9,7)
Stenotrophomonas Maltophilia 5 (8,1)
Klebsiella spp. 3 (4,8)
K. Pneumoniae 2(3,2)
K. Oxytoca 1(1,6)
Proteus spp. 3 (4,8)
P. Mirabilis 2(3,2)
P. Vulgaris 1(1,6)
Citrobacter Koseri 2 (3,2)
Hafnia Alvei 2 (3,2)
Achromobacter Xylosoxidans 1 (1,6)
Morganella Morganii 1 (1,6)
Serratia Marcescens 1 (1,6)
CGP TOTAL 11 (17,7)
Staphylococcus Aureus 5 (8,1)
Streptococcus Pneumoniae 4 (6,5)
Enterococcus Faecalis 1 (1,6)
Staphylococcus Haemolyticus 1 (1,6)
Autre TOTAL 2(3,2)
Acinetobacter spp. 2 (3,2
A. Baumannii 1(1,6)
A. Dijkshoorniae 1(1,6)

L’écologie bactérienne variait selon le délai de réalisation du LBA (Figure 3).
Une bactérie résistante était retrouvée sur 6 (11,3%) des LBA positifs, dont 5 étaient
déja connues sur un prélévement antérieur (dépistage anal ou respiratoire), retrouvées
en meédiane a 12 jours [9,25 ; 17] de l'intubation.
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Y Bactérie résistante

Figure 3 : Ecologie bactérienne selon le délai de réalisation

De fagon globale, le taux de LBA positif augmentait avec la durée de ventilation

(Eigure 4). Parmi les LBA positifs, 36 (68%) ont été réalisés aprés J5 de ventilation.
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Figure 4 : Résultats bactériologiques selon la durée de ventilation

3.2 LBA hyper-précoces

85 bactériologies ont été réalisées a < 48h de ventilation, chez 85 patients.

Parmi elles, 11 (12,9%) étaient positives, chez 11 patients, tous a plus d’'une
semaine du début de leurs symptdmes, et donc, surinfectés. Les germes en cause
étaient : 50% BGN — 50% CGP, avec P. Aeruginosa et S. Pneumoniae représentant

chacun 25% des germes, suivi de S. Aureus (16,7%) (Eigure 3).
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Les LBA hyper-précoces étaient plus souvent positifs chez les patients
immunodéprimés-respiratoires, avec une tendance chez les patients uniquement
immunodéprimés ou respiratoires (respectivement 30,8%, 20% et 14,3% de sur-
infection, versus 6% chez les non-immunodéprimés-non-respiratoires, p = 0,028, 0,13
et 0,41) (Eigure 5). Les mortalités a J28 et J92 ne différaient pas selon le statut
surinfecté ou non (respectivement 36,4% et 63,6% de mortalité a J28 et JO92 chez les

surinfectés, versus 43,2% et 55,4% chez les non-surinfectés, p = 0,75 et 0,75).
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Figure 5 : Taux de surinfection bactérienne selon le terrain

3.3 LBA précoces et tardifs

168 LBA ont recherché une ITRI-AVM, chez 135 patients : 28 précoces (entre

48h et J5) chez 28 patients ; 140 tardives (= J5 de ventilation) chez 113 patients.

Au total, 42 ITRI-AVM ont été retrouvées, soit 25% des LBA précoces et tardifs,
chez 40 (29,6%) patients, avec : 6 ITRI-AVM précoces, chez 6 patients ; 36 ITRI-AVM

tardives, chez 34 patients. Les espéces bactériennes retrouvées étaient plus diverses
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que dans les LBA hyper-précoces, avec 86% de BGN (P. Aeruginosa (28%) puis

Enterobacter spp. (14%) et E. Coli (12%)) (Eigure 3).

Aucune différence de terrain ni de mortalité n’a été retrouvée chez les patients

avec ITRI-AVM, par rapport aux patients sans ITRI-AVM (Eigure 6).
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Figure 6 : Taux d'ITRI-AVM selon le terrain

3.4 Pronostic

Dans 62,2% des cas, I'antibiothérapie était adaptée. Toutes les bactéries = 10*
UFC/ml ont été traitées. A noter, 13,5% des LBA retrouvant une bactérie < 10* UFC/ml

ont été spécifiquement traités (introduction ou adaptation de I'antibiotique).

Malgré une tendance a 'augmentation a J92, aucune différence significative de

mortalité n’a été retrouvée selon le statut bactériologique (Figure 7).
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Figure 7 : Mortalité a J28 et J92 selon le statut bactériologique

4 Résultats mycobactériologiques

Aucun BAAR n’a été identifié au direct sur 'ensemble des LBA. Une seule culture
était positive a Mycobacterium Avium, chez un patient sous corticothérapie au long
cours. Au vu du délai de culture de plusieurs semaines, ce résultat n’était
probablement pas connu pendant I’hospitalisation ; aucune prise en charge n’a donc

été instaurée ; I'évolution du patient était favorable.

5 Résultats mycologiques

5.1 Aspergillose

Une recherche d’infection aspergillaire a été effectuée, au moins partiellement,

sur 253 LBA, chez 192 patients.

Parmi eux, 43 (17%) LBA ont mis en évidence au moins un marqueur
aspergillaire, chez 40 patients : les cultures étaient positives au champignon du genre
Aspergillus sur 9 LBA, tous de l'espéce Aspergillus Fumigatus; lindex du

galactomannane (GM) était positif sur 10 LBA, dont 7 compris entre 0,5 et 1, et les 3
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derniers supérieurs a 6 ; la PCR A. Fumigatus était positive sur 41 LBA. La Figure 8
représente les proportions (par rapport a 'ensemble des examens respectifs réalisés)

et le recouvrement des différents marqueurs aspergillaires positifs sur ces 43 LBA.

En nous basant sur les criteres ECMM/ISHAM, 15 (5,9%) LBA remplissaient les
critéres biologiques de CAPA-probable, chez 15 (7,8%) patients : 9 via la culture, dont

2 avaientle GM =1, 1 viale GM = 1, et 5 via la PCR < 36 cycles (Eigure 8).

n=10,

CAPA-probable,
classée sur:
(n) La culture

@ La PCR < 36 cycles
\
\ (0) LeGM 21

n=41, PCR+ \ Cultu re+/'"'jn=9,

/

. 7 36%

Figure 8 : Proportions et recouvrement des marqueurs aspergillaires positifs

Toutes les souches d’A. Fumigatus avaient une sensibilité conservée aux
Azolés ; 12/15 (80%) ont été traités. La Table 4 représente les résultats détaillés des

LBA CAPA-probable.

28 (11,1%) LBA, chez 25 (13%) patients, avaient un marqueur aspergillaire

positif sans remplir les critéres de CAPA ; 16/28 (57,1%) ont été traités.
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Bilan fongique sérique

Table 4 : Caractéristiques des LBA classés en CAPA probable

pB-D-Glucanes

Examen direct

- - - Levures A. Fumigatus Positive
- - - - A. Fumigatus -
689 - 6,21 Filaments mycéliens  A. Fumigatus Positive
239 - - - A. Fumigatus Positive
- - >6 Filaments mycéliens A. Fumigatus Positive
Non réalisé 0,57 Filaments mycéliens A. Fumigatus Positive
Non réalisé 0,96 Filaments mycéliens  A. Fumigatus Positive
459 0,82 >6 - - Positive
Non réalisé 0,63 Levures A. Fumigatus Positive
181 - 0,54 Filaments mycéliens A. Fumigatus Positive
- - - - - Ct 29,7
Non réalisé - - - Ct 33,8
68 - - Rares levures - Ct 32,7
- - - - - Ct 34,3
- 2,53 - - - Ct 34

Les LBA-CAPA-probable étaient plus fréquemment retrouvés chez les patients
respiratoires ou immunodéprimés, avec une trés légére augmentation chez les
patients immunodéprimés-respiratoires (respectivement 20,8%, 17,9% et 5,6% de
CAPA-probable, versus 3,3% chez les non-immunodéprimés-non-respiratoires, p =

0,006, 0,011 et 0,503). Les caractéristiques des patients sont représentées Figure 9.

Le diagnostic était posé a 20 jours du début des symptdémes en meédiane

[13,25; 23,25], et 8 jours de l'intubation [1,5 ; 11].

Les mortalités a J28 et J92 étaient plus élevées dans le groupe CAPA-probable,
respectivement a 66,7% et 86,7%, versus 38,4% et 53,7% chez les non-CAPA (p =

0,032 et 0,013).
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Figure 9 : Taux de CAPA selon le terrain
Pneumocystose

Toutes les recherches de Pneumocystis Jirovecii a 'examen direct étaient

négatives ; 2 PCR P. Jirovecii sur les 242 réalisées étaient positives, toutes deux

prélevées dans les 48 heures suivant l'intubation, chez 2 patients. Le reste des

analyses mycologiques était négatif sur ces LBA.

Un de ces patients était suspect de pneumocystose avant le LBA, dans un

contexte de corticothérapie au long cours, lymphopénie et B-D-Glucanes sériques

positifs, et a été considéré comme infecté a l'issu du LBA. Le 2°™e n’'a pas été traité,

considéré comme non-pathogene. Aucun n’est décédé.

5.3 Mucormycose

2 PCR Mucor-Rhizopus ont été retrouvées chez 2 patients, quantifiées a 32 et

37 cycles, toutes deux sur des LBA réalisés aprés 5 jours de ventilation. L'infection a
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été avérée chez un d’entre eux, immunodéprimé sur une hémopathie maligne, pour
qui la PCR sanguine était positive et une lésion abcédée nécrotique était présente au

scanner. Les deux patients sont décédés.

5.4 Levures

256 LBA, chez 194 patients, ont recherché des levures en culture.

Parmi eux, 75 (29,3%) étaient positifs, chez 65 (33,5%) patients. La culture était
poly-fongique sur 7 (9,3%) d’entre eux. Candida Albicans était I'espéce la plus
frequemment retrouvée, a hauteur de 70%. Les différentes espéces de levures

retrouvées sont représentées Figure 10.

® Candida Albicans

m Candida Dubliniensis
¥ Candida Glabrata

® Candida Inconspicua
®m Candida Kefyr

m Candida Krusei

m Candida Lusitaniae
m Candida Parapsilosis
® Candida Tropicalis
B Trichosporon Asahii

m Saccharomyces Cerevisiae

Figure 10 : Répartition des espéces de levures

Parmi les cultures positives : 62,7% étaient quantifiées « rares », 27,7% « peu
nombreuses », et 9,6% « nombreuses ». Dans cette derniére catégorie, seulement 3

especes étaient retrouvées : C. Albicans, C. Glabrata et C. Tropicalis.

Sur les 75 levures positives, 59 étaient isolées (marqueurs aspergillaires

négatifs). Parmi ces derniéres, 12 (20,3%) ont été traitées.
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Aucune différence de terrain ni de mortalité n’a été retrouvée selon le résultat de
la culture de levure (Eigure 11).
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Figure 11 : Taux de levures positives selon le terrain

6 Résultats virologiques

224 analyses virologiques ont été réalisées, chez 177 patients.

155 (69,2%) ont retrouvé au moins une PCR positive, toutes quantifications
comprises, chez 124 (70,1%) patients. Les virus retrouvés étaient : EBV (47,8% des
LBA), HSV-1 (23,2%), HHV6-B (21,4%), et CMV (13,8%). Les autres PCR retrouvées

étaient : 1 VZV, 2 Bocavirus, 2 Rhinovirus et 2 HHV6-A. Il n’y avait aucun HSV-2.

55% des PCR-CMV, 77,6% des EBV et 90% des HHV6-B étaient a taux faible

ou moindre. Les taux et quantifications des PCR virales sont représentés Figure 12.
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Figure 12 : Taux et quantification des PCR virales

731224 (32,6%) retrouvaient un CMV et/ou un HSV-1, chez 65 (36,7%) patients.
Parmi ces LBA, 32 (43,8%, ou 20,6% de tous les LBA positifs) ont motivé I'introduction
ou la poursuite d'un traitement antiviral, dont 90,6% avaient une PCR sanguine

positive associée. Dans 7/41 (17%) des cas non traités, la PCR sanguine était positive.

Les virologies positives étaient significativement moins fréquentes chez les
immunodéprimés, respiratoire ou non (46,7% et 53,9% respectivement, versus 75,4%

chez les non-immunodéprimés-non-respiratoires, p = 0,03 et 0,028). Il n'y avait pas

= Négatif

® Non quantifiable
W Trés faible

H Faible

Moyen

m Elevé / Positif

d’autre différence de terrain, ni de différence de mortalité (Figure 13).
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Figure 13 : Taux de virologie positive selon le terrain
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7 Résultats anatomopathologiques

226 analyses anatomopathologiques cellulaires ont été réalisées : 145 (64,2%)
avaient une formule neutrophilique, 71 (31,4%) une formule panachée, 7 (3,1%) une

formule lymphocytaire, et 3 (1,3%) une formule normale.

Parmi les LBA ayant été complétement analysés, la Figure 14 et la Table 5
représentent, selon leurs résultats, les répartitions des profils cellulaires et leur

numération médiane.

Aucune hémorragie intra-alvéolaire n’a été retrouvée ; seul 5 scores de Golde,
sur les 234 réalisés, étaient positifs compris en 25 et 100, dont 3 avaient été faits chez

des patients sous ECMO.

38 germes opportunistes ont été retrouvés au direct : 2 évocateurs d’Aspergillus
et confirmés en culture Mycologique, 36 évocateurs de Candida ou non spécifiés, dont

28 retrouvés en culture Mycologique.
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Figure 14 : Répartition des profils cellulaires, selon les résultats des LBA
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Table 5 : Numération médiane selon les résultats des LBA

Cellularité Macro- Lympho- PNN (%)
(élément/mm®) phage (%) cytes (%)
Total des LBA 200 40,5 11 40,5 0
(n = 226) [100 ; 350] [24 ; 59] [5; 18] [20,3 ; 63] [0; 0]
LBA Négatifs 145 46 15 34 0
(n=237) [60 ; 260] [32; 57] [10; 18] [20; 52] [0;0]
Bactérie positive 275 42 6 47 0
isolée (n =15) [230 ; 700] [24 ; 49] [3;10] [37 ; 70] [0; 1]
Mycologie positive 120 50 11,5 40 0
isolée (n=16) [95; 210] [29 ; 60] [6; 21] [20; 57] [0;0]
Virologie positive 265 33 14 43 0
isolée (n = 55) [113; 370] [21 ; 56] [7; 22] [20 ; 68] [0;0,5]
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Discussion

1 Généralités

Durant la pandémie COVID-19, notre équipe de Pneumologues Endoscopistes
a eté fortement sollicitée par les unités de Réanimation, elles-mémes confrontées a
d’'importants challenges face a une pathologie nouvelle, sévére et encore mal connue.
Cela a motivé une augmentation des investigations par LBA. Notre étude avait pour
objectif d’analyser les principaux résultats obtenus a partir de ces LBA, chez des
patients sous ventilation mécanique invasive pour une infection sévere a SARS-CoV2.
258 LBA ont été analysés, chez 195 patients, sur une période de 9 mois couvrant les

2¢me et 3Me yagues de la pandémie.

Notre population présente des caractéristiques similaires a celles des différentes
études portant sur le SARS-CoV-2. De fagon attendue néanmoins, on y retrouve une
part plus importante de patients respiratoires et/ou immunodéprimés, ces deux
comorbidités étant présentes chacune chez plus de 20% de nos patients. En effet, le
LBA, par son caractére plus exhaustif, est un examen généralement réservé aux
patients plus fragiles, immunodéprimés ou au terrain respiratoire sous-jacent, ou aux
patients plus graves pour lesquels I'évolution est défavorable, comme en témoigne la
proportion importante de patients sous ECMO. Ainsi, les mortalités élevées
retrouvées, d’environ 40 et 55% a 28 et 92 jours respectivement, sont impactées et

peut-étre surestimées.
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D’une fagon générale, la tolérance des LBA était trés bonne en per-procédure,
avec un taux de désaturation de 3,6%, survenues chez des patients plus
hypoxémiques avec un rapport PaO2/FiO2 moyen < 100 avant 'examen, en accord
avec les données de la littérature [30]. Néanmoins, ce taux de complication est sous-
estimé par le fait que les LBA aux effets indésirables plus sévéres étaient en
conséquence arrétés ou transformés en prélévement dirigé, donc non incluables dans

I'étude. De plus, la tolérance post-LBA n’a pas pu étre étudiée rétrospectivement.

2 Sur-infection bactérienne

Parmi les patients ayant bénéficié d’'un LBA dans les 48 heures suivant leur
intubation, seul 12,9% présentaient une sur-infection bactérienne. Pseudomonas
Aeruginosa et Streptococcus Pneumoniae étaient chacun impliqués dans un quart des
cas, suivi de Staphylococcus Aureus dans 17% des cas. Aucune bactérie résistante

n’a été retrouvée dans ces LBA hyper-précoces.

Les sur-infections étaient plus fréquentes chez les patients immunodéprimeés-
respiratoires, retrouvées a hauteur de presque 31%, avec une tendance également,
mais non significative, pour les patients ne présentant qu’un seul de ces deux terrains
(20% et 14% environ de sur-infection respectivement), versus 6% chez les patients

non-immunodéprimés-non-respiratoires. Les mortalités n’étaient pas différentes.

Les taux d’identification bactérienne précoce sont trés variables selon les études,
allant de 5,1 a 28% [50-55], variabilité notamment expliquée par I'’hétérogénéité des
critéres diagnostiques, des populations et des méthodes et seuils de prélévements

utilisés entre les études. Une récente méta-analyse, basée sur 171 études, retrouvait
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un taux de co-infection de 5,1%, se majorant a 15,4% parmi les études réalisées en
service de soins critiques [55]. Rouzé et al. [50] notaient un taux d’identification
bactérienne précoce légérement inférieur a notre prévalence globale, a 9,7%, sur la
base de plusieurs types de prélévements infectieux. Des facteurs pouvant expliquer
en partie cette différence sont la moindre proportion d’examens réalisés sous
antibiothérapie, ainsi que notre taux supérieur de patients immunodéprimés et/ou
respiratoires chroniques, ou le taux d’identification précoce est cette fois-ci nettement
supérieur, jusqu’au triple chez les plus comorbides. Une augmentation de la mortalité
a J28 était également rapportée dans cette étude, que nous ne retrouvons pas.
Pickens et al. [51] retrouvaient 21% de sur-infections sur la base de LBA
systématiques, sans différence clinico-biologique ni de mortalité ; I'influence du terrain

sous-jacent n’était pas étudiée.

Dans les 48 premiéres heures de ventilation, les études s’accordent a trouver
une majorité de CGP parmi I'écologie bactérienne en cause, notamment S. Aureus
(dont peu de S. Aureus résistant a la Méthicilline) et S. Pneumoniae. Les BGN les plus
souvent rapportés sont Haemophilus Influenzae, suivi de Klebsiella sp. ou Moraxella
Catarrhalis. Etonnamment, aucun de ces BGN n’a été retrouvé parmi nos LBA hyper-
précoces, dominés a 25% par P. Aeruginosa. Celui-ci est généralement retrouvé a
plus faible taux dans les études, entre 0 et 11% [50-53,55] ; un taux similaire est

néanmoins rapporté dans une étude rétrospective Francaise basée sur des LBA [54].

Ces différences d’écologie bactérienne peuvent étre expliquées par le fait que
nous avons pris comme repére la date d’intubation et non celle d’entrée en
Réanimation, ou P. Aeruginosa est répandu. Le nombre important de patients

présentant une maladie respiratoire chronique, ainsi que l'influence géographique de
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notre région, ou I'état de santé est plus comorbide, pourraient également impacter
notre écologie bactérienne. De méme, avec la progressive généralisation de
I'antibiothérapie, large spectre mais non anti-pyocianique en premiére intention, cela
a pu entrainer une augmentation des sur-infections a Pseudomonas Aeruginosa

comparativement au début de la pandémie [56].

Basés sur I'expérience de la Grippe, ou les co-infections et sur-infections
bactériennes sont fréquentes, une antibiothérapie probabiliste a été recommandée
dans la prise en charge des patients souffrant d'une pneumonie sévére a SARS-CoV?2
[23]. Or, prés de 90% de ces antibiothérapies vont finalement s’avérer inutiles. En effet,
notre étude, en accord avec I'étude de Rouzé et al. [50], retrouve que les sur-infections
dans les pneumonies COVID-19 sévéres sont finalement peu fréquentes (10 a 13%
des patients, soit trois fois moins fréquentes que dans les pneumonies Grippales),
excepté chez nos patients immunodéprimés-respiratoires (> 30%). A l'inverse, dans
notre étude elles sont encore moins fréquentes chez les patients sans terrain
immunitaire ou respiratoire sous-jacent. D’autres études sont nécessaires pour
caractériser les populations plus a risque de sur-infection. Dans I'attente, cela nous
incite donc a rapidement dépister les sur-infections respiratoires chez les patients
immunodéprimés et/ou présentant une maladie respiratoire, avec la réalisation d’'un
prélevement dans les 48 premiéres heures de I'intubation orotrachéale. De plus, ces

sur-infections sont causées majoritairement par des bactéries multi-sensibles.

Nous pourrions donc proposer une stratégie de prélévements dépendants des
patients : effectuer précocement un LBA chez les patients intubés présentant un
terrain immunodéprimé-respiratoire ; discuter au cas par cas d’un prélevement sous

fibroscopie chez les patients immunodéprimés ou respiratoires s’ils sont sécrétants ;
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surveiller les patients sans ces terrains particuliers ou les dépister par aspiration
endotrachéale, sachant que plus de 90% d’entre eux seront probablement non

surinfectés.

3 ITRI-AVM bactérienne

Dans notre étude, prés de 30% des patients avaient une infection bactérienne du
tractus respiratoire inférieur acquise sous ventilation mécanique, dans 86% des cas a
BGN : P. Aeruginosa en cause dans plus d’'un quart des cas, suivi d’Enterobacter sp.
et E. Coli dans 14% et 12% des cas respectivement. Les bactéries résistantes étaient
relativement rares et tardives par rapport a lintubation. Les proportions de
bactériologies positives augmentaient avec la durée de ventilation mécanique, comme

déja rapporté dans la littérature [51].

Cette prévalence de 30% d’ITRI-AVM est inférieure a celle généralement
rapportée dans les études, plutét autour de 50% [51,54,57-59], variant de 21 a 64%
selon une revue de la littérature [60]. La prise en compte unique des LBA entraine une
sous-estimation du taux d’ITRI-AVM ; en effet, d’autres ITRI-AVM ont pu étre
diagnostiquées dans notre population sur la base d’autres méthodes de prélévements

respiratoires.

Plusieurs types de préléevements peuvent effectivement étre utilisés pour la
recherche des ITRI-AVM : des prélevements distaux, invasifs, tels que le LBA ou la
brosse distale protégée, qui s’opposent aux prélévements dits « non-invasifs », tels
que l'aspiration endo-trachéale ou le mini-lavage. Ces techniques non-invasives ont

'avantage d’étre faciles a réaliser, sont moins couteuses et mieux tolérées ;
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néanmoins, elles ont une spécificité moindre, du fait du risque important de
contamination salivaire ou par la flore colonisant la sonde d’'intubation. Cela peut
entrainer une surestimation des ITRI-AVM et donc un excés de recours a
I'antibiothérapie, favorisant I'émergence des résistances bactériennes [28,31,33].
L’utilisation des prélévements invasifs, de meilleure spécificité, permettrait de réduire
ces risques, mais potentiellement au prix d’'une sous-estimation devant une moins
bonne sensibilité. Quelle stratégie diagnostique privilégier reste un sujet débattu

[33,59].

L’écologie bactérienne retrouvée dans les ITRI-AVM est en accord avec les
données de la littérature, avec une large majorité de BGN, dont Pseudomonas

Aeruginosa et les entérobactéries principalement retrouveés [54,57].

Hormis une légére augmentation non significative des ITRI-AVM chez les
hommes, nous n’avons pas retrouvé de différence selon les terrains, ni de différence
de mortalité. Cela coincide avec les résultats d’'une étude Européenne sur plus de
3300 patients, qui retrouve le sexe masculin comme facteur de risque de PAVM chez
les patients COVID-19, mais pas I'immunodépression ou la BPCO [61]. Les PAVM ont
été associées a une augmentation de la mortalité a J28 [62] et J90 [61], que nous ne
retrouvons pas de fagon significative dans notre étude. Cependant, nous n’avons pas
distingué PAVM et TBAVM, or ces dernieres n’ont pas été associées a la mortalité

[62].

Ainsi, les ITRI-AVM sont fréquentes, retrouvées chez prés d'un tiers de nos
patients, sans différence de terrain. En cas d’évolution défavorable, ou d’absence

d’évolution favorable, une enquéte bactériologique doit donc étre réalisée au moindre
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doute, chez les patients COVID-19 sévéres tout profil, afin de guider au mieux les
thérapeutiques, notamment devant le pronostic probablement défavorable de cette
complication. Bien que le LBA soit d’autant plus rentable qu’il est réalisé tardivement,
cette recherche doit étre effectuée quelque-soit le délai, devant un taux également

important d'ITRI-AVM précoce.

Leur suspicion doit donc étre confirmée ou infirmée par un prélévement
bronchique. Le choix de la méthode de prélévement peut étre orienté par le risque

associé d’infection fongique, ou seul le LBA a été valide.

4 Aspergillose Pulmonaire Associée au COVID-19

Les criteres ECMM/ISHAM [49] ont été congus fin 2020, pour le diagnostic de
CAPA, I'Aspergillose Pulmonaire Associée au COVID-19, chez les patients sévéres.
lls permettent de considérer I'Aspergillose comme prouvée, probable ou possible,
respectivement sur la base d’'un prélévement tissulaire, d’'un LBA ou d'un lavage non-

bronchoscopique.

Selon ces critéres, 7,8% de nos patients étaient classés comme présentant une
CAPA-probable sur la base de leur LBA, dont un tiers sur la base unique d’'une PCR
positive. Dans les études, il est retrouvé des taux de CAPA allant de 2 a 38% [63—68],

variant selon les méthodologies et les critéres diagnostiques utilisés.

Stricto sensu, 13% des patients présentaient un marqueur aspergillaire positif
sans rentrer dans les définitions de CAPA, relevant ainsi probablement d’une simple
colonisation non pathogene ou contamination du prélevement. Néanmoins, un peu

plus de la moitié d’entre eux ont été traités par les équipes médicales les prenant en
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charge. Cela nous incite a penser que tout marqueur aspergillaire positif est souvent
considéré comme significatif, indépendamment des criteres ECMM/ISHAM. Avant fin
2020, date de leur parution, d’autres critéres diagnostiques étaient utilisés, notamment
un avis d’expert définissant I’Aspergillose associée a la Grippe. A I'exception des
crittres EORTC/MSGERC, ciblant les patients immunodéprimés aux images typiques
en TDM, aucun d’entre eux ne fait mention de la PCR Aspergillaire dans le LBA [64].

La question de son interprétation, lorsqu’elle est isolée, semble étre entiére.

Des facteurs de risque de CAPA ont été identifiés dans les études, notamment
'age avance, la BPCO, la durée de ventilation mécanique, 'immunodépression (dont
les cancers solides), avec un potentiel rdle de la corticothérapie [64,66,68—70]. Dans
notre étude, le diagnostic de CAPA-probable était significativement plus fréquent chez
les patients immunodéprimés ou au terrain respiratoire, essentiellement dans des
contextes de néoplasie solide, greffe, traitement immunomodulateur, asthme ou
BPCO. A contrario, la prévalence de CAPA-probable chez les patients

immunocompétents et sans terrain respiratoire était rare, inférieure a 2%.

En accord avec la littérature, nous avons retrouvé une augmentation de la
mortalité dans ce groupe, survenant de plus précocement puisque le taux de mortalité
des patients CAPA-probable atteignait déja presque 67% a J28, versus environ 38%
chez les non-CAPA. La CAPA est un facteur de risque indépendant de mortalité chez
les patients COVID-19 sévéres, d’autant plus quand les marqueurs fongiques sériques
sont positifs, reflet de 'angio-invasion, avec des mortalités rapportées jusqu’a 80-90%

dans les études [64,67,68].

Devant des signes cliniques et radiologiques aspécifiques, la faible sensibilité de
I'index du GM sérique (< 20%) [63,70] et I'impact pronostique défavorable de cette
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infection dans le COVID-19, il apparait nécessaire d’investiguer les patients a la
recherche d’une infection aspergillaire en cas de suspicion. Pour cela, le lavage
broncho-alvéolaire est 'examen de référence. Les autres prélévements respiratoires
n’ont pas été validés pour le diagnostic de CAPA, devant leur plus faible spécificité et

le risque de considérer a tort des colonisations aspergillaires [71].

Bien que I'apport de I'imagerie soit moins marqué dans la CAPA que chez les
patients neutropéniques, qui présentent souvent les caractéristiques typiques
d’Aspergillose en TDM, la présence de Iésions nodulaires avec signe du halo, halo
inversé, ou excavations avec signe du croissant gazeux, doit faire suspecter une
Aspergillose invasive. Néanmoins, ces Iésions sont peu souvent retrouvées dans les
CAPA, et peuvent dans de rare cas étre présentes du fait de I'infection COVID-19 en

elle-méme [49,64,72].

Dans notre étude, le diagnostic de CAPA était posé relativement tard, en
meédiane a 20 jours des symptébmes de COVID-19 et 8 jours d’'intubation, et dans la
deuxiéme semaine de ventilation d’aprés une revue de 2022 [64]. Ainsi, la majorité de
nos CAPA-probables correspondaient a des ITRI-AVM. Cela nous incite a temporiser,
en absence de suspicion clinique forte, la réalisation des LBA pour recherche

d’Aspergillose.

En résumé, I'Aspergillose Pulmonaire Associée au COVID-19 est peu fréquente
mais de pronostic sombre. Elle doit étre recherchée par LBA en cas de suspicion
clinique, en particulier apres 5 jours de ventilation, et d’autant plus quand le patient

présente un terrain favorisant ou des signes évocateurs au scanner.
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5 Levures et autres champignons

La présence de levures en culture était frequente dans notre étude, retrouvées
sur environ 30% des LBA et un tiers des patients. Néanmoins, presque 90% des
cultures étaient quantifiées « peu nombreuses » ou « rares », et seules 20% des
levures retrouvées ont été considérées significatives et traitées, le reste relevant
probablement de colonisation simple. Candida Albicans était I'espéce la plus

fréequemment retrouvée.

Que faire devant la présence de levures sur des prélévements respiratoires reste
une question controversée. Certaines études rapportent que les colonisations a
Candida sont trés fréquentes chez les patients sous VMI, de l'ordre de 50% et
principalement dues a Candida Albicans, mais que les pneumonies a Candida sont
néanmoins tres rares. Par ailleurs, quelques auteurs ont retrouvé un lien entre
colonisation respiratoire a Candida et risque de PAVM, notamment a P. Aeruginosa ;
une surmortalité chez les patients colonisés a également été rapportée [33,73]. Dans
notre étude cependant, la présence de Candida semblait étre moins fréquente chez

les patients décédés, bien que cette différence ne soit pas significative.

Savoir quelle est la part d'implication de Candida dans ces résultats, ou s’il
représente plutdét un marqueur de sévérité, reste une question en suspens. Une étude
Iranienne a retrouvé dans une population de patients COVID-19 critiques et
immunodéprimeés, la présence de Candida chez 69% d’entre eux, sans impact sur la
mortalité [74]. Une revue de la littérature de 2022 ne retrouvait pas de notion de PAVM

a Candida [59].
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Par ailleurs, d’autres marqueurs fongiques plus anecdotiques ont été retrouvés

dans notre étude :

Deux PCR Pneumocystis Jirovecii étaient positives, dont une pneumocystose a
été considérée comme aveérée, chez un patient immunodéprimé, qui a été traité et dont

I’évolution était favorable.

La Pneumocystose est une infection fongique opportuniste, qui touche dans la
majorité des cas des patients présentant un terrain d'immunodépression. Des cas de
Pneumocystose associée au COVID-19 ont été rapportés dans la littérature, dont
certains survenant en dehors des facteurs de risque habituellement impliqués, tels que
le VIH, les greffes ou les hémopathies malignes [75]. D’aprés une étude Frangaise
réalisée chez plus de 500 patients COVID-19 sous VMI, Gangneux et al. [66]
retrouvaient 4 patients présentant une PCR P. Jirovecii positive, sans pouvoir

distinguer les infections des colonisations.

Deux PCR Mucor-Rhizopus ont également été retrouvées dans notre étude, dont
une Mucormycose invasive a été confirmée chez un patient immunodéprimé sur une

hémopathie maligne. Les deux patients sont décédés.

La Mucormycose associée au COVID-19 a été décrite dans les études,
notamment en Inde, ou la prévalence est de 1,6% en service de soins critiques,
associée a une mortalité supérieure a 80% dans les formes pulmonaires ou
disséminées. Cette affection est rare en Europe, ou hémopathies malignes, greffes,
corticothérapie et neutropénie constituent les principaux facteurs de risque [68].

Gangneux et al. [66] retrouvaient dans leur étude 1% de Mucormycoses invasives.
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6 Virologie

Dans notre étude, les PCR virales étaient tres fréequemment positives, retrouvées
néanmoins dans la majorité des cas a taux faibles. Etaient retrouvés
approximativement 48% d’EBV, 23% d’HSV-1, 21% d’HHV6-B et 14% de CMV. 70%
des patients ont présenté au moins une PCR virale positive dans leur(s) LBA. Environ
20% de ces virologies positives ont été considérées comme significatives et traitées.
Le poids de la PCR virale alvéolaire dans la décision thérapeutique est inconnu,
souvent peu spécifié dans les dossiers. Probablement qu’elle se fait sur la base d’'une

PCR sanguine associée.

Comparativement aux complications bactériennes et fongiques, peu d’études se
sont intéressées aux réactivations virales dans les infections sévéres a SARS-CoV-2,
et encore plus rarement sur la base de prélevements respiratoires. Des réactivations
trachéo-bronchiques d’Herpesviridae ont été rapportées chez les patients critiques en
réanimation, méme en absence d'immunodépression, le plus souvent sans atteinte
parenchymateuse et dont I'impact clinique semble incertain [76]. Des études basées
sur des LBA retrouvaient des PCR HSV-1 et CMV respectivement dans 29-50% et 24-
42% des cas, sans impact sur la mortalité [77,78]. Meyer et al. [79] retrouvaient une
augmentation de la mortalité en cas de réactivation HSV-1, or, les analyses en sous-
groupes ne le confirmaient que pour les PCR sanguines, et non pour les bronchiques.
Une étude Lilloise [80], sur la base de PCR sanguines systématiques, retrouvait 82%

d’EBV et 22% d’HHV6, sans impact clinique bien qu'aucun patient n’ait été traité.

-----

part entiére ou sont-elles juste le reflet de I'extréme sévérité de la pathologie initiale ?
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Une étude de 2007 retrouvait 30% de CMV et 3% d’'HSV sur la base de biopsies
pulmonaires, chez des patients présentant un SDRA réfractaire (non-COVID) avec un
LBA négatif. Les patients traités suite a une biopsie positive présentaient une meilleure
survie, dont 36 / 78 ont été traités par antiviral. En absence d’autre cause retrouvée, il

pourrait donc étre intéressant de rechercher ces réactivations [81].

Dans notre étude, pres d’'un tiers des LBA retrouvaient une PCR CMV et/ou
HSV1. Un peu moins de la moitié des patients ont été traités, dont 91% avaient une
PCR sanguine également positive, versus 17% de PCR sanguine positive parmi les
non traités. Celle-ci, comme rapporté dans les études, semble étre la principale
motivation a linstauration d’'un traitement antiviral, devant l'interprétation encore
incertaine d’une virologie positive dans le LBA. Au vu de ces constations, se pose la
question de son apport diagnostique. D’autres études sont nécessaires pour tenter de

répondre a cette question.

Une stratégie pourrait étre, en absence d’autre étiologie retrouvée a I'évolution
péjorative d’'un SDRA : dépister les réactivations virales sanguines, conduisant alors
potentiellement a l'instauration d’un traitement ; en cas de négativité, les rechercher

par LBA pour ne pas méconnaitre une atteinte pulmonaire isolée.

7 Que faire de la cellularité ?

Plus de 90% des LBA de notre étude présentaient une cellularité neutrophilique
ou panachée, par augmentation conjointe des PNN et lymphocytes. Les cellularités
totales étaient peu élevées, avec une médiane de 200 éléments/mm?3, et une tendance

a 'augmentation en cas de bactériologie positive, notamment au profit des PNN.
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Aucune hémorragie intra-alvéolaire n’a été retrouvée. 30 des 38 germes opportunistes

retrouvés au direct étaient confirmés en Mycologie.

Quelques études se sont intéressées aux profils cellulaires retrouvés dans les
LBA des patients COVID-19 critiques. En accord avec nos résultats, les cellularités
totales sont généralement inférieures a 250 éléments/mm3, bien que des taux plus
élevés soit également retrouvés, avec une majorité de PNN et macrophages,
respectivement aux alentours de 70% et 15-20%. A noter, des taux élevés de PNN ont
été rapportés méme en absence d’infection bactérienne associée. Les PNE sont
rarement augmentés. Des lymphocytoses ont été communément rapportées, jusqu’a
25% [82-85]. Copin et al. [16] retrouvaient en histologie une pneumonie lymphocytique

chez un patient précocement décédeé.

L’analyse anatomopathologique est celle qui nécessite le plus de liquide de
lavage : 20 a 30 cc lui sont dédiés, ce qui nécessite d’instiller dans les bronches au
mieux 50-75 cc de SSI supplémentaires en cas de retour optimal du liquide, ce qui
n’est pas toujours le cas. En dehors de la recherche d’'une hémorragie intra-alvéolaire
via l'analyse du score de Golde, par ailleurs non retrouvée dans notre étude,
l'interprétation de I'analyse cellulaire n’entraine pas d’'impact sur I'évolution et la prise
en charge du patient. De méme, la détection de germes opportunistes au direct est
dans la majorité des cas également retrouvée en Mycologie, et dans le cas contraire,

reléve probablement plutdt d’'une contamination non significative.

Nous pouvons donc légitimement nous poser la question de la nécessité ou non

de sa réalisation systématique.
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8 Forces et limites de I’étude

Les forces de notre étude sont le nombre important de LBA et de patients inclus,
avec l'inclusion de tous les examens réalisés consécutivement pendant la période
d’intérét, et dans plusieurs services de réanimation. La réalisation des LBA par une
équipe dédiée et formée garantit 'homogénéité et la validité des méthodes de
réalisation ; les analyses dans les mémes laboratoires permettent la comparabilité des
résultats entre eux. Par rapport a d’autres études, qui se basent parfois sur de
multiples types de préléevements, nous avons ciblé les complications strictement
respiratoires via des prélévements par LBA. Cette méthode de prélevement réduit le
risque de faux positifs, chez des patients sous ventilation mécanique invasive ou les

contaminations bronchiques sont fréquentes.

Notre étude présente également plusieurs limites, notamment son caractére
rétrospectif, avec les biais inhérents a cette méthode, et observationnelle, ce qui ne
nous permet pas d’exclure d’éventuels facteurs de confusion associés. Bien que notre
échantillon soit de taille satisfaisante, les sous-groupes d’intérét sont petits, ce qui a

pu limiter la puissance statistique de nos analyses.

Durant notre période d’inclusion, certains patients COVID-19 sévéres, dont la
part nous est inconnue, n’ont peut-étre pas eu de LBA : soit parce que trop sévéeres
pour pouvoir tolérer le geste, soit parce que pas assez sévéres, permettant de se
satisfaire d’'un prélévement plus simple. Nous ignorons les données et le devenir de

ces éventuels patients.
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9 Perspectives

Notre étude, baseée sur les lavages broncho-alvéolaires, nous a permis de couvrir
un trés large champs de la microbiologie, et d’effectuer un état des lieux exhaustif des
difféerents résultats retrouvés chez les patients présentant une infection critique a
SARS-CoV-2. Il ressort de notre travail que les spheres bactériologiques et
mycologiques sont d’intérét majeur dans cette population a risque. Devant une clinique
et paraclinique peu spécifiques, les lavages broncho-alvéolaires conservent une place

de choix.

Au travers de nos différents résultats, nous pouvons proposer une stratégie
diagnostique basée sur le profil des patients : prélever précocement les patients au
terrain immunodéprimé-respiratoire, dans les 48 heures de ventilation, devant la
fréquence des surinfections ; discuter les prélévements hyper-précoces chez les
patients moins comorbides ou trés sécrétants ; temporiser les prélevements invasifs
dans les autres cas. D’autres études sont nécessaires pour confirmer les facteurs de

risque de co/sur-infection chez ces patients.

En absence d’évolution favorable aprés 2 a 5 jours de ventilation, il est nécessaire
de rechercher une complication bactérienne ou fongique par LBA, quelque-soit le
terrain. Des études évaluant les performances des prélevements dirigés sous
fibroscopie dans le diagnostic de la maladie aspergillaire pourraient faire revoir ce

choix de préléevement.

Par ailleurs, la question de linterprétation sur le LBA de la présence de génome

d’'Herpesviridae reste non résolue. D’autres études sont nécessaires afin d’évaluer
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I'impact de leur présence chez ces patients, et en fonction, il pourrait se discuter de

réévaluer I'intérét de cette analyse, pour l'instant réalisée a titre systématique.

De méme, I'analyse anatomopathologique semble non indispensable dans la prise
en charge du patient. Etant trés demandeuse de matériel pour effectuer I'analyse,

limiter sa réalisation pourrait permettre d’améliorer la tolérance du geste.
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Conclusion

Le lavage broncho-alvéolaire est un examen pulmonaire exhaustif, facilement
réalisable au lit du patient et bien toléré, méme chez les patients critiques sous

ventilation invasive.

Notre étude montre que les patients atteints d’'une infection sévere a SARS-CoV2
sont sujets aux complications infectieuses, essentiellement bactériennes et
aspergillaires. Ces infections se développent majoritairement a distance de
I'intubation, néanmoins, certaines sous-populations pourraient étre plus a risque de
développer une infection précoce. Rechercher ces infections, aux impacts
pronostiques non négligeables, est important afin de guider au mieux les prises en
charge. Néanmoins, certaines de nos pratiques, généralement réalisées a titre
systématique, doivent potentiellement étre revues: c'est le cas des examens
virologiques et anatomopathologiques, dont I'intérét dans la décision thérapeutique et
la prise en charge doit étre réévalué, et mis en balance avec les potentiels effets
indésirables liés a l'instillation dans les bronches du patient d’'une quantité importante

de liquide nécessaire a la réalisation de ces analyses.

Pneumologues Endoscopistes et Réanimateurs doivent poursuivre leur
collaboration, afin de répondre aux interrogations cliniques, en étant le moins néfaste,

et tout en garantissant une prise en charge optimale des patients.
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Résumé :
Contexte : Le SARS-CoV-2, agent causal de linfection virale COVID-19, est
responsable d’une atteinte respiratoire potentiellement sévere et I|étale. Les

complications infectieuses pulmonaires, grevant son pronostic, restent incomplétement
connues.

Matériel et Méthodes : Notre étude, observationnelle, rétrospective, incluait tous les
lavages broncho-alvéolaires réalisés entre Septembre 2020 et Mai 2021, chez des
patients sous ventilation mécanique invasive pour une infection sévére a SARS-CoV2.

Résultats : 258 LBA ont été analysés, chez 195 patients. Une sur-infection bactérienne
était retrouvée chez 11 (12,9%) patients, dans 50% des cas a P. Aeruginosa ou S.
Pneumoniae. 40 (29,6%) patients présentaient une infection du tractus respiratoire
inférieur associée a la ventilation mécanique, dont 28% a P. Aeruginosa. Une probable
aspergillose pulmonaire associée au COVID-19 était retrouvée chez 15 (7,8%) patients
selon ECMM/ISHAM, associée a une augmentation de la mortalité. 75 (29,3%) LBA,
chez un tiers des patients, ont retrouvé des levures, principalement C. Albicans. 124
(70,1%) patients présentaient au moins une PCR positive a Herpesviridae. Dans 95,6%
des cas, les formules anatomopathologiques étaient neutrophiliques ou panachées.

Conclusion : Les sur-infections bactériennes et Aspergilloses apparaissent peu
fréquentes, notamment en absence de terrain favorisant, mais doivent étre recherchées
au moindre doute devant I'impact thérapeutique. A contrario, les ITRI-AVM sont
fréquemment retrouvées, en particulier au-dela de 5 jours de ventilation invasive.
Levures en culture et PCR virales sont fréquentes, mais de signification incertaine.
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